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% : Poucentage 

°C : Degrés centigrades 

Ac(DSM) : Souche de Anopheles coluzzii contenant un transgène de 

stérilité mâle dominante (dominant sterile male, DSM) 

Ac(WT) : Anopheles coluzzii de type sauvage (wild type, WT) 

ACL2 : Niveau de confinement 2 pour les arthropodes 

ADNr : Acide Désoxyribonucléique ribosomique 

Ag(DSM) : Souche de Anopheles gambiae contenant un transgène de 

stérilité mâle dominante (dominant sterile male, DSM) 

An : Anopheles 

ARN : Acide Ribonucléique. 

ARNi : L’interférence de l’acide ribonucléique.  

C : Taux de compétitivité 

cm : Centimètre 
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CRISPER CAS9 : Clustered Regularly Interspaced Short Palindoromic 

Repeats (technique moleculaire permettant de couper 

l’ADN à un endroit précis du génome, dans n’importe 

quelle cellule) 

Cx : Culex 

DsRed : Gène marqueur dans le matériel transgénique de couleur rouge. 

FAPH : Faculté de Pharmacie 

FMOS : Faculté de Médecine et d’Odontostomatologie  

FsRILD : Insectes porteurs d'une létalité dominante dont le gène létal est 

spécifique aux femelles 

G3 : Souche de Anopheles gambiae s.l pour la transformation de la lignée 

germinale 

GFP : Green Fluorescence Protein (Protéine fluorescente verte, marqueur 

testiculaire/spermatique des mâles transgéniques) 

GY : Gray 

h : heures 

HEG : Homing Endonuclease Gene (gène d’endonuclease de homing) 
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IRSS : Institut de Recherche en Sciences de la Santé 
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Research and Training Center) 
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SD : Ecart type (standard deviation) 
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USTTB : Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de 

Bamako 
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1. Introduction 

Les moustiques sont responsables de plusieurs maladies comme la filariose 

lymphatique, la dengue, le chikungunya, le zika et le paludisme (la liste 

n’est pas exhaustive). En 2020, il y a eu 241 millions de cas de paludisme 

avec 627 000 décès (OMS, 2021).  

La lutte contre le paludisme comprend : la lutte contre le parasite visant à 

éliminer l’agent pathogène par l’utilisation des médicaments antipaludiques 

par chimiothérapie ou chimioprophylaxie saisonnière et la lutte 

antivectorielle destinées contre les moustiques (Wangdi et al. 2018). Cette 

dernière comprend la lutte physique, chimique et biologique. La lutte 

physique repose sur l’utilisation de barrières physiques. La lutte chimique 

repose sur l’utilisation d’insecticides à travers la pulvérisation intra-

domiciliaire (PID), des moustiquaires imprégnées d’insecticides à long 

durée d’action (MILD), des répulsif, etc. La lutte biologique repose sur les 

champignons entomopathogènes, les agents bactériens, les poissons 

larvivores, les parasites microsporidiens, entre autres (Carnevale et Robert 

2009; Kamareddine 2012). 

Environ 1,7 milliard de cas et 10,6 millions de décès ont été évités entre 

2000 et 2020 à travers les campagnes de luttes telles que les MILD, PID, 

CPS (OMS, 2021).  

Les stratégies de lutte anti-vectorielle basées sur les insecticides sont 

continuellement menacées par la résistance développée chez les vecteurs 

(Hargreaves et al. 2009; Kouyaté et al. 2007), les moustiquaires 

imprégnées d’insecticides sont plus efficaces à l'intérieur des chambres 

alors que les vecteurs piquent aussi en dehors des chambres. Inquiétante, 

la pandémie de Covid-19 a davantage compliqué les choses en augmentant 

le nombre de décès due au paludisme à 47 000 (OMS, 2021) à la suite d’une 

réduction du diagnostic et du traitement variant de 5 à 50% dans l’ensemble 

des pays endémiques (OMS, 2021).  
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L’actuel Directeur de l’OMS, Dr Tedros Adhanom Ghebreyesus dans un 

propos tenu en novembre 2017 disait : « Les progrès antipaludiques avaient 

cessé et que nous risquons de compromettre les acquis de ces vingt 

dernières années…Il est clair que nous devons changer de cap et améliorer 

notre approche de la lutte contre le paludisme, notamment dans les pays 

où la maladie pèse le plus lourdement… » (OMS, 2018). Il est, donc, 

nécessaire de mettre au point de nouveaux outils, rentables et durables 

(OMS 2020 et messages 2020; Shretta et al. 2017), qui viendront compléter 

les moyens de luttes actuelles renforçant ainsi les stratégies d'élimination 

du paludisme. L’utilisation de moustiques génétiquement modifiés en 

constitue un.  

Au Mali, la souche de moustiques génétiquement modifié mâles stériles 

Ac(DSM)2 a été introduite au laboratoire pour des fins de recherche. Dans 

l'hypothèse de lâcher d'une souche de moustiques mâles stériles  

génétiquement modifié Ac(DSM)2 dans la nature, il est important de 

connaître certains paramètres : 1] voir si la stérilité sexuelle attendue chez 

les DSM mâles transgéniques est belle et bien observée lorsque ces derniers 

sont croisés avec des femelles non transgéniques fertiles ; 2] connaître la 

longévité des DSM afin d’avoir une idée sur le temps que ces moustiques 

modifiés peuvent vivre après émergence et 3] évaluer la compétitivité 

sexuelle des mâles DSM qui permettra de déterminer la probabilité 

d'observer des accouplements avec les populations de moustiques non 

transgéniques dans les grandes cages de compétition en présence des 

mâles non transgéniques. Ces informations permettront non seulement de 

comprendre certains comportements de ces moustiques mais aussi 

d’améliorer la modification génétique afin de mieux élaborer une 

technologie de réduction des populations des moustiques dans le cadre de 

la lutte contre le paludisme.   

C’est ainsi que la présente étude se propose de déterminer la stérilité, la 

compétitivité pour l’accouplement et la longévité de la souche de 
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moustiques génétiquement modifiés mâles stériles Ac(DSM)2 au 

laboratoire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Stérilité, Compétitivité pour l’accouplement et Longévité d’une souche mâle stérile de An. coluzzii génétiquement modifiée au Mali 

Thèse de pharmacie - 2022 Yahaya KEITA 5 

 

 

 

 

 

  

OBJECTIFS  

 



Stérilité, Compétitivité pour l’accouplement et Longévité d’une souche mâle stérile de An. coluzzii génétiquement modifiée au Mali 

Thèse de pharmacie - 2022 Yahaya KEITA 6 

2. Objectifs  

2.1 Objectif général  

Evaluer la stérilité sexuelle des mâles, la compétitivité pour 

l’accouplement et la longévité d’une souche mâle stérile de An. 

coluzzii génétiquement modifiée au Mali. 

2.2 Objectifs spécifiques 

✓ Déterminer la stérilité sexuelle des mâles Ac(DSM)2 lorsqu'ils 

sont croisés avec les femelles non modifiées fertiles ; 

✓ Déterminer la compétitivité pour l'accouplement des mâles 

Ac(DSM)2 lorsqu’ils sont croisés avec les femelles non 

modifiées de la colonie  locale ; 

✓ Déterminer la longévité des moustiques génétiquement 

modifiés Ac(DSM)2 en présence des non modifiés. 
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3. Généralités 

3.1. Moustiques génétiquement modifiés et lutte antivectorielle 

contre les maladies 

Les technologies de manipulation génétique promettent d'améliorer 

considérablement le développement de nouvelles mesures de lutte contre 

les maladies à transmission vectorielle (Curtis et Graves 1988). La 

conception d’une telle méthode remonte depuis les années 1930 et 1940. 

En 1982, Drosophila melanogaster a été le premier insecte à être modifié 

de façon stable avec l’utilisation d’un élément transposable (Scavarda et 

Hartl 1984). Cette modification a permis d’introduire dans la lignée 

germinale de l'insecte, des gènes favorables à l’homme et non délétère à 

l’insecte à la suite d’une proposition de C. Curtis en 1968 (Curtis 1968).  

La modification génétique des espèces vectorielles a été établie en 1991 

comme approche dans la lutte contre le paludisme (James et al. 1999). Elle 

consistait à développer des outils pour la transformation de la lignée 

germinale stable des anophèles.  

L’un des objectifs de la transformation était de produire des moustiques 

incapables de porter le paludisme, et de mener des expériences contrôlées 

pour tester comment faire passer le trait génétiquement modifié dans les 

populations sauvages.  

Pour la mise en œuvre de telle approche, il est indispensable d’évaluer les 

risques, de réaliser des études pour garantir la sécurité humaine et 

environnementale, prendre en compte les implications éthiques, juridiques, 

sociales et des préoccupations du public (Touré et al.,2002).  

Les stratégies génétiques de lutte contre les maladies à transmission 

vectorielle sont regroupées en deux grands groupes (Flores et O’Neill 2018) 

: 1] un groupe dont l’objectif est la réduction de la population de moustiques 

et réduire ainsi la maladie et 2] un groupe dont l’objectif est la modification 

de la population de moustiques pour le rendre réfractaire à la transmission 



Stérilité, Compétitivité pour l’accouplement et Longévité d’une souche mâle stérile de An. coluzzii génétiquement modifiée au Mali 

Thèse de pharmacie - 2022 Yahaya KEITA 9 

d’agents pathogènes. Les groupes sont tous deux basés sur l’accouplement 

et sont spécifiques à l’espèce (Alphey 2014).  

Contrairement aux méthodes classiques telles que les moustiquaires, le 

vaccin, ces méthodes permettent de protéger de la même manière des 

populations d’une zone des maladies transmises par les moustiques sans 

distinction de sexe, de race, de religion, etc. 

3.1.1. Réduction des populations – Principes, applications et 

quelques exemples 

Les méthodes de réduction de la population de vecteurs reposent sur 

l’hypothèse d’une réduction de la transmission de la maladie à travers la 

réduction des moustiques. En réduisant le nombre de moustiques 

responsable des maladies, la transmission sera ainsi de même puisque ce 

sont les moustiques qui transmettent les maladies à travers les piqûres.  

Comme exemple de cette méthode, on peut citer la stérilité des 

moustiques mâles induite par l’activation d’un gène de nucléase I-Ppol, 

une endonucléase de homing appelée (HEG) ‘‘Homing Endonuclease 

Genes’’ (figure 1) qui reconnaît et détruit une partie du chromosome X 

dans les spermatozoïdes et le chromosome X hérité de la mère de 

l’embryon. L’accouplement de ces moustiques mâles avec des femelles 

fertiles donnent des œufs qui ne parviennent pas à éclore (Windbichler et 

al. 2008). Cette stratégie, si elle doit être utilisée pour lutter contre la 

maladie, nécessitera l’élevage et le lâcher d’un grand nombre de 

moustiques mâles incapables de produire des progénitures viables 

lorsqu'ils s'accouplent avec des femelles dans la nature. Au cours des 

lâchers continus de ces mâles, la taille de la population de vecteurs devrait 

être considérablement réduite, ce qui devrait à son tour réduire la 

transmission de la maladie. Cette approche inclue l’utilisation des 

marqueurs génétiques pour la séparation des moustiques mâles et femelles 

au stade larvaire (stade L3 et/ou L4), surveiller à la fois le lâcher des mâles 

adultes et la compétitivité d’accouplement sexuels de ces derniers pour 
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répondre à l’exigence de ne lâcher que des mâles (Crompton et al. 2010) 

car les femelles contribueront à la prolifération de la maladie.  

On peut également citer l’exemple des mâles sans spermatozoïdes modifiés 

par silençage ARNi d'un gène de différenciation des cellules germinales qui, 

lorsqu’ils s’accouplent avec des femelles, celles-ci présentent des réponses 

post copulatoires normales et deviennent réfractaires à une insémination 

ultérieure (Thailayil Janis et al. 2011).  

Un autre exemple mais d’approche différente, comprend la modification 

génétique pouvant biaiser le sex-ratio de la progéniture en faveur des mâles 

(Galizi et al. 2014). Au cours de la spermatogénèse, une séquence présente 

chez le chromosome X et absente chez Y est ciblée par une endonucléase. 

Le déchiquetage du chromosome X favorise les spermatozoïdes porteurs du 

chromosome Y non affectés et entraîne la production d'une progéniture à 

tendance masculine (Galizi et al. 2014).  

On peut aussi citer le lâcher d'insectes porteurs d'une létalité dominante 

(RIDL) (Alphey et al. 2008). Cette méthode confère une grande flexibilité 

car le gène létal peut être conçu pour agir à un moment précis du 

développement du moustique (Alphey 2014). Elle comprend le RILD bi-

sexe et le RILD spécifique aux femelles appelée fsRILD. On parle de RILD 

bi-sexe lorsque toute la progéniture meurt à travers une létalité héritée. 

Quant au RILD spécifique aux femelles appelée fsRILD, le gène létal est 

spécifique aux femelles, laissant vivre les mâles hétérozygotes qui, 

lorsqu’ils s’accouplent, la moitié de leur progéniture hérite du transgène 

létal femelle (Alphey 2014).  

Également la souche transgénique développée par la société Oxitec, 

‘‘OX513A’’, dotée d’un système alternatif répressible à la tétracycline qui 

tue les progénitures femelles des mâles lâchers (Fu et al. 2010; Marinotti 

et al. 2013; Schliekelman et Gould 2000). Au cours de cette méthode, la 

létalité est induite tardivement au stade larvaire, ce qui permet aux larves 
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d’entrer en  compétition avec d’autres de types sauvages pour la nourriture, 

améliorant peut-être la réduction de la population (Phuc et al. 2007).  

Il existe aussi une autre méthode utilisant une technologie génétique 

dominante appelé « SIT guidée avec précision » qui permet le tri des 

nymphes et la stérilisation simultanée (Kandul et al. 2018). Cette méthode 

consiste à lâcher des œufs de manière que  seuls les moustiques adultes 

mâles stériles compétitifs émergent.  

 

Figure 1: Gènes d’endonuclease de homing. Source  (Alphey 2014) 

 

3.1.2. Modification des populations – Principes, applications et 

quelques exemples 

La modification des populations s’appelle aussi conversion ou remplacement 

de populations. Les approches de modification des populations consistent à 

apporter des modifications aux moustiques qui seront lâchés, notamment 

qu'il s'agisse de l'introduction d'un ou plusieurs gènes dans le génome 

nucléaire, ou d'un endosymbionte hérité de la mère dans le cytoplasme 

(Burt 2014). L’accouplement de ces moustiques modifiés avec d’autres 

moustiques non modifiés propage dans la population de moustiques le 

facteur héréditaire, ce qui rend les moustiques incapables de transmettre 

le pathogène sans qu'il ne soit nécessaire de les supprimer (Flores et O’Neill 

2018).  
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Chez les moustiques après avoir pris un repas de sang infecté, il se produit 

une division au niveau des gamétocytes mâles et femelles entraînant la 

formation et la fusion de gamètes mâles et femelles dans l'estomac du 

moustique, pour former un zygote. Le zygote se développe alors en 

ookinète. Ce dernier traverse l'épithélium de l'estomac pour atteindre la 

lame basale, où il mûrit en oocyste. Les oocystes, lors de la maturation, 

libèrent des centaines de sporozoïtes dans l'hémocœle. Les sporozoïtes 

migrent de l'estomac vers la glande salivaire par l'hémolymphe, puis 

envahissent les glandes salivaires. Une fois à l'intérieur de la glande 

salivaire, les sporozoïtes subissent d'autres modifications et sont injectés 

dans la circulation sanguine de l'hôte lors d'un nouveau repas sanguin. 

L'estomac du moustique est une cible de choix pour interférer avec les 

parasites avant leurs transformations en oocystes (PRINGLE 1965; 

Rosenberg et Rungsiwongse 1991). Il existe trois (3) principales manières 

d’agir à ce niveau: la mise à mort proprement dite, la lyse qui est un mode 

de clairance par désagrégation des parasites tués et la mélanisation qui 

entoure les parasites tués d'une couche dense de mélanine et qui est un 

autre mode de clairance dans une souche appelée R  qui interrompt 

complètement le développement d'un certain nombre de parasites du 

paludisme, y compris le parasite simien Plasmodium (cynomolgi bastianellii) 

(Blandin et al. 2004).  

Parmi les exemples de cette méthode de modification on peut citer, entre 

autres :  

- le contrôle du Plasmodium par les gènes de peptide antimicrobien 

ayant des activités bactéricides et fongicides dans les essais in vitro 

chez Anopheles gambiae (Christophides et al. 2004) ; 

- la surexpression ectopique d'un gène codant pour la cécropine A dans 

l'estomac de Anopheles gambiae qui réduit de 60 % le nombre 

d'oocystes en développement (Kim et al. 2004) ; 

- la surexpression transgénique de la cécropine A ou de la défensine A 

endogène dans le corps adipeux d'Aedes Aegypti adulte qui conduit à 
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une forte inhibition du développement des sporozoïtes de Plasmodium 

gallinaceum (Shin et al. 2003) ; 

- la mélanisation induite par le renversement des  lectines spécifiques 

de type C qui tue les ookinètes (Volz et al. 2006) ;  

- des moustiques modifiés d’Aedes Aegypti qui expriment un groupe 

polycistronique de petits ARN synthétiques conçus pour résister à la 

transmission du virus Zika (Buchman Anna et al. 2019).  

Une autre méthode consiste à une régulation négative de protéine des 

glandes salivaires de Anopheles gambiae , appelée protéine de liaison à la 

protéine circumsporozoïte de Plasmodium (J. Wang et al. 2013). Cette 

régulation négative empêche les sporozoïtes de Plasmodium d’envahir les 

glandes salivaires des moustiques. On peut aussi citer la manipulation 

génétique d'une protéine de signalisation clé appelé akt, qui lorsque 

augmentée au niveau de l’estomac du moustique Anopheles stephensi, 

permet de réduire la prévalence et l'intensité de l'infection parasitaire du 

paludisme et la durée de vie des moustiques (Corby-Harris et al. 2010).  

Il existe une autre approche basée sur les micro-organismes symbiotiques 

telle que Bacillus thuringiensis var. israelensis et Bacillus sphaericus du 

moustique permettant d’annihiler sa capacité à transmettre un pathogène 

donné (Ricci et al. 2011): les symbiontes qui contribuent à cette capacité 

sont éliminés ou modifiés (para transgénèse) de manière à rendre l’insecte 

incompétent vis-à-vis de l’agent infectieux.  

3.1.3. Technologie de Gene drive – Principes, applications et 

quelques exemples 

La technique de ‘‘gene drive’’ ou impulsion génétique est un processus 

d'héritage biaisé par lequel un élément génétique peut être transmis des 

parents à la progéniture à un taux supérieur à l’hérédité mendélienne et 

ainsi augmenter en fréquence dans une population (Burt et Crisanti 2018). 

Ces systèmes font une exception aux principes conventionnels de l’hérédité 

décrite par Gregor Mendel (hérédité mendélienne) selon lesquels, la 
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descendance a, en moyenne, 50 % de chance d’hériter d’un gène particulier 

de ses parents.  

Ils peuvent être utilisés pour modifier entièrement des populations de 

moustiques pour une lutte antivectorielle durable (Burt 2003). Cette 

technologie permet d’augmenter la probabilité de transmission d’un gène 

désiré, sans tenir compte de la valeur sélective. Elle permet soit de modifier 

efficacement les moustiques Anopheles de sorte qu’ils ne soient plus 

capables de transmettre les parasites du paludisme (Gantz et Bier 2015) 

soit d’introduire des séquences létales de gènes pouvant supprimer ou 

réduire considérablement et en un temps rapide des populations entières 

de ces moustiques (Hammond et al. 2016). 

De par leur caractère autonome, les approches à base d’impulsion 

génétique pourraient en conjonction avec d’autres outils existants offrir des 

méthodes durables et économiques permettant de lutter à long terme 

contre les populations de moustiques Anopheles (Windbichler et al. 2011; 

Nolan et al. 2011; Bhatt et al. 2015; Rabinovich et al. 2017). Des études 

ont été menées sur des moustiques génétiquement modifiés avec la 

technologie d’impulsion génétique et ont permis d’atteindre une fréquence 

de 100 % en 7 à 11 générations avec une élimination d’une population de 

600 moustiques en cage sans induire de résistance (Kyrou et al. 2018). 

Également, d’autres  lâchers en cages de moustiques avec impulsion 

génétique de sexe ratio 1:1 ont permis d’atteindre une fréquence 

d'introduction de transgènes  supérieure ou égale à  80 % en 3-4 

générations (Carballar-Lejarazú et al. 2021). 

Cette stratégie (impulsion génétique) potentiellement puissante est capable 

de propager une mutation qui bloque la reproduction des femelles et causer 

la réduction du nombre de moustiques (Deredec, Godfray, et Burt 2011; 

Andrew M Hammond 2018; Burt et Crisanti 2018). Pour le développement 

et le test des méthodes basées sur l’impulsion génétique, des scientifiques 

ont adopté des approches par étape  (James et al. 2018). Pour l'élimination 



Stérilité, Compétitivité pour l’accouplement et Longévité d’une souche mâle stérile de An. coluzzii génétiquement modifiée au Mali 

Thèse de pharmacie - 2022 Yahaya KEITA 15 

du paludisme en Afrique subsaharienne, il est recommandé d’explorer la 

voie vers le déploiement des moustiques par impulsion génétique comme 

outil potentiel de biocontrôle. 

Il est à noter que cette technologie d’impulsion génétique est confrontée à 

des défis importants pour garantir la confiance et l'acceptation du public 

(Feachem et al. 2019). 

3.2. Etat de lieux de la mise en œuvre des approches basées sur 

les moustiques génétiquement modifiés dans la lutte anti-

vectorielle 

3.2.1. Paludisme- Anopheles  

3.2.1.1. Situation au Monde  

La mise en œuvre des approches basées sur les moustiques génétiquement 

modifiés en cours de développement visent soit à réduire la taille de la 

population de moustiques vecteurs à un point tel que la transmission de 

l'agent pathogène soit considérablement réduite ou à modifier la population 

de moustiques indigènes pour réduire leurs capacités à transmettre des 

maladies. Ces approches peuvent être définies plus précisément en termes 

de stratégies auto limitatives (stratégie au cours de laquelle la modification 

a tendance à disparaitre de la population) et de stratégies autonomes (la 

modification est destinée à persister dans la population et même à se 

propager au sein de celle-ci et dans d’autres). Elles offrent des options 

supplémentaires en termes de spécificité et de durabilité de l'effet, ainsi que 

d'adaptabilité à différentes conditions de transmission des maladies.  

Plusieurs méthodes ont été proposées notamment la technique de stérilité 

génétique. Cette technique a été développée pour le principal vecteur du 

paludisme en Afrique, An. gambiae (Grossman et al. 2001), le vecteur 

indien An. stephensi (Catteruccia et al. 2000) et le vecteur sud-américain 

du paludisme, An. albimanus (Perera et al. 2002).  

Les différentes méthodes actuelles utilisant des moustiques génétiquement 

modifiés comprennent, entre autres :  
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- une nucléase qui coupe spécifiquement le chromosome X au cours de 

la spermatogénèse chez les moustiques Anopheles gambiae 

(Windbichler et al. 2008),  

- des moustiques sans spermatozoïdes (Thailayil Janis et al. 2011),  

- un système génétique létal dominant (Alphey 2014),  

- des peptides d'immunité innée, des peptides artificiels, une 

signalisation cellulaire altérée (S. Wang et Jacobs-Lorena 2013),  

- l'interférence ARN (Franz et al. 2006), des systèmes d’impulsion 

génétiques ‘‘Gene drive’’ les gènes d’endonucléase homing (HEG) 

associé à l’impulsion génétique (Alphey 2014),  

- des éléments synthétiques de type Medea inspirés par les éléments 

Medea égoïstes naturels de Tribolium castaneum (Chen Chun-Hong 

et al. 2007),  

- des types de modification utilisant la technologie ‘‘CRISPER cas9’’ 

(Andrew M Hammond 2018; Kandul et al. 2018), 

- une souche transgénique  portant un gène codant pour l'activateur de 

transcription répressible à la tétracycline (tTA), une protéine dont 

l'expression élevée est délétère pour le développement cellulaire (Fu 

et al. 2010). 

En 2019 au Burkina, des lâchers de moustiques Anopheles coluzzii mâles 

stérile ont été effectués, ce qui marque un progrès pour le continent africain 

dans la lutte génétique contre les moustiques (Yao et al. 2022). Il faut noter 

que ces lâchés au Burkina ont été effectués dans le cadre de développement 

des capacités des équipes et aussi dans le cadre de la recherche et non pour 

une lutte proprement dite contre le paludisme en Afrique (Yao et al. 2022). 

3.2.1.2. En Afrique  

En Afrique, cette lutte est menée sous forme de recherche par un projet 

‘‘Target Malaria’’, un consortium international de recherche à but non-

lucratif qui vise à codévelopper et à partager des technologies génétiques 

nouvelles, durables et économiques, visant à réduire la transmission du 

paludisme par l’utilisation de moustiques génétiquement modifiés.  Le 
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consortium renferme des scientifiques africains au Burkina Faso, au Ghana, 

au Mali et de l’Ouganda. 

Les travaux de ‘‘Target Malaria’’ ont débuté en 2008 avec un moustique 

mâle stérile Anopheles gambiae génétiquement modifié pour créer des 

mâles stériles par insertion d'ADN codant pour I-PpoI, une endonucléase de 

homing (HEG) provenant d'une moisissure visqueuse (Physarum 

polycephalum) qui clive spécifiquement les répétitions d'acide 

désoxyribonucléique ribosomique (ADNr) sur le chromosome X (Windbichler 

et al., 2008). Chez ces moustiques, l'expression de I-PpoI est régulée par 

le promoteur de la bêta2-tubuline qui est sélectivement transcrit dans les 

testicules des moustiques mâles au cours de la différenciation des 

spermatozoïdes. L’endonucléase est transmise via le sperme dans le zygote, 

ainsi les mâles hétérozygotes pour cette construction ne produisent aucune 

descendance viable. 

En juillet 2019, une équipe scientifique de l’Institut de Recherche en Science 

de la Santé du Burkina Faso en partenariat avec le consortium Target 

Malaria a procédé à Bana au lâcher à petite échelle d’environ 6400 

moustiques génétiquement modifiés mâles stériles de Anopheles coluzzii 

(Yao et al. 2022). Avant ce lâcher, plusieurs expériences avaient été 

menées sur la souche au laboratoire au Burkina1. Les mêmes expériences 

sauf le lâcher ont été menées au Mali2. Cette étape a permis aux deux pays 

ainsi que le consortium, l’acquisition de connaissances, le renforcement des 

capacités opérationnelles des équipes. Elle a aussi permis d’entamer un 

dialogue avec les communautés locales concernées par les activités du 

 
1 https://targetmalaria.org/wp-content/uploads/2021/03/Development-
pathway_FS_FR_Re%CC%81sultats-du-la%CC%82cher-a%CC%80-petite-e%CC%81chelle-de-
moustiques-ma%CC%82les-ste%CC%81riles-au-Burkina-Faso_Mars21.pdf      
Modifié le 09052022 à 15h39  
 
2 https://targetmalaria.org/wp-content/uploads/2021/11/Factsheet-Results-of-laboratory-
studies_FR.pdf    
Modifié le 09052022 à 15h42 

https://targetmalaria.org/wp-content/uploads/2021/03/Development-pathway_FS_FR_Re%CC%81sultats-du-la%CC%82cher-a%CC%80-petite-e%CC%81chelle-de-moustiques-ma%CC%82les-ste%CC%81riles-au-Burkina-Faso_Mars21.pdf
https://targetmalaria.org/wp-content/uploads/2021/03/Development-pathway_FS_FR_Re%CC%81sultats-du-la%CC%82cher-a%CC%80-petite-e%CC%81chelle-de-moustiques-ma%CC%82les-ste%CC%81riles-au-Burkina-Faso_Mars21.pdf
https://targetmalaria.org/wp-content/uploads/2021/03/Development-pathway_FS_FR_Re%CC%81sultats-du-la%CC%82cher-a%CC%80-petite-e%CC%81chelle-de-moustiques-ma%CC%82les-ste%CC%81riles-au-Burkina-Faso_Mars21.pdf
https://targetmalaria.org/wp-content/uploads/2021/11/Factsheet-Results-of-laboratory-studies_FR.pdf
https://targetmalaria.org/wp-content/uploads/2021/11/Factsheet-Results-of-laboratory-studies_FR.pdf
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projet, ainsi qu’avec les parties prenantes aux niveaux national et 

international (Yao et al. 2022). 

3.2.2. Dengue, Fièvre jaune, Zika – Aedes spp  

Si pour les anophèles les efforts sont encore concentrés sur le niveau 

laboratoire, il faut noter que certaines des méthodes génétiques ont été 

appliquées sur le terrain contre le moustique du genre Aedes. Des Aedes 

génétiquement modifiés ont été lâchés dans une forêt en Malaisie entre 

2009 et 2010 (Waltz 2016), en 2010 dans un site de terrain au Grand 

Caïman (Harris et al. 2012) , dans la ville de Piracicaba au Brésil en 2015 

(Carvalho et al. 2015), en 2012 au Panama (Waltz 2016) et en 2021  en 

Floride aux Etats-Unis tous des moustiques transgénique Aedes Aegypti 

(OX513A) de la société Oxitec (Waltz 2021).  

3.3. Autres stratégies de lutte génétique 

3.3.1. Technique de l’insecte stérile par irradiation (SIT) – 

Principes, applications et quelques exemples 

La technique de stérilité par irradiation a été utilisée contre d’autres 

maladies transmises par les moustiques comme la dengue, la fièvre jaune, 

le chikungunya, etc (Boyer 2012). Cette méthode a été couramment utilisée 

dans les programmes de SIT qui consistait à l'exposition des mâles aux 

rayonnements gamma par irradiation qui provoquaient des ruptures 

chromosomiques dans les cellules germinales, entraînant une rupture du 

maintien de l'information génétique après la fécondation et la mort de 

l'embryon en développement précoce. La technique de l’insecte stérile inclut 

également comme méthode de stérilisation : l’incompatibilité 

cytoplasmique (IC) (appliquée en Birmanie en 1967 pour contrôler les 

populations de l’espèce de moustique Culex quinquefasciatus), la chimio 

stérilisation (En 1972 en Inde pour contrôler les populations de l’espèce de 

moustique Culex quinquefasciatus), la translocation chromosomiale, la 

chimio-stérilisation couplée à la translocation chromosomiale, 

l’incompatibilité cytoplasmique couplée à l’inversion chromosomiale dans 

différents pays, la liste n’est pas exhaustive. En principe, la stérilisation par 
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irradiation est applicable à tout insecte nuisible, bien que la dose correcte 

doive être établie empiriquement afin d'assurer des dommages suffisants 

aux cellules germinales pour provoquer la stérilité tout en minimisant les 

dommages somatiques qui réduiront l'aptitude globale et la compétitivité 

d'accouplement de la population libérée (Nolan et al. 2011).  

Les programmes de SIT ont été très efficaces contre un certain nombre 

d'insectes nuisibles agricoles : en Amérique du nord les mouches 

méditerranéenne des fruits (Medfly; Ceratitis capitata) et autres mouches 

téphrites des fruits dans de nombreux pays du monde, la mouche tsé-tsé 

(exemple : Glossina fuscipes) vecteur de la trypanosomose de Zanzibar 

(Burt 2014). 

3.3.2. Technique des insectes incompatibles (IIT) - Principes 

et quelques exemples  

La stérilité peut également être induite par la libération de moustiques 

mâles infectés par des souches endosymbiotiques de Wolbachia (Alphey 

2014). Cette bactérie infecte naturellement environ 40% à 60% de toutes 

les espèces d'insectes dans un large éventail de familles (Caragata et 

al.2016). Les souches endosymbiotiques de Wolbachia induisent une forme 

de stérilité connue sous le nom d'incompatibilité cytoplasmique (IC), dans 

laquelle les embryons de femelles non infectées fécondés par le sperme de 

mâles infectés ne se développent pas. Les mâles infectés sont donc stériles 

lorsqu'ils s'accouplent avec des femelles non infectées ou infectees avec 

une espèce de Wolbachia différente (Saridaki et Bourtzis 2010), mais 

fertiles lorsqu'ils s'accouplent avec des femelles infectées (Alphey et al. 

2013). La suppression des populations basée sur l’IC est connue sous le 

nom de technique des insectes incompatibles (IIT) (Lees et al. 2015). 

La bactérie bloque également la transmission de nombreux agents 

pathogènes humains importants chez les moustiques, notamment le 

Plasmodium et le chikungunya (Bian et al. 2013; Caragata et al.2016; 

Moreira et al. 2009). La lutte contre le paludisme progresse rapidement 
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avec l’application de Wolbachia à travers l'identification d'une infection 

indigène chez Anopheles gambiae et la création de la première trans-

infection stable chez Anopheles stephensi, qui inhibe l'infection par le 

parasite du paludisme humain Plasmodium falciparum  (Caragataet al. 

2016). De plus, une population naturellement infectée de An. funestus et 

de An. gambiae a été découverte respectivement au Sénégal et au Burkina 

Faso (Baldini et al. 2014; Niang et al. 2018). Cette approche pourrait aussi 

être utilisée pour la suppression et/ou le remplacement de la population de 

moustique responsable du paludisme. 

Parmi les nombreux exemples de Wolbachia on peut citer : la compétence 

réduite aux arbovirus pour donner suite à l'invasion durable de Wolbachia 

dans Aedes Aegypti indigène du sud-est du Brésil dans l’agglomération de 

Rio de janero (Gesto et al. 2021), l’envahissement de deux populations 

naturelles d'Aedes Aegypti en Australie, atteignant une quasi-fixation 

quelques mois après la libération de A. Aegypti (Hoffmann et al. 2011). 

Des études de faisabilité pour l’utilisation de l’IIT avec ou sans irradiation 

ont été menées au laboratoire et sur le terrain pour contrôler les populations 

de l’espèce de moustique Ae. albopictus (Calvitti et al. 2010) , Ae. 

polynesiensis (Brelsfoard et al.2009), Cx. pipiens pallens et An. stephensi 

(Chen, Zhu, et Zhang 2013) 

3.3.3. IIT et SIT combinées : Principes et quelques exemples  

La stérilité des mâles relâchés due à la fois à Wolbachia et à une irradiation 

à faible dose est connu sous le nom de : technique combinée d'insectes 

stériles et technique d'insectes incompatibles SIT/IIT (Kittayapong et al. 

2018). Cette combinaison permet de stériliser par irradiation toutes les 

femelles en cas de lâcher accidentel de ces derrières et n'interféreraient 

donc pas avec l'IC induit dans la population (Flores et O’Neill 2018). Cette 

méthode pourrait être efficace sur le terrain en raison de la faible dose 

d'irradiation des mâles (Zhang et al. 2015). 
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Des études ont été menées sur des moustiques Ae.albopictus au laboratoire 

et en milieu semi-terrain  (Zhang et al. 2015; 2016). 
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4. Matériel et méthodes  

4.1. Site d’étude 

L’étude s’est déroulée à l’insectarium du laboratoire de transgénique du 

département d’entomologie médicale du MRTC (Malaria Research and 

Training Center) dans la Faculté de Médecine d’Odontostomatologie (FMOS) 

et de la faculté de pharmacie (FAPH) à l’Université des Sciences,des 

Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB) (voir figure 2). 

  

 

Figure 2 : Laboratoire d’étude. Source : Laboratoire transgénique du 

MRTC 

Le laboratoire transgénique de Target Malaria au Mali est un laboratoire de 

confinement d’arthropode de niveau de sécurité 2 (ACL2), l’un des premiers 

du continent africain destiné à l’élevage des moustiques génétiquement 

modifiés. Il a été bâti grâce à un partenariat entre le MRTC et l’université 

de ‘‘Keele’’ au Royaume-Uni, avec le soutien de la fondation ‘‘Wellcome 

Trust’’. Son inauguration a eu lieu le 3 août 2010.  

Il fut rénové, en 2015, et mis à niveau pour correspondre aux normes ACL2 

dans le cadre d’un autre partenariat cette fois-ci avec Imperial College 

(Angleterre) à travers un projet dénommé « Target Malaria ». Target 

Malaria est un consortium de recherche à but non lucratif qui vise à 
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développer et à partager les technologies génétiques nouvelles, durable et 

économique visant à modifier les moustiques et ainsi réduire la transmission 

du paludisme. 

Le laboratoire comporte un système de double porte non ouvrable 

simultanément. Seuls les personnels autorisés ont accès. Le confinement 

est renforcé par l’installation de rideaux au niveau des portes. Des pièges 

lumineux sont installés dans le laboratoire, l’insectarium, et chacun des 

deux petits vestibules (SAS). Des ventilateurs installés dans chaque SAS 

sont automatiquement mis en marche quand les portes s’ouvrent, 

empêchant les moustiques de s’échapper.     

L’insectarium est composé d’une petite salle consacrée au gorgement, d’une 

autre petite salle pour l’élevage de moustiques locaux non modifiés et d’une 

grande salle consacrée à l’élevage des moustiques génétiquement modifiés. 

Les moustiques non modifiés et modifiés sont donc maintenus dans des 

salles distinctes du laboratoire, mais tous sous les mêmes conditions de 

photo périodicité (12h jour, 12h nuit) de température (25°C ± 2) et 

d’humidité relative (80 % ± 10) (figure 3). 
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Figure 3 : Plan du laboratoire. Source (Laboratoire transgénique de Target 

Malaria au MRTC). 

4.2.  Période et type d’étude 

C’était une étude expérimentale conduite en condition de laboratoire. Elle 

s’est déroulée de janvier 2020 à février 2021.  

4.3. Déroulement des expériences 

Les expériences ont été réalisées à l’insectarium de confinement de 

moustiques de Target Malaria du  MRTC au Mali. Deux souches de 

moustiques anophèles y étaient élevées.  

La  première souche est Anopheles coluzzii, du type local (wild-type). Elle 

provient des sites entomologiques du projet Target Malaria (Ouassorola, et 

Sogolombougou, cercle de Kati, région de Koulikoro). Cette souche a été 

établie en octobre 2013 et maintenue au laboratoire pour les travaux de 

recherche de Target Malaria en utilisant des procédures opérationnelles 

normalisées.  

La seconde souche est une souche transgénique  de An. coluzzii porteuse 

d’une modification génétique confèrent une stérilité aux mâles avec un 
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caractère dominant. Cette souche a été désignée par (Ac(DSM)2) pour 

« Anopheles coluzzii Dominant Sterile Males ». La  lignée Ac(DSM)2 a été 

obtenue par introgression, en croisant des femelles transgéniques An. 

gambiae d’une souche de laboratoire dénommée « G3 » avec des mâles 

locaux du Mali. Cette souche modifiée a été désignée (Ag(DSM)2) pour 

« Anopheles gambiae Dominant Sterile Males ». Le chiffre renvoie au type 

de moustiques modifiés en relation au site d’insertion de la construction 

génétique.  

Cette souche (Ag(DSM)2) fut importée du laboratoire de Target Malaria de 

Terni,  en Italie. La souche de moustiques transgéniques de départ a été  

introduite dans le laboratoire sous forme d’œufs, après l’obtention d’une 

autorisation  d’utilisation (arrêté N°2019 1563/MEADD-SG du 21 juin 2019) 

auprès du Ministère de  l’Environnement, de l’Assainissement et du 

Développement Durable (MEADD) du Mali qui est l’autorité nationale 

compétente pour la réglementation des organismes génétiquement 

modifiés.  

La souche Ac(DSM)2 a été maintenue dans l’insectarium par 

rétrocroisement entre les femelles modifiées et les mâles locaux. Ce 

rétrocroisement (backcross ou BC)  produit d’une part des descendants 

transgéniques (caractérisés par la présence du transgène  et du marqueur 

détectable DsRed qu’il contient) et d’autre part des descendants non 

transgéniques (chez lesquels le marqueur DsRed est absent). Les 

moustiques mâles et femelles transgéniques contiennent tous deux le 

même transgène, mais la stérilité n'est exprimée que dans les gonades des 

moustiques mâles, chez lesquels on anticipe que le sperme n'est pas fertile. 

Ils ont les caractéristiques suivantes : Fluorescence rouge (DsRed) dans les 

tissus nerveux (chez les mâles et les femelles) ; fluorescence verte (GFP = 

Green Florescence protéine) dans les testicules (uniquement chez les 

mâles). Il est attendu que le  sperme soit stérile, comme observé par 

(Windbichler et al., 2008) et (Klein et al., 2012). 
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4.3.1. Détermination de la stérilité sexuelle des mâles 

Ac(DSM)2 

Pour cette étude, la stérilité est définie comme l’incapacité des œufs à éclore 

après leurs avoir mis en éclosion. 

     4.3.1.1. Tri des larves  

Séparation des larves DsRed positives et négatives 

Les larves transgéniques ont été séparées des non transgéniques aux 

troisième et quatrième stades larvaires (L3/L4). Pour cela, les larves ont 

été étalées individuellement dans des puits (8puits) sur une lame de 

microscope (ER-201B-CE24 6mm), en utilisant le moins d’eau possible. 

Elles ont été observées sous la loupe à fluorescence en déterminant la 

présence où l’absence du marqueur DsRed au niveau des yeux (voir figure 

4). A l’aide d’une pipette en plastique, les larves DsRed positives (larves 

ayant la fluorescence rouge au niveau des yeux) ont été triées des 

DsRed négative (larves n’ayant pas de fluorescence rouge). Elles ont alors 

été regroupées en fonction de leur statut (positive ou négative) dans des 

pots qui avaient été étiquetés pour être de nouveau réexaminées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : larve non modifiée (1) et larve modifiée (2). 

Source  (Laboratoire transgénique du MRTC). 
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Réexamen des larves   

Les larves triées ont été réexaminées à la loupe à fluorescence par 

une seconde personne afin d’éviter toute erreur de tri possible, puis 

elles ont été transférées dans les plateaux à l’insectarium afin d’avoir des 

plateaux positifs et négatifs distincts avant le tri des nymphes.  

4.3.1.2. Tri des nymphes   

Séparation des nymphes mâles des femelles   

A l’apparition des nymphes, elles ont été collectées, puis triées par 

sexe sous une loupe binoculaire. Transférées par lot, environ une trentaine 

était placée dans une boite de Pétri contenant une petite quantité d’eau. Un 

pinceau à bout fin servait à faire bouger délicatement chaque nymphe pour 

regarder la partie terminale de l’abdomen afin d’identifier le sexe (figure 

5).  

 Les nymphes triées ont été transférées dans les pots de la manière 

suivante : mâles positifs, femelles positives, mâles négatifs et femelles 

négatives. Elles ont ensuite été réexaminées pour confirmation.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : nymphe femelle (1) et nymphe mâle (2) 

Source (Laboratoire transgénique de Target Malaria au MRTC) 

Réexamen des nymphes  

Comme pour le tri des larves, les nymphes ont été réexaminées par une 

seconde personne afin de s’assurer qu’aucune nymphe mâle par exemple 

n’était dans le lot des femelles. Elles ont ensuite été placées dans les 

cages pour l’émergence.  
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Emergence des nymphes   

Trois cages « Bugdorm » de 30x30x30 cm ont été établies. Dans chacune 

de ces cages, les pots de nymphes mâles négatifs ; femelles 

négatives et mâles positifs ont été introduits.   

Chaque jour pendant la période d'émergence, les adultes ont été 

vérifiés visuellement afin de s'assurer qu'aucun mâle ou 

femelle n’était dans la mauvaise cage. Les pots ont été retirés 48h 

après émergence afin d’établir les cages d’expérience.  

4.3.1.3. Etablissement des cages d’expériences pour la 

détermination de la stérilité   

Les adultes âgés de trois à cinq jours ont été transférés dans deux nouvelles 

cages Bugdorm de 30x30x30 cm. La première était la cage témoin et la 

seconde la cage expérimentale.   

La cage témoin contenait cinquante (50) femelles négatives et cinquante 

(50) mâles négatifs. La cage expérimentale contenait 304 femelles 

positives et 152 mâles positifs. Les deux cages ont été maintenues à 

l’insectarium 

Maintien des adultes  

Pour le maintien des moustiques adultes, un repas de jus sucré au 

saccharose à 10 % plus 0,1% de méthyl parabène (méthyl 4-

hydroxybenzoate) dans un tube Falcon® dont la fermeture comporte un 

tissu à maille très serrer était suspendu dans les cages. Les adultes se 

nourrissaient à travers ce tissu. Le jus a été fourni pendant trois jours 

avant le gorgement afin d'obtenir une bonne probabilité d'accouplement 

avant la mise en ponte.  

Mise en ponte 

Le cycle gonotrophique (temps nécessaire à la digestion du sang et à la 

maturation des œufs) a pris deux jours. Un pondoir constitué d’un papier 

buvard humecté d’eau de robinet et déposé dans une boîte de Pétri en 

prenant soin de placer un chiffon imbibé d’eau sous le papier buvard afin 

d’éviter son desséchement rapide a été introduit dans les cages 48h après 
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le gorgement. A la suite de ces travaux, les pondoirs contenant les œufs 

ont été retirés.  

4.3.1.4. Retrait et lavage des œufs  

Le jour suivant la mise en ponte, les pondoirs ont été retirés des cages. Les 

adultes morts ont été éliminés des pondoirs à l’aide d’une pince. Les œufs 

ont été photographiés afin d’en déterminer le nombre à l’aide du logiciel 

‘‘Egg Counter V1.0’’. Ils ont ensuite été lavés à l’eau chloré à 1%. Pour cela, 

un disque de papier filtre (papier Wattman®) est placé en position centrale 

au sommet du système de filtrage et humecté en appuyant légèrement 

dessus pour qu’il se colle aux rebords et forme un joint hermétique. La 

pompe est mise en marche. Les œufs se trouvant sur le papier filtre du 

pondoir sont lavés lentement pour les déposer au centre du papier filtre afin 

d’éviter que les œufs ne s’échappent de part et d’autre du creux. Une fois 

tous les œufs lavés, la pompe est arrêtée et le papier filtre est légèrement 

soulevé pour supprimer la pression. Le creux est rempli soigneusement avec 

une solution chlorée à 1%. Trente secondes pompe est ensuite arrêtée, le 

creux rempli d’eau, puis elle (la pompe) est de nouveau mise en marche. 

Cette dernière étape est répétée une seconde fois. Les œufs sur le papier 

sont transférés dans des plateaux distincts (plateaux expérimentaux et 

plateaux témoins) contenant 500ml d’eau de robinet et gardés à 

l’insectarium pour la détermination du taux d’éclosion. 

4.3.1.5. Détermination du taux d’éclosion 

Après la mise en éclosion, les plateaux ont été inspectés et suivis d’un à 

sept jours pour la détection des larves de stade 1. Un échantillon de 200 

œufs a été prélevé afin de déterminer le taux d’éclosion. 

4.3.2. Détermination de la compétitivité pour l’accouplement 

des mâles Ac(DSM)2   

Dans le cadre de cette étude, la compétitivité pour l’accouplement est 

l’expression du taux d’accouplement des mâles transgéniques, en présence 

des mâles non transgéniques du même âge.  
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4.3.2.1. Tri des larves  

Les larves transgéniques ont été triées des non transgéniques comme décrit 

dans la section Stérilité 4.3.1.1. A la différence du tri des larves pour la 

stérilité, celles triées pour la compétitivité n’ont pas été réexaminées. Les 

larves ont été élevées séparément jusqu’à l’apparition des nymphes. 

4.3.2.2. Tri des nymphes 

Les nymphes ont été triées comme décrit à la section Stérilité 4.3.1.2 

ensuite les pots contenant les nymphes ont été introduits dans les cages 

pour l’émergence. 

4.3.2.3. Emergences des adultes 

Trois (3) cages Bugdorm de 30 x 30 cm, ont été établies. Elles contenaient 

respectivement les pots de nymphes étiquetés comme suit : mâles 

POSITIFS, mâles NÉGATIFS et femelles locaux (wild-type). Chaque jour, 

pendant la période d'émergence, les adultes ont été vérifiés visuellement 

afin de s'assurer qu'aucun mâle ou femelle ne se trouve dans les  cages non 

indiquées avant l’évaluation de la compétitivité.  

4.3.2.4. Détermination de la compétitivité pour 

l’accouplement des mâles Ac(DSM)2 

Les moustiques adultes âgés de trois (3) jours ont été aspirés de la cage 

d’émergence et transférés dans trois (3) grandes cages Bugdorm (modèle 

E6100) de dimension 45x45x45cm. A l’intérieur de chaque cage était placé 

un papier de format A4 imprimé en noir qui servait de marqueur pour 

l’accouplement. Chaque cage contenait 50 mâles négatifs + 50 mâles 

positifs et 100 femelles de type local.  

Maintien des adultes 

Les adultes ont été maintenus comme décrit dans la section stérilité 4.3.1.3 

pendant cinq (5) jours. Les adultes vivants ont ensuite été retirés des cages. 

  



Stérilité, Compétitivité pour l’accouplement et Longévité d’une souche mâle stérile de An. coluzzii génétiquement modifiée au Mali 

Thèse de pharmacie - 2022 Yahaya KEITA 32 

Retraits des adultes 

Tous les moustiques vivants des différentes cages ont été retirés à l'aide 

d'un aspirateur à bouche. Ils ont ensuite été placés dans des pots différents 

bien étiquetés. Du coton imbibé de jus sucré à 10% était déposé sur chaque 

pot. Le nombre de femelles et de mâles vivants présents dans chaque cage 

a été dénombré puis noté afin d’être examiné. 

Examen des mâles  

Les mâles ont été examinés afin de déterminer les effectifs de transgéniques 

et de non-transgéniques. Pour cela, ils ont été placés au congélateur à -

20°C pendant 30 secondes puis maintenus sur de la glace afin d’être 

anesthésiés. L’observation à la loupe à fluorescence a permis d’identifier et 

de dénombrer les individus porteurs du marqueur DsRed au niveau des 

yeux. Parallèlement, les femelles aussi ont été examinées.  

Examen des femelles pour insémination 

Les femelles vivantes ont été disséquées afin d’extraire leurs 

spermathèques. Ces dernières ont ensuite été examinées durant deux jours 

successifs sur un microscope de type EVOS FL. L’observation consistait à 

regarder dans un premier temps la présence des spermatozoïdes à l’objectif 

4X sous la lumière blanche du microscope. Dans un second temps, à 

regarder la fluorescence avec le réglage GFP chez les spermatozoïdes 

obtenus.  

4.3.3. Détermination de la longévité des moustiques 

génétiquement modifiés Ac(DSM)2  

La longévité d’un moustique est le nombre de jours qui séparent la date 

d’émergence de l’imago de la date de sa mort. Nous l’avons déterminé de 

la date de croissement des adultes (trois jours après émergence des 

nymphes) jusqu’à six (6) semaines. Cette expérience a été effectué en trois 

réplicas. 

4.3.3.1. Tri des larves 

Le tri a été effectué comme décrit à la partie compétitivité 4.3.2.1. Les 

larves ont été élevées séparément jusqu’à l’apparition des nymphes. 
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4.3.3.2. Tri des nymphes 

Le tri des nymphes a été effectué comme décrit dans la section compétitivité 

4.3.2.2 à l’exception qu’elles n’ont pas été réexaminées. Ensuite les pots 

contenant les nymphes ont été introduits dans les cages pour l’émergence. 

4.3.3.3. Emergence des adultes 

Les nymphes collectées ont été placées dans quatre (4) cages. La première 

contenait les mâles positifs, la seconde les femelles négatives, la troisième 

les femelles positives et la quatrième les mâles négatifs. Les adultes 

émergés ont été utilisés pour la mise en place des cages de suivi de 

longévité. 

4.3.3.4. Détermination de la longévité    

Trois jours après l’émergence des adultes, douze (12) nouvelles cages ont 

été établies afin d’avoir toutes les combinaisons possibles (voir tableau 1). 
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Tableau 1 : Types et réplicas des croisements effectués pour la 
détermination de la longévité de moustiques modifiés et non modifiés 

  

Nombre de réplica Type de croisement Nombre de moustiques 

Réplica 1 Négatifs mâles 30 

Négatifs femelles 30 

Réplica 2 Négatifs mâles 30 

Négatifs femelles 30 

Réplica 3 Négatifs mâles 30 

Négatifs femelles 30 

Réplica 1 Négatifs mâles 30 

Positives femelles 30 

Réplica 2 Négatifs mâles 30 

Positives femelles 30 

Réplica 3 Négatifs mâles 30 

Positives femelles 30 

Réplica 1 Positifs mâles 30 

Positives femelles 30 

Réplica 2 Positifs mâles 30 

Positives femelles 30 

Réplica 3 Positifs mâles 30 

Positives femelles 30 

Réplica 1 Positifs mâles 30 

Négatives femelles 30 

Réplica 2 Positifs mâles 30 

Négatives femelles 30 

Réplica 3 Positifs mâles 30 

Négatives femelles 30 
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Maintien des adultes 

Les moustiques adultes ont été maintenus comme décrit à la section 

Stérilité 4.3.1.3 tout au long de l’expérience. Les jus des cages étaient 

changés une fois par semaine. A la suite de cela les adultes morts étaient 

retirés et identifiés par sexe quotidiennement.  

Retrait et identification par sexe des adultes morts 

A compter du jour suivant le croisement des adultes, les moustiques adultes 

morts ont été retirés des cages et identifiés par sexe, quotidiennement 

pendant six (06) semaines. A la suite de cela, le jus sucré était retiré des 

cages.  

4.4. Saisie et analyse des données 

4.4.1. Stérilité 

Les données ont été collectées dans le registre du laboratoire, saisies et 

analysées à l’aide de Microsoft Excel 2010. Les données collectées étaient 

constituées des paramètres suivants : le nombre total d’œufs pondus, le 

nombre de larves écloses et le taux d’éclosion des œufs. 

4.4.2. Compétitivité 

Les données ont été collectées sur les fiches préetablies, saisies dans 

Microsoft Excel 2016. Le nombre moyen de moustiques femelles survivant 

à la fin de l’expérience ont été calculés avec Microsoft Excel 2016. Les taux 

de survie des mâles DSM par rapport aux moustiques locaux en cages 

d’accouplement ont été évalués par test-t bilatéral apparié exploitant la 

fonction d’Analyse des données d’Excel. 

L’indicateur statistique de compétitivité, « C » (Fried, 1971), correspond au 

rapport entre le nombre de spermathèques contenant du sperme normal et 

celui contenant du sperme fluorescent tel qu’indiqué par la formule ci-

dessous. 

1 

C=
nombre avec sperme GFP

nombre avec sperme naturel
x
nombre de mâles positifs

nombre de male negatifs
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4.4.3. Longévité 

Les estimations de Kaplan-Meier pour la durée de vie (survie) moyenne et 

le temps létal 50 % (TL 50) ont été effectuées pour créer et analyser des 

courbes de survie en utilisant des données censurées (0 = mort observée, 

1 = toujours en vie à la fin de l’expérience). 

Un modèle linéaire généralisé à effets mixtes a été utilisé pour évaluer la 

durée de vie moyenne (calculée à l’aide des courbes de survie de Kaplan-

Meier). Le sexe et le statut transgénique en constituaient les facteurs fixes 

et le réplica expérimental le facteur à effet aléatoire. Toutes les analyses 

statistiques ont été réalisées avec divers programmes du logiciel JMP v15.2. 
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RESULTATS 
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5. Résultats 

5.1. Stérilité 

Sur 10 697 œufs collectés dans la cage expérimentale, aucune larve n'a été 

retrouvée après sept jours. En revanche, après 24 heures déjà, 72% 

(89/146) des œufs ont éclos dans les plateaux témoins qui contenaient         

1 119 œufs (Figure 6). 

                                                       

  

 

 

 

 

    

Figure 6 : Nombre d’œufs et taux d’éclosion observés 

5.2. Compétitivité 

Un taux d’accouplement moyen de 65,4 % (SEM = 1,9 %, n = 3) a été 

observé chez les femelles  survivantes qui ont pu être disséquées (Tableau 

2). Parmi les femelles inséminées, 15,4 % (SEM = 2,3, n = 3) s’étaient 

accouplées avec des mâles DSM et 84,6 % (SEM = 2,3, n = 3) avec des 

mâles locaux. Aucun accouplement mixte n’a été observé. L’indice de 

compétitivité de Fried calculé pour les mâles transgéniques DSM POSITIFS 

était de 0,18 (tableau 2). 
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Tableau 2 : Synthèse de la dissection, évaluation du statut d’accouplement 
et l ’ indice « C » de compétitivité 
 

Réplica Nombres de 

femelles 

disséquées 

% de 

femelles 

accouplées 

% de 

femelles 

accouplées 

avec un mâle 

transgénique  

% de 

femelles 

accouplées 

avec un mâle 

non 

transgénique 

Indice 

« C » 

de 

Fried 

1 70 64,3% 

(45/70) 

20%  

(09/45) 

80,0% 

(36/45) 

0,25 

2 42 69,0% 

(29/42) 

13,8% 

(04/29) 

86,2% 

(25/29) 

0,16 

3 89 62,9% 

(56/89) 

12,5% 

(07/56) 

87,5% 

(49/56) 

0,14 

Moyenne 67,0 65,4% 15,4% 84,6% 0,18 

SEM 13,7 1,9% 2,3% 2,3% 0,03% 

 

5.3. Longévité 

Il est apparu que le sexe influait de façon très significative sur la longévité 

et que les femelles vivent plus longtemps que les mâles (moyenne des 

moindres carrés (MMC) : Femelles = 23,1 ; mâles = 15,1 ; p<0,001 ; t = 

10,98 ; ddl = 64). Également, le statut transgénique influait de façon 

significative sur la longévité, avec une longévité des moustiques non 

transgéniques supérieur à celle des moustiques transgéniques de même 

âge (MMC : moustiques non transgéniques = 18,8 ; moustiques 

transgéniques = 18,4 ; p = 0,049 ; t =2,00 ; ddl = 64). Il n’y avait pas 
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d’interaction entre le sexe et le statut transgénique (p = 0,6 ; t = -0,53 ; 

ddl = 64). 

Les durées moyennes de vie ont été évaluées dans le tableau suivant 

(tableau 3). 

Tableau 3 : Récapitulatif des durées de vie moyennes et des TL50 calculés 

à partir des analyses de survie de Kaplan-Meier 

Sexe Statut 

transgénique 

Durée de 

vie 

moyenne 

en jours 

En cage 

avec 

Durée de 

vie 

moyenne 

en jours 

TL 50 en 

jours 

Femelles Neg (c) 23,6 (4,0) Neg (♂) 26,0 (2,8) 27,8 

Pos (♂) 21,3 (3,7) 23,3 

Pos (♀) 22,6 (2,6) Neg (♂) 23,6 (1,9) 23,7 

Pos (♂) 21,5 (2,8) 22,6 

Mâles Neg (♂) 16,0 (2,3) Neg (♀) 16,5 (2,7) 15,6 

Pos (♀) 15,6 (1,7) 17,3 

Pos (♂) 14,2 (3,0) Neg (♀) 12,9 (3,0) 11,8 

Pos (♀) 15,5 (2,5) 14,4 
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L’évaluation de la courbe de survie de Kaplan Meier a été faite dans la figure 

ci-dessous (figure 7). 

NB : Neg = Négatif ; Pos = Positif;  

        ♂ = mâle ; ♀ = femelle 

 

Figure 7 : Courbes de survie de Kaplan-Meier pour les mâles et les 

femelles positifs et négatifs 
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COMMENTAIRES ET 

DISCUSSION  
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6. Commentaires et discussion 

6.1. Stérilité 

Cette étude a montré qu’après une observation de sept jours, aucun œuf 

issu du plateau expérimental n’a éclos. Contrairement au plateau témoin où 

il y a eu 72% de taux d’éclosion en 24 heures. Ce qui signifie que les mâles 

transgéniques (DSM) sont stériles.  

Cette étude est comparable à celle de Windbichler et al. 2008 ; Klein et al. 

2012 qui ont trouvé une stérilité absolue conférée aux mâles DSM modifiés 

de Anopheles gambiae établis dans un patrimoine génétique de « G3 ». 

Les résultats de cette étude sont supérieurs à ceux de Munhenga et al. 2016 

qui ont utilisés des mâles de Anopheles arabiensis modifiés par irradiation 

avec 73% de stérilité induite, supérieure à ceux de Yamada et al. 2014 qui 

ont utilisé des moustiques Anopheles arabiensis modifié par irradiation tirés 

par la dieldrine avec 81,3% de stérilité induite.  

Ils (les résultats de cette études) sont supérieure aussi à celle de Andreasen 

et Curtis 2005 avec une stérilité de 99,3% pour les adultes et 99,45% 

lorsque les nymphes de Anopheles gambiae sont irradiées à 120 Gy. 

Ces différences pourraient s’expliquer par les techniques de modifications 

des mâles et aussi par l’utilisation de la dieldrine, un insecticide 

organochloré. 

6.2. Compétitivité pour l’accouplement 

Il ressort de cette étude que 15,4% des femelles s’étaient accouplées avec 

des mâles transgéniques (DSM) avec un nombre égal de mâles 

transgénique et non transgénique. L’indice C de Fried obtenu qui a été de 

0,18 est considérablement inférieur à 1 attendu pour une compétitivité pour 

l’accouplement entre les mâles transgéniques et non transgéniques. Ce 

résultat montre une compétitivité d’accouplement pour les mâles 

transgéniques réduite par rapport aux mâles non transgéniques.  
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Ces résultats sont comparables à ceux de Facchinelli et al. 2015, Munhenga 

et al. 2016 et Yamada et al. 2014 qui ont trouvé respectivement des indices 

de Fried de 0,1 ; 0,1 et 0,205 avec les mâles de Anopheles arabiensis 

modifiés. 

