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Résumé

Dans le cadre d’une étude générale sur la résistance des vecteurs du paludisme aux
insecticides, deux populations d’Anopheles gambiae s.s TOLA et KOU Fp récoltées
respectivement a8 Bouaké en Cote d’Ivoire et a la Vallée du Kou au Burkina-Faso, ont été
trouvées naturellement résistantes a la perméthrine.

Nous avons alors procédé sur ces deux souches a une sélection en laboratoire avec de la
perméthrine, pour noter I’évolution de cette résistance a cet insecticide, mais aussi a trois
autres pyréthrinoides de synthése (deltaméthrine, lambda-cyhalothrine et cyfluthrine), a un
pseudo-pyréthrinoide (étofenprox) et au DDT.

1 Institut Pierre Richet, OCCGE, BP1500, Bouaké, Céte d’Ivoire.

2 ORSTOM/LIN, Centre collaborateur OMS pour la lutte contre les vecteurs, Montpellier, France.
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Une série de tests de sensibilité régulierement réalisés avec la perméthrine a 0,25% et 2,5%, la
deltaméthrine a 0,025% et le DDT a 4% sur des adultes femelles de ces deux souches ont
montré que, l'effet Knock down (KD) et la mortalité diminuaient considérablement au fur et &
mesure des sélections.

Un test de résistance croisée effectué¢ sur KOU F, avec la perméthrine a 1% et 2,5%, la
deltaméthrine a 0,05%, la lambda-cyhalothrine a 0,1%, la cyfluthrine 4 0,05% et I’étofenprox
a 0,25% a révelé que cette souche sélectionnée développait une résistance a I’ensemble de ces
insecticides.

Nous avons aussi observé que la résistance des adultes des souches TOLA et de KOU
sélectionnées a la perméthrine, s’accompagnait d’une plus forte résistance de leurs larves a cet
insecticide.

1. Introduction

Durant les années 1950 a 1960, les campagnes de lutte contre les vecteurs du paludisme en
Afrique ont employé du DDT mais cet organochloré fut rapidement remplacé par un
cyclodiene moins répulsif : la dieldrine. En 1960, quand les traitements intradomiciliaires au
DDT furent stoppés dans la zone pilote de Bobo-Dioulasso (Burkina-Faso), il n'existait encore
pas de résistance d'4n. gambiae a cet insecticide (Hamon et al., 1968) mais les résistances a la
dieldrine commengaient a étre notées (Hamon et al., 1957).

Dans les années 1965 a 1970, la culture du coton prit un essor considérable en Afrique de
I’Ouest en s'étendant a de vastes régions soudano-guinéennes et notamment en Cote d’Ivoire
(Madhavi, 1997). Ces cultures ont nécessité l'emploi de grandes quantités de DDT et les
traitements insecticides, plus ou moins intensifs selon la densité des ravageurs, ont entrainé
'apparition de populations d'An. gambiae résistantes, dont les larves et les adultes
proliféraient au sein méme et a la proximité de ces zones cotonniéres (Mouchet, 1988).

Dans les années 1980, les organochlorés furent progressivement remplacés par les
pyréthrinoides de synthése plus efficaces mais aussi plus sélectifs a I'égard de la faune non
cible (Carle, 1985). De nouveau les grandes quantités de pyréthrinoides déversées sur le coton
ont favorisé l'apparition de souches d'An. gambiae résistantes a la perméthrine (Elissa et al.,
1993).

Les pyréthrinoides sont depuis ces quinze derniéres années les insecticides les plus utilisés
pour les imprégnations de moustiquaires (Carnevale et al., 1992 ; Lindsay et al., 1993 ; Guillet
et al., 1996) et les aspersions intradomiciliaires des maisons (Nguyen et al, 1991). Devant
I’importance que prend cette famille d’insecticides en santé publique, une étude a été mence
en laboratoire pour savoir s’il était possible, par le biais de sélections a la perméthrine,
d’accroitre les niveaux de résistance de deux souches d’4n. gambiae a cet insecticide. Nous
avons également chercher a savoir si I’impact de ces seules sélections a la perméthrine
favorisait 1’apparition d’un spectre de résistance croisée avec le DDT, trois autres
pyréthrinoides de synthése, la deltaméthrine, la lambda-cyhalothrine et la cyfluthrine ainsi que
d’un pseudo-pyréthrinoide : I’étofenprox.
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2. Matériel et Méthodes
2.1. Récolte et élevage des souches TOLA et KOU F¢

Des larves de deux souches d’An. gambiae ont été récoltées en 1994 pour TOLA Fy et en
1995 pour KOU F, dans des casiers rizicoles. La souche TOLA Fq est originaire d’une zone
urbaine pourvue de bas fond aménagés en riziére dans Ia ville de Bouaké en Cote d’Ivoire. La
souche KOU Fq a été récoltée en zone rurale, dans un périmétre rizicole qui se situe a une
trentaine de kilometres au nord de Bobo-Dioulasso au Burkina-Faso. Ces deux souches ont été
mises en élevage selon les mémes modalités que la souche sensible KISUMU originaire du
Kenya.

2.2. Technique d’imprégnation des papiers

Tous les papiers imprégnés ont été préparés a notre laboratoire selon un protocole standardisé.
L’imprégnation de papiers a la dose diagnostique de 0,25% de perméthrine nécessite la préparation
d’une solution acétonique a 1,246 grammes de matiére active par litre. Il faut mélanger dans un
flacon, 13 ml de cette solution acétonique avec 7 ml de silicone fluide Dow Corning 556 d'une

2 2
densité de 0,98 a 25°C. Des rectangles de papiers filtre Watmann 90g/m de 180 cm (12cm x
15cm) sont imprégnés a l'aide de 2ml du mélange acétone-silicone. Le pipetage de 2 ml de la

solution insecticide permet d’imprégner le papier a la dose de 0,25% soit 0,091g m.a. /m . Apres 24
heures de séchage a I’air libre, les papiers sont emballés individuellement dans du papier aluminium
puis conservés dans un réfrigérateur.

Pour I’imprégnation de papiers a des doses différentes de 0,25%, la concentration en maticre
active par litre d’acétone est recalculée en fonction de la dose a déposer sur le papier.

2.3. Modalités de sélection des adultes a la perméthrine
La sélection des adultes est effectuée a chaque génération.

Les femelles d’An. gambiae agées de 5 a 7 jours sont nourries sur cobaye 48 et 24 heures
avant la sélection.

La sélection est faite avec des cylindres test OMS classique, par contact d’une heure des
adultes males et des femelles gorgées, avec des papiers imprégnés de perméthrine.
Immédiatement apres 1’épreuve, les adultes survivants sont remis en élevage.

Au cours des générations (F) successives des anophéles, les adultes ont été soumis a des
doses croissantes de perméthrine pour sélectionner les adultes résistants.
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TOLA Fy: sélectiona 0,1g m.a./m2 KOU Fy: sélection a 0,8g m.al./rn2
TOLA F;: 0,1g m.a/m’ KOU F;: 0,82 m.a/m’

TOLA Fy: 0,2¢ m.a/m_ KOU F, 4 Fg: 1,2¢ m.a/m
TOLA F; & Fs: 0,4g m.a/m KOU Fo & Fag: 1,6g m.a/m_
TOLA Fg 4 Fy3: 0,8g m.a/m KOU Fas: 2,0g m.a/m’

TOLA F144 Fig: 1,2g ma/m’ KOU Fag 4 F33: 2,5¢ m.a./m

2
TOLA Fy17aF>7: 1,6g m.a./m

2.4.Modalités d’évaluation des niveaux de sensibilité des souches TOLA et KOU
sélectionnées

Pour les deux souches d’An. gambiae sélectionnées, les tests de sensibilité ont été faits
régulicrement sur les aduites et sur les larves pour préciser 1’évolution de la résistance de ces
anopheles au fur et 4 mesure des générations. Leur sensibilité a été comparée a leurs souches
d’origine TOLA et KOU Fy et a la souche de référence sensible KISUMU.

2.4.1. Tests sur les adultes

Les tests ont été effectués dans des cylindres-test OMS avec des papiers témoins et des
papiers imprégnés a plusieurs concentrations d’insecticides :

e perméthrine 25/75 aux corzlcentrations de 0,25% (0,091g m.a. /mz), de 1% (0,364g m.a. /mz)
etde 2,5% (0,91gm.a. /m ) ;

e deltaméthrine a 0,025% (0,0091g m.a. /mz) et 2de 0,05% (0,0182g m.a. /mz) ;

e lambda-cyhalothrine a 0,1% (0,0364g m.a. /m ) ;

o cyfluthrine 4 0,05% (0,0182g m.a. /m’) ;

 étofenprox a 0,25% (0.091g maa /m’) ;

e DDT 44% (1,456g m.a. /m’)

Ces concentrations correspondent aux doses diagnostiques préconisées par 1'OMS,
exceptions faites des concentrations de 0,05% de deltaméthrine et de 2,5% de perméthrine qui
représentent respectivement 2 et 10 fois les doses diagnostiques de ces insecticides. Ces
dernicres se sont en effet révélées insuffisantes pour déterminer 1’augmentation de résistance
des deux souches sélectionnées et il nous a fallu accroitre les concentrations de ces produits.

Pour les témoins, et pour chaque concentration insecticide, de trois a cing cylindres-test
comprenant chacun 20 femelles d’4n. gambiae ont été utilisés. Les moustiques sont restés en
contact avec les papiers imprégnés pendant une heure. Il est relevé le nombre de femelles
knocked down a 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 et 60 minutes. A 60 minutes les moustiques ont €té
remis dans les cylindres d’observation mais la lecture des moustiques knocked down s’est
poursuivie jusqu’a 90 minutes. Le test terminé, un tampon d’eau miellée a été placé sur le
cylindre et la lecture de la mortalité a été effectuée aprés 24 heures. Le temps de KD 95 (95%
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cylindre et la lecture de la mortalité a été effectuée aprés 24 heures. Le temps de KD 95 (95%
de moustiques knocked down) de chaque souche a été déterminé a l'aide d'un logiciel
d’analyse Log-Probit.

2.4.2. Tests sur les larves

Les essais effectués sur les larves ont été faits avec la perméthrine 25/75 seulement. Une
solution-meére a 1000 mg/l de matiére active est préparée dans 50 ml d’éthanol a 95%. Cette
solution-meére sert a la préparation de 50 ml de solution-fille titrant 100 mg/l (5 ml de solution
4 1000 mg/l + 45 ml d’éthanol) qui elle-méme sert a préparer une solution & 10 mg/l (5 ml de
solution & 100 mg/l + 45 ml d’éthanol). La solution & 10 mg/l sert enfin a ’élaboration de la
solution & 1mg/1 (5 ml de solution a 10 mg/l + 45 ml d’éthanol).

Dans chaque gobelet, des lots de 20 larves de stade “4 jeune” issues de notre insectarium
ont été placées dans 99 ml d’eau distillée auxquels a été ajouté le volume des solutions-mere
ou fille adéquat pour obtenir la dose souhaitée. Le volume d’éthanol a 95% doit étre toujours
égal 4 1 ml par gobelet ; il faut donc ajouter la différence en éthanol dans tous les gobelets qui
n’ont pas regu ce volume.

Chaque dose a totalisé cinq gobelets afin d’avoir 100 larves par concentration.

La gamme de concentrations utilisées sur KISUMU a été de 0,0025 ; 0,005 ; 0,01 ; 0,025
et 0,05 mg/l.

- Pour les souches naturelles TOLA et KOU Fg elles ont été de 0,01 ; 0,025 ; 0,05 ; 0,075 ;
0,1;0,2 et 0,4mg/l.

Les doses utilisées sur la souche KOU Foget F3pont été de 0,4;0,8;1;1,2;1,8;2,5;3;
4 et 5 mg/l.

La lecture des larves mortes et survivantes a été effectuée aprés un contact de 24 heures.
Les CL 50 et 95% ont été calculées avec un logiciel Log-Probit.

3. Résultats

3.1. Tests sur les adultes

Dans aucun des essais réalisés sur les souches KISUMU, TOLA et KOU F, TOLA et KOU
sélectionnées, la mortalité n’a dépassé 5% dans les lots témoins.

3.1.1. Sensibilité de la souche KISUMU
Quels que soient les insecticides et les doses utilisées, les KD 95 ont toujours été

Jargement inférieurs a une heure et les pourcentages de mortalite, relevés aprés une heure de
contact et 24 heures d’observation, ont été de 100% (Tableau 1 ; Figures 1, 2, 3 et 4).
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Les valeurs des KD 95 et les pourcentages de mortalité sont colligées dans le Tableau 2
pour TOLA F et le Tableau 3 pour KOU F .

A la dose diagnostique de 0,25% de perméthrine, les KD 95 relevés chez les souches
TOLA et KOU F, sont respectivement de 7,5 et 10,2 heures avec des pourcentages de

mortalité de 63,2 et 31,6% (Figure 1).

A dix fois la dose diagnostique de la perméthrine (2,5%), les KD 95 sont de moins 0,33
heure pour TOLA F (96,7% de KD observé a 20 minutes) et 0,58 heure pour KOU F,. Par

rapport a la dose de 0,25%, la mortalité a considérablement augmenté ; atteignant 98,4% pour
TOLAF et 96,6% pour KOU F (Figure 2).

A la dose diagnostique de 0,025% de deltaméthrine, les KD 95 sont de 0,86 heure pour
TOLA F, et de 1,3 heures pour KOU Fy avec des pourcentages de mortalité respectifs de

94,8% et de 88,1% (Figure 3).

A la dose diagnostique de 4% de DDT, les KD 95 sont de 1,3 et 3,2 heures pour les
souches TOLA et KOU F avec respectivement 87,9 et 67,3% de mortalité (Figure 4).

3.1.3. Sensibilités des souches TOLA et KOU sélectionnées
a) Evolution de la résistance a la perméthrine

Les KD 95 et les pourcentages de mortalité obtenus au fur et a mesure des sélections a la
perméthrine sont synthétisés dans le Tableau 2 pour TOLA et les Tableaux 3 et 4 pour KOU.

La dose diagnostique de 0,25% de perméthrine n’a plus eu aucun effet de knock down et la
mortalité a €té nulle dés la F, de KOU et la F . de TOLA (Figure 1).

A la dose de 2,5% de perméthrine les anophéles sélectionnés ont montré une forte
résistance a I’effet knock down avec des KD 95 de 3,3 heures pour la F,, de TOLA et de 3,2

heures pour la F, de KOU. Les mortalités respectives ont ét¢ de 57,1% et de 51,7%
(Figure 2).

b) Résistance croisée

Les sélections a la perméthrine ont également entrainé une résistance plus importante a la
deltaméthrine et au DDT.

A la dose de 0,025% de deltaméthrine, les KD 95 ont été de 3,7 heures a la F,, de TOLA et
de 5,5 heures pour la F , de KOU ; les pourcentages de mortalité respectifs ont été de 31,7% et
de 13,8% (Figure 3).
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A la concentration de 4% de DDT, plus aucun effet de KD n’a été enregistré avec les deux
souches sélectionnées. Les mortalités ont été de 3,4% pour TOLA Fp4 et de 1,7% sur KOU F,
(Figure 4).

Les tests de résistance croisée qui ont €té€ effectués sur la F,, de KOU avec les doses
diagnostiques de perméthrine a 1 %, de lambda-cyhalothrine a 0,1%, de cyfluthrine a 0,05% et
d’étofenprox a 0,25% ont révelé des KD 95 extrémement €levés par rapport a la souche
KISUMU. Les pourcentages de mortalité se sont chiffrés a 3,9% pour la perméthrine ; 67,3%
pour la lambda-cyhalothrine ; 5,1% pour la cyfluthrine et a 1% pour I’étofenprox.

Avec cette méme souche KOU F33, la perméthrine utilisée a dix fois la dose diagnostique
(2,5%) a induit un KD 95 de 2,2 heures avec une mortalité de 50,5 % (Figure 2).

A deux fois la dose diagnostique (0,05%), la deltaméthrine a induit un KD 95 de 1,5
heures avec seulement 43,3% de mortalité.

3.2. Tests sur les larves
Dans les lots de larves témoins, la mortalité a toujours été inférieure a 5%.

Les concentrations létales 95% ont été de 0,0119 mg/1 pour KISUMU; de 0,0810mg/1 pour
TOLAF et de 0,121mg/l pour KOU F .

Avec les souches sélectionnées a la perméthrine, la CL95 de 1,327mg/l observée chez la
F,, de TOLA représente 16 fois la CL95 de la F et 112 fois celle de la souche KISUMU.

Pour la F,  de KOU, la CL95 de 3,629mg/l a été 30 fois supérieure a la CL95 de la F| et
305 fois celle de KISUMU (Tableau 5).

Discussion - Conclusion

Les tests de sensibilité réalisés avec la perméthrine, la deltaméthrine et le DDT ont montré
que les souches naturelles TOLA et KOU Fy sont d'aprés leurs KD 95 et leurs pourcentages de
mortalité, nettement plus résistantes que la souche de référence KISUMU.

Les souches d’An. gambiae sélectionnées a la perméthrine ont également montré que par
rapport & TOLA et KOU F, les KD 95 ont fortement augmenté au fur et a mesure des
sélections. Paralléelement a la diminution de I’effet knock down, il a été observé chez ces deux
souches sélectionnées, une importante réduction des pourcentages de mortalité avec une totale
inefficacité des doses diagnostiques de la perméthrine a 0,25% et du DDT a 4% ainsi qu’une
forte réduction de la mortalité a la dose de 2,5% de perméthrine. A la concentration de 0,025%
de deltaméthrine, la mortalité devient largement inférieure & 50% a partir de la F16 pour
TOLA et de la F§ pour KOU.
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A la F_, de KOU, les tests effectués avec la perméthrine, la deltaméthrine, la lambda-
cyhalothrine, la cyfluthrine et [’étofenprox ont montré que les adultes femelles ont développé
un spectre de résistance croisée extrémement important qui affecte I’efficacité insecticide de
I’ensemble de la famille des pyréthrinoides de synthése étudiés.

Au niveau des larves €galement, la perméthrine a été moins active sur les souches
sélectionnées. Dés la F,, de TOLA et la F, de KOU, les CL 95 ont été respectivement 16 et 30
fois plus élevées que pour les souches TOLA et KOU Fg et 112 et 305 fois supérieures a la CL
95 de KISUMU.

Chez la mouche domestique Musca domestica, le géne KDr a été identifié comme ’un des
principaux facteurs de résistance au DDT. Vingt ans aprés les traitements, les mouches étaient
redevenues sensibles au DDT mais le géne KDr a rapidement ét€ resélectionné en quelques
mois par 1’usage des pyréthrinoides de synthése a effet rémanent (Keiding, 1977).

Sur An. gambiae, trois éléments nous paraissent devoir retenir 1’attention :

a) Les tests de sensibilité réalisés avec six insecticides sur différentes générations d’4n.
gambiae sélectionnés ont révélé que, lorsque I’effet knock down s’amenuise, la mortalité
est généralement moins importante.

b) Le spectre de résistance croisée, démontrée par la seule interprétation des tests
insecticides, a été confirmée récemment par la présence du géne KDr chez les adultes des
souches TOLA et KOU Fq (Guillet comm.pers).

c) De méme les tests de sensibilité réalisés sur les larves des différentes générations de
TOLA et de KOU sélectionnées ont révélé que leur résistance a la perméthrine
s’intensifiait au fur et & mesure des sélections. Le géne KDr isolé sur les adultes
seulement, pourrait donc s’exprimer a partir du stade larvaire et expliquer ce phénomene
de résistance au sein des populations préimaginales. Cependant rien ne permet de prédire
pour I’instant que la résistance des larves et des adultes sur le terrain atteindra les niveaux
de ceux obtenus en laboratoire ni méme a quel rythme celle-ci pourra se développer et
s'étendre.

La souche KOU a acquis des niveaux de résistance bien plus élevés et plus précocément
que la souche TOLA. Il est fort possible qu'au départ, ces deux souches pourtant pourvues du
géne KDr, se distinguent par des processus de détoxification différents. Des analyses
biochimiques et génétiques plus poussées devront étre réalisées afin d’identifier le, ou les
mécanismes de résistance propres a ces deux souches. Il sera également intéressant de tester
sur ces anophéles Pefficacité de deux autres pyréthrinoides de synthése comme la fenfluthrine
et I’alphaméthrine qui, dans le cadre du contr6le des vecteurs du paludisme, ont montré des
activités particuliérement intéressantes en aspersions intradomiciliaires des maisons au
Burkina-Faso (Carnevale et al.,, 1984 ; Darriet, 1992) et en imprégnation des moustiquaires en
Chine (Luo Dapeng et al., 1994).
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