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RESUME

Les anopheles sont les seuls vecteurs connus du paludisme. Au Maroc, cette infection constituait
un réel probleme de santé publique. Aujourd’hui, bien que la maladie ait été éliminée, la région
Nord est constituée de véritables gites actifs pour le complexe Anopheles maculipennis. 11
regroupe 12 especes jumelles, que 1I’on ne peut différencier qu’a I’aide de la biologie moléculaire.
En effet, les travaux menés sur le groupe Anopheles maculipennis restent fragmentaires et limités
a certaines zones. Afin d’améliorer et d’actualiser les connaissances sur la composition de ce
complexe et de son écologie, nous avons mené une série d'échantillonnage, dans différents
biotopes et gites larvaires dans le nord ouest du Maroc. Les résultats de 1’identification d’espece,
par PCR multiplexe, menée sur 407 anopheles du complexe maculipennis confirment la présence
de la seule espéce An. labranchiae représentant le complexe. Par ailleurs, le séquencage de
I’ADN mitochondriale de 89 spécimens d’An. labranchiae, réalis¢ pour la premicre fois au
Maroc, a été comparé a celui des populations de 1’ Algérie ; les résultats prouvent la présence des
mémes caracteres génétiques au sein des deux pays. Aucune différence génétique n’a été détectée
entre les populations récoltées.

En parallele, nous avons effectué une étude transversale dans 25 localités de la province de
Larache. 52% des 54 habitats aquatiques investis se sont avérés étre des gites productifs de larves
d’anophéles. An. labranchiae étant I’espece prédominante avec une fréquence de 76 %. L’analyse
statistique a montré que les facteurs influencant 1’abondance des larves d’An. labranchiae sont
la turbidité, la profondeur, le pH du milieu et la présence des rizieres.

D’un autre coté, 1’¢levage d’An. labranchiae en insectarium a permis de déterminer les
parametres biologiques de la premicre génération: 70 % pour le taux d’éclosion, 54 % pour le
taux d’émergence, 46 % pour le taux de nymphose, 25 % pour le rendement pré-imaginal et 46 %
pour le taux d’inhibition de I’émergence. Le sex-ratio de la premiére génération est de 0,50. Bien
qu’il soit difficile d’entretenir cet anophéle marocain, I’obtention de la 1 génération F1 ne peut
étre que prometteur pour continuer nos expériences dans cet axe étude. Les résultats de ce travail
constituent une base de données intéressante pour prévoir une lutte antivectorielle trés efficace.
Mots-clés: Paludisme, le complexe Anopheles maculipennnis, PCR multiplex, séquencage d’ADN

mitochondrial, écologie d’An. labranchiae, €levage d’An. labranchiae.




ABSTRACT

Anopheles are the only known Malaria vectors. In Morocco, this infection was a real public health
problem. Currently, although the disease has been eliminated, the northern region represents a
potential breeding site for Anopheles maculipennis complex which includes 12 sibling species
that are only distinguished by means of molecular biology.

Indeed, studies on the Anopheles maculipennis group remain scare and limited to certain areas. In
order to improve and update the knowledge on the composition of the complex and its ecology,
we have conducted a series of sampling in different habitats and breeding in the north west of
Morocco. The species identification done by multiplex PCR and conducted on 407 anopheles of
the maculipennis complex confirms the presence of one species: An. labranchiae. Moreover, the
sequencing of mitochondrial DNA of 89 specimens of An. labranchiae, performed for the first
time in Morocco, has been compared to Algerian’s populations of An. labranchiae. Results show
the presence of the same species in the two countries. No genetic differences were detected
between the populations of labranchiae.

In parallel, cross-sectional larval surveys were carried out in 25 localities belonging to Larache
province. 52% of the 54 aquatic habitats sampled are sources of anopheles larvae,
An. labranchiae being the predominant one with a frequency of 76%. Statistical analysis showed
that the factors influencing the abundance of An. labranchiae larvae are the turbidity, the depth,
the pH and the presence of rice field. On the other hand, we managed to establish a local colony
of An. labranchiae in insectariums. The observations on the productivity of the colony of the first
generation showed that the hatching rate is 70%, the emergence rate is 54%, the pupal rate is
46%, the preimaginal performance is 25% and the emergence inhibition rate is 46%. The sex ratio
is equal to 0.50. Although it is difficult to establish this Moroccan Anopheles in insectariums, the
survival of the first generation F1 is promising and encourages us to continue experiments in this

way. The results of this work are an interesting database for an effective vector control.

Key words: Malaria, Anopheles maculipennnis complex, multiplex PCR, sequencing of ADN

mitochondrial, ecology of An. labranchiae, breeding of An. labranchiae.
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INTRODUCTION GENERALE

Plus d’un siecle s’est écoulé depuis la découverte du parasite responsable du paludisme
par Alphonse LAVERAN en 1880, de son agent causal par Ronald ROSS (1897) et du role
vecteur de 1’anophele dans sa transmission, le paludisme reste 1’une des pathologies les plus
infectieuses et I’un des problémes majeurs de santé au niveau mondial. En effet, prés de 50%
de la population mondiale vit dans les zones a risque et le nombre des déces di au paludisme
est estimé a 655 000 pour I’année 2010 dont 91% en Afrique et dont 86% sont de enfants en
bas age (OMS, 2011).

L’agent responsable du paludisme appartient au genre Plasmodium qui comprend 5
especes: P. falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi, 1890), P. malariae (Laveran, 1881),
P. ovale (Stephens, 1922) et P. knowlesi (Chin et al., 1965). La transmission de ces 5
especes a I’homme se fait exclusivement par des moustiques du genre Anopheles qui
comprend 484 espéces dont seulement une cinquantaine est capable de transmettre le
paludisme (Harbach, 2004). La plupart des especes vectrices appartiennent a des complexes
d’especes isomorphes dont I’identification et la différenciation est difficile, voire impossible
(Manguin et al., 1999). Par contre, ces especes présentent des différences quant a leur pouvoir
a transmettre le paludisme, leurs caractéristiques biologiques, écologiques ainsi que leurs
niveaux de sensibilité aux insecticides. L’identification morphologique, moléculaire et la
connaissance des comportements des espéces d’anophéles rencontrées dans une zone donnée
sont essentielles pour la mise en place des programmes de lutte antivectorielle sélectifs,

appropriés et efficaces.

Au Maroc, An. labranchiae, principal vecteur du paludisme, appartient au complexe
maculipennis. Les problémes d’identification de ce complexe ont fait I’objet de nombreux
travaux et ¢études entomologiques (Bates et Hakett, 1939 ; Bates, 1940 ; Grjerbine et al.,
1976 ; White, 1978). Ces études ont révélées les difficultés et les contraintes rencontrées pour
la différenciation entre les espéces de ce complexe en se basant uniquement sur des critéres

d’ordre morphologique.

Pour pallier a cette problématique, des études génétiques et moléculaires ont été
entreprises depuis les années 1990 en utilisant des techniques analytiques sophistiquées en
I’occurrence la PCR. Ces études ont été réalisées en Europe et ailleurs dans le monde et ont
effectivement permit la diférenciation entre les différentes especes du complexe. Au Maroc,
bien que des études de séquengage de I’ADN ribosomiale ont été réalisées (Faraj et al., 2004),

aucune ¢étude de séquencage de I’ADN mitochondriale n’a été entreprise jusqu’a présent vu le

-1-
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cout élevé des réactifs et de 1’appareillage utilisé¢ ainsi que la nécessité¢ de former des
ressources humaines hautement qualifiées. Ainