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Distribution des espéces et de la fréquence du géne Kdr
chez les populations d’Anopheles gambiae s.s. et d’Anopheles coluzzii
dans cinq sites agricoles de la Cote d’Ivoire
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Résumé La résistance d’Anopheles gambiae aux insectici-
des constitue une préoccupation pour les programmes de
lutte contre le paludisme car elle peut étre un obstacle a 1’ef-
ficacité de la lutte antivectorielle. La surveillance de cette
résistance est une priorité pour en élaborer des stratégies de
gestion et préserver les moyens de lutte contre ce vecteur
majeur. L’objectif général de cette étude est d’identifier les
especes du complexe An gambiae s.l. et de déterminer la
fréquence du géne Kdr chez An. gambiae s.s et An. coluzzii
dans cinq sites agricoles de la Cote d’Ivoire : un site urbain,
deux sites semi-ruraux (site caféiers/cacaoyers, site fruitier)
et deux sites ruraux (site rizicole et un village traditionnel
sans insecticide agricole). Au cours de cette étude, 2285 spé-
cimens d’An gambiae s.I. ont été analysés a cet effet. An.
gambiae s.s. (anciennement appelée forme moléculaire S)
et An. coluzii (anciennement appelée forme moléculaire M)
ont été les seules especes du complexe An. gambiae identi-
fiées dans tous les sites. La fréquence de la mutation Kdr a
vari¢ de 0,37 dans le site sans insecticide agricole a 0,95
dans le site urbain ou il y a une utilisation intense d’insecti-
cides. Trois aires de répartition de ces espéces ont été obser-
vées : une aire ou ’espéce An. gambiae s.s. est dominante
(sites situés en savane), une aire a dominance de ’espéce 4n.
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coluzii (dans le sud forestier) et une aire intermédiaire ou les
deux espéces ont des proportions comparables (en zone pré-
forestiére). La mutation Kdr a été identifiée chez les deux
espeéces dans tous les sites en savane et en forét sauf dans
le site sans insecticide agricole ou seule 1’espéce An. gam-
biae s.s. est résistante, ce qui montre 1’accroissement du
potentiel réceptif d’An. gambiae s.1. vis-a-vis du geéne Kdr
et une extension de la résistance de ce vecteur aux insectici-
des en Cote d’Ivoire.

Mots clés Paludisme - Anopheles gambiae s.s. - Anopheles
coluzzii - Complexe d’espéces - Mutation Kdr - Résistance
aux insecticides - pyréthrinoides - Bouaké - Toumbokro -
Niéky - Gansé - Raviart - Cote d’Ivoire - Afrique
intertropicale

Abstract The resistance of Anopheles gambiae s.1. to insec-
ticides constitutes a concern for the programs of malaria
control because it can be an obstacle to effective control of
the vectors. The follow-up of this resistance is a priority to
work out strategies of management and to preserve the
means of that major malaria vector control activities. The
general objective of this study is to identify the species
within 4n. gambiae s.1., and to determine the frequency of
the Kdr gene in An. gambiae s.s. and An. coluzzii in five
agricultural sites in Ivory Coast: an urban site, two semi-
rural sites (coffee-trees/cacao-trees, orchard) and two rural
sites (rice site and a traditional village without agricultural
insecticide). During this study, 2285 specimens of An. gam-
biae s.1. were analyzed for this purpose. An. gambiae s.s. (in
the past called molecular form S) and An. coluzzii (in the past
called molecular form M) were the only species of the com-
plex An. gambiae identified in all the sites. The frequency of
the Kdr mutation varied from 0.37 in the site without agri-
cultural insecticide to 0.95 in the urban site where there is an
intense use of insecticides. Three areas of these species
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distribution were observed: an area where the species An.
gambiae s.s. is dominant (sites located in savanna), an arca
with predominance of An. coluzzii (in the southern forested
area) and an intermediate area where the two species were in
a same proportion (pre-forested site). The Kdr mutation was
identified in the two species in all the sites in savanna and
forest, except in the site without agricultural insecticide
where only An. gambiae was resistant. It shows the increase
of the receptive potential of An. gambiae s.1. with respect to
the Kdr gene and the extension of the resistance to insecti-
cide of this species in Ivory Coast.

Keywords Malaria - Anopheles gambiae s.s. - Anopheles
coluzzii - Species complex - Kdr mutation - Insecticide
resistance - Pyrethroids - Bouaké - Toumbokro - Niéky -
Gansé - Raviart - Ivory Coast - Sub-Saharan Africa

Introduction

En Afrique de I’Ouest, deux formes moléculaires ont été
identifiées chez An. gambiae s.1, appelées anciennement M
et S, grace au polymorphisme de I’ADN codant pour les
sous-unités ribosomales (rDNA) [10,11], récemment identi-
fiées comme des espéces distinctes appartenant au complexe
An. gambiae et nommées An. coluzzii et An. gambiae s.s.
respectivement pour les formes M et S [2].

La résistance d’An. gambiae aux pyréthrinoides, seuls
insecticides utilisés pour I’imprégnation des moustiquaires,
a été découverte en Cote d’Ivoire en 1993 [8]. L’expansion
de cette résistance est influencée par ’existence de flux géni-
ques entre ces deux especes, ¢’est-a-dire par la présence ou
non de la mutation Kdr chez celles-ci.

La présente étude a pour objectif de connaitre la distribu-
tion spatiale des especes An. gambiae et An. coluzzii et leur
niveau de sensibilité ou de résistance aux pyréthrynoides
(deltaméthrine et perméthrine) dans cinq zones agro-
écologiques de la Cote d’Ivoire.

Description des sites d’étude

L’étude a été réalisée dans cinq localités de la Cote d’Ivoire
(Fig. 1) : un site d’agriculture urbain, Bouaké, deux sites
semi-ruraux, notamment un site de culture de caféiers et de
cacaoyers, Toumbokro et un site fruitier, Niéky, deux sites
ruraux, 1’un sans emploi d’insecticides agricoles (aprés une
enquéte auprés des habitants), Gansé et un site rizicole,
Raviart. Le choix raisonné de ces zones a tenu compte du
degré d’urbanisation, des activités agricoles et du degré d’uti-
lisation des insecticides en agriculture et dans les ménages.

Méthodes

Les larves d’An. gambiae s.1. ont été collectées de 2000 a
2005 dans les gites naturels, dont des casiers rizicoles (site
urbain), casiers rizicoles et des flaques d’eau (site caféiers/
cacaoyers), des flaques autour des plants de bananiers et
dans le site fruitier, des casiers rizicoles dans le site rizicole,
des étangs et des flaques dans le site d’agriculture tradition-
nel sans insecticides agricoles. Ces larves ont été élevées
dans des conditions standard de température et d’humidité
(26° a 30 °C et 60 a 90 %) en insectarium.

Dans chaque site d’étude, au moins 200 moustiques adul-
tes femelles ont été choisis au prorata de la proportion des
morts et des vivants enregistrés lors des bioessais. L’ADN
total de ces moustiques a été extrait selon la méthode de
Collins et al [3] et dilué¢ au 1/15 dans de 1’eau stérile.

L’identification des formes moléculaires d’An. gambiae s.1.
a été réalisée grace a la technique de Favia et al 1997 [10]. Ce
test diagnostic par PCR Restriction Fragment Lenght Poly-
morphism (PCR-RFLP) consiste a amplifier un fragment
d’ADN d’environ 1 500 paires de bases (pb) a ’aide de deux
oligonucléotides (A.O et Al.3). Cette séquence est ensuite
digérée par une enzyme de restriction Hin61 ou Tru 9 permet-
tant d’identifier les formes moléculaires M et S dorénavant
appelées respectivement An. coluzzii et An. gambiae s.s..

La détermination de la mutation Kdr a été réalisée selon le
protocole de Martinez-Torres et al [14]. Le test diagnostic
PCR-Polymerase of Allelic Specific Amplification (PCR-
PASA) consiste a utiliser quatre oligonucléotides ou primers
dénommés Agdl, Agd2, Agd3, Agd4 et la Tag polymérase
pour rechercher par amplification les alléles résistants ou
sensibles sur un fragment d’ADN codant pour « le canal
sodium voltage dépendant » chez chaque moustique testé.
Ce test permet de définir les génotypes homozygotes résis-
tant (RR), homozygote sensible (SS) et hétérozygote (RS).
La détermination de la fréquence de la mutation Kdr selon
les sites a été faite grace au logiciel « génépop 2.0 ».

Résultats

Le génotypage de 600, 396, 497, 395 et 397 femelles d’An.
gambiae s.l. a été effectué respectivement dans les sites
urbain, rizicole, de caféiers et cacaoyers, fruitier et le site
traditionnel sans insecticide agricole. Une différence signi-
ficative a été observée entre les proportions globales d’An.
gambiae s.s. et celle de An. coluzzii dans les sites urbain et
sans insecticide agricole ou 1’espéce An. gambiae s.s. est
plus abondante et, dans le site fruitier ou An. coluzzii est
prédominant (P < 0,0001). Au contraire, une différence non
significative est obtenue entre les proportions de ces deux
especes (P > 0,050) dans les sites rizicoles et de caféiers/
cacaoyers (Tableau 1). La distribution géographique des
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Fig 1 Fréquence de la mutation Kdr et distribution géographique d’An. gambiae (forme S) et d’An. coluzii (forme M)
dans les sites d’étude / Frequency of Kdr mutation and geographical distribution of An. gambiae (form S) and d’An. coluzii (form M)
in the study sites

Tableau 1 Proportion globale d’An. gambiae s.s et d’An. coluzzii et fréquence de la mutation Kdr dans les sites d’étude/Proportion
of An. gambiae s.s and An. coluzzii and Kdr mutation Frequency in the study sites

An. coluzzii An. gambiae
Site Effectifs testés F(Kdr) N (%) N (%) P
Urbain 600 0,95 1(0,2) 599 (99,8) 0,000*
Rizicole 396 0,37 193 (49) 203 (51) 0,700
Caféiers / cacaoyers 387 0,56 228 (46) 269 (54) 0,080
Site fruitier 396 0,49 368 (93) 28 (7) 0,000*
Site SIA 400 0,38 2 (0,5) 398 (99,5) 0,000*

« significatif ; N : effectif ; SIA : site sans insecticide agricole ; F (Kdr) : fréquence du géne Kdr
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espéces An. gambiae s.s. et d’An. coluzzii est représentée
sur la figure 1.

Les mémes femelles ont été génotypées pour la mutation
Kdr. Les fréquences globales de la mutation Kdr enregistrées
sont de 0,95 ; 0,37 ; 0,56 ; 0,49 et 0,38 respectivement dans
les sites urbain, rizicole, caféiers/cacaoyers, fruitier et tradi-
tionnel sans insecticide agricole (Tableau 1). Les fréquences
de la mutation Kdr chez ces deux espéces sont reportées au
Tableau 2 et a la Figure 1. La mutation Kdr est présente chez
ces deux especes dans tous les sites en général, sauf dans le
site sans insecticide agricole ou elle n’est présente que chez
An. gambiae s.s.. Dans la plupart des sites, la mutation Kdr
est plus fréquente chez An. gambiae s.s.

Discussion

L’objectif de cette étude était d’identifier les especes An. gam-
biae s.s. et An. coluzzii, de connaitre leur distribution spatiale
et leur niveau de sensibilité ou de résistance aux pyréthrinoi-
des dans cinq zones agro-écologiques de la Cote d’Ivoire.
Trois aires de répartition de ces deux especes se distinguent :
deux sites ou les proportions des deux espéces sont compara-
bles (sites rizicole et de caféiers/cacaoyers), un site a domi-
nance d’An. coluzzii (fruitier sur le littoral) et deux sites a
dominance d’An. gambiae s.s. (site urbain et site traditionnel
sans emploi d’insecticide agricole). La prédominance d’An.
gambiae s.s. dans le site urbain a été déja observée a Bobo-
Dioulasso par Diabaté et al [5,6] et a Lagos par Awolola,
(communication personnelle), suggérant que les conditions
environnementales en milieu urbain sont défavorables soit
au maintien, soit au développement de 1’espéce 4n. coluzzii.
La prédominance d’An. coluzzii sur le littoral a été aussi évo-
quée par Péka [15] avec 91,1 % d’An. coluzzii et 2,9 % d’An.
gambiae, par Konan et al [13] avec 98 % d’An. coluzzii. La
répartition équilibrée de ces deux formes dans les sites rizicole
et de caféiers/cacaoyers permet d’affirmer qu’il existe une

Tableau 2 Fréquence allélique chez An. coluzzii et An. gam-
biae s.s. dans les sites d’étude / Allelic frequency for An. coluz-
zii and An. gambiae s.s. in the study sites

An. coluzzii An.
gambiae

Site F(Kdr) F(Kdr) P
Urbain 1 0,95 0,14
Rizicole 0,22 0,50 0,000*
Caféiers/ cacaoyers 0,29 0,78 0,000*
Fruitier 0,49 0,52 0,63
SIA 0 0,38 -

* significatif

zone de transition située dans le secteur pré-forestier ou An.
coluzzii et An. gambiae ont une abondance comparable.

Concernant le géne de résistance, les fréquences de résis-
tance les plus élevées ont été observées dans les sites urbains
et de caféiers/cacaoyers et fruitier, 1a ou des études, a la
méme période, ont évalué une pression insecticide plus
intense [17]. Le niveau élevé de cette mutation Kdr en milieu
urbain a été déja observé a Cotonou (Akogéto, comm. pers.),
a Bouaké [12] et a Bobo-Dioulasso [5]. Les plus faibles fré-
quences sont observées dans les sites ruraux (rizicole et site
traditionnel sans insecticide agricole) ou la pression insecti-
cide est moindre. La mutation Kdr a ét¢ identifiée ainsi pour
la premiére fois dans les sites de la zone pré-foresticre, sug-
gérant ainsi son avancée de proche en proche vers I’intérieur
du pays a partir du sud forestier. La présence de la mutation
Kdr chez An. coluzzii différe des observations des auteurs
qui avaient noté la mutation Kdr seulement chez 1’espece
An. gambiae s.s. [4,9]. Nos résultats corroborent ceux obte-
nus en zone forestiére du sud de la Céte d’Ivoire (avec des
fréquences chez An. coluzzii variant entre 0,10 et 0,9
[7,13,15]), du Bénin [19], du Burkina Faso [19], du Mali
[1]. La présence de la mutation Kdr chez An. coluzzii serait
due soit a un processus d’introgression [5,18], soit a la
migration des An. coluzzii portant I’alléle Kdr d’une localité
a ’autre [7].

Certes, la plupart des études antérieures sont formelles sur
I’absence de flux génique entre ces deux especes, méme en
zone forestiere. Toutefois, 1’observation de plus en plus fré-
quente d’hybrides MS par divers auteurs [4,15] et au cours
de notre étude (12 femelles MS) appuie cette hypothése de
flux génique entre les deux especes. Si ces hybrides étaient
avérés, cela suggérerait une isolation reproductive incom-
pléte entre ces especes [16].

La présence de la mutation Kdr chez An. coluzzii, est une
réalité dans nos sites d’étude. Elle est la preuve de 1’accrois-
sement du potentiel réceptif d’An. gambiae si. vis-a-vis de la
mutation Kdr et de ’expansion des génes de résistance en
Cote d’Ivoire. Cette expansion pourrait toucher éventuelle-
ment le site sans insecticide agricole ou An. coluzzii résistant
est encore absent.

Conclusion

La détection d’An. coluzzii résistant aux pyréthrinoides dans
les sites ou cette résistance était absente montre une expan-
sion de ce phénomeéne en Cote d’Ivoire. Cette situation
amplifiera le probléme de la résistance, ce qui pourrait
constituer a terme un obstacle non négligeable a la lutte
contre les vecteurs du paludisme. Il est donc nécessaire de
mettre en place des stratégies de gestion de cette résistance
afin de préserver I’efficacité des pyréthrinoides, seuls insec-
ticides utilisés pour I’imprégnation des moustiquaires.
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