Ces résultats sont inférieurs à ceux de Windbichler et al. 2008 et Klein et 

al. 2012 qui ont trouvé respectivement des indices de Fried de 0,33 et 0,71 

en utilisant une souche de moustiques génétiquement modifiés mâles 

stériles dominants (DSM) de Anopheles gambiae établis dans un patrimoine 

génétique de « G3 ». 

Cette différence pourrait être expliquée par le temps d’adaptation de la 

souche « G3 » aux conditions de l’insectarium car la souche est connue 

avoir fait plus de 40 ans au laboratoire alors que la souche locale du Mali a 

été établie en 2013 (Ekechukwu et al. 2015).    

Les résultats sont aussi inférieurs à ceux de Maïga et al. 2014 qui ont obtenu 

un indice de Fried C = 0,53 en utilisant les moustiques Anopheles coluzzii 

partiellement stérilisé par irradiation à 90 Gy.  

Cette différence pourrait s’expliquer par la technique de modification 

utilisées pour stériliser les moustiques. 

Statistiquement, ceci n'est pas significativement différent de 50 % des 

accouplements attendus avec des mâles RIDL si ces derniers étaient aussi 

compétitifs que ceux des mâles de type sauvage. Cela montre que A. 

Aegypti RIDL-513A a une excellente compétitivité d'accouplement dans des 

conditions de semi-terrain, vérifiant les tendances antérieures obtenues 

dans de petites cages de laboratoire. Nous avons également observé une 

compatibilité d'accouplement élevée entre les mâles RIDL mexicains 

récemment colonisés et les femelles malaisiennes de type sauvage élevées 

en laboratoire. 
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6.3 Longévité 

Dans cette étude, il n’y a pas eu d’interaction significative entre le sexe et 

le statut transgénique (p= 0,600 ; t= -0,53 ; ddl= 64). En revanche, il est 

apparu que le sexe a un effet très significatif sur la longévité et que les 

femelles vivaient plus longtemps que les mâles (MMC : femelles= 23,1 ; 

mâles= 15,1 ; p<0,001 ; t= 10,98 ; ddl= 64). Le statut transgénique 

influait également de façon significative sur la longévité, avec une durée de 

vie plus longue pour les moustiques non transgéniques par rapport aux 

transgéniques de même sexe (MMC : moustiques non transgéniques = 

18,8 ; moustiques transgéniques = 18,4 ; p= 0,049 ; t= 2,000 ; ddl= 64). 

Les résultats de cette étude sont supérieurs à ceux de (McArthur et al.2014) 

qui ont obtenu une longévité moyenne des femelles adultes de 34,32 jours 

d’une souche ayant hérité du transgène via le parent paternel et 30,37 jours 

d’une souche ayant hérité du transgène via le parent maternel. Quant aux 

mâles, ils ont obtenu une longévité moyenne de 33,16 jours pour la souche 

ayant hérité du transgène via le parent paternel et 26,24 jours pour la 

souche ayant hérité du transgène via le parent maternel.  Ces résultats ont 

été obtenue en utilisant une souche transgénique de Anopheles gambiae 

exprimant le peptide Vida3 dans l'intestin de la femelle après un repas de 

sang, qui présentait une protection significative contre les parasites du 

paludisme. 

Cette longévité réduite chez les moustiques modifiés pourrait s’expliquer 

par le poids du transgène. 

Ces résultats sont aussi supérieurs à ceux de Ickowicz et al. 2021 qui ont 

obtenu une longévité de 10 jours au maximum sur le terrain en utilisant 

des moustiques Anopheles coluzzii. Cette différence pourrait s’expliquer par 

le lâcher des moustiques sur le terrain car les moustiques sont soumis à 

divers paramètres tels que la température, l’humidité, le vent, les 

prédateurs. 
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Ces résultats étaient différents de ceux obtenus par Bargielowski et al. 2011 

qui ont trouvé une longévité moyenne de 24 jours quel qu’en soit le sexe 

avec une souche génétiquement modifiée de Aedes Aegypti portant un 

système de rétroaction positive létale répressible à la tétracycline 

(OX513A). Les moustiques non modifiés vivaient environ 4 jours de plus 

que les transgéniques OX513A.  

Cette différence pourrait s’expliquer par la technique de modification ainsi 

que l’espèce de moustique utilisée.  
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7. Conclusion et recommandations 

7.1. Conclusion 

La souche introgressée du Mali a été aussi stérile que la souche importée 

d’Italie. Aucune éclosion des œufs n’a été observée après une semaine 

d’observation. 

Les mâles modifiés ont été moins compétitifs pour l’accouplement que les 

mâles non modifiés. L’indice Fried de C obtenue pour les mâles stériles de 

la souche Ac(DSM)2 était considérablement inférieur à un score de 1 

attendu. 

Les moustiques modifiés avaient une longévité relativement réduite 

comparée à celle des moustiques non modifiés. 

7.2. Recommandations 

A la fin de notre étude et vu nos résultats, nous recommandons aux 

structures de recherches : 

➢ D’approfondir les recherches afin de rendre le mâle modifié aussi ou 

plus compétitif et qu’il puisse vivre aussi ou plus longtemps que le 

mâle non modifié. 

➢ Aux partenaires techniques et financiers de continuer à financer 

davantage la recherche sur les nouveaux outils de lutte antivectorielle 

contre le paludisme. 

7.3 Limite 

L’étude sur la stérilité sexuelle des mâles a été réalisée sur 304 femelles. Il 

serait intéressant d’augmenter davantage la taille d’échantillon pour le 

futur.   

L’étude sur la compétitivité sexuelle des males a été réalisée une seule fois. 

Il serait important d’augmenter la taille de l’échantillon en répétant 

l’expérience trois fois au moins. 

Quant à l’étude sur la longévité, le jus sucré a été retiré des cages après 

six semaines mettant de fin de façon volontaire à l’expérience. Il serait 

également bien de suivre les moustiques jusqu’au dernier jour de retrait du 

dernier moustique. 
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9. Annexes 

 9.1. Maintien de la colonie de moustique mâle stérile 

génétiquement modifié  

Le maintien de la souche mâle stérile génétiquement modifié se fait en 

développement synchrone avec la colonie locale (wild-type) par 

rétrocroisement augmentant ainsi les chances d’accouplement réussi et la 

transmission du transgène présent dans les souches Ac(DSM)2.  

Au stade 3 et ou 4, les larves transgéniques sont triées. Pour cela, les larves 

sont étalées individuellement dans des puits (8puits) sur une lame de 

microscope (ER-201B-CE24 6mm), en utilisant le moins d’eau possible. 

Elles sont observées sous la loupe à fluorescence en déterminant la 

présence où l’absence du marqueur DsRed au niveau des yeux. A l’aide 

d’une pipette en plastique, les larves portant le marqueur DsRed 

positifs (larves ayant la fluorescence rouge au niveau des 

yeux) sont triées des DsRed négatives (larves n’ayant pas de fluorescence 

rouge). Elles sont ensuite regroupées en fonction de leur statut modifiées 

ou non modifiées.   

A l’apparition des nymphes, elles sont collectées, puis triées par sexe sous 

une loupe binoculaire. Elles sont ensuite transférées par lot dans une boite 

de Pétri contenant une petite quantité d’eau. Un pinceau à bout fin servira 

à faire bouger délicatement chaque nymphe pour regarder la partie 

terminale de l’abdomen afin d’identifier le sexe.  

Pour l’établissement de la cage de maintenance, les nymphes femelles sont 

croisées avec les nymphes mâles de la colonie locale (wild type).    

9.2. Processus du gorgement des cages pour la détermination de 

la stérilité sexuelle des mâles Ac(DSM)2   

Après émergence des adultes, à l’aide d’un appareil de gorgement de type 

« Hemotek Membrane Feeding System » (Hemotek Ltd), les moustiques 

âgés d’au moins trois jours sont gorgés. L'appareil d'alimentation est 

composé de six plaques (6) d'aluminium à laquelle une membrane de 

collagène (Parafilm) est fixée et remplie de sang maintenu chaud par un 

élément chauffant électrique. Les moustiques sont au préalable mis à jeun 

pendant quatre (4-8) heures et gorgé durant 30-60 minutes.  

A la fin du gorgement, les disques du feeder contenant le sang sont retirés, 

nettoyés et lavés à l’eau de robinet. Les disques sont ensuite trempés dans 

une solution d’eau javellisée à 1% pendant 30 minutes afin d’être 
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désinfecté. Afin d’enlever les résidus de chlore, les disques sont lavés une 

seconde fois à l’eau de robinet et gardés pour une prochaine utilisation.  
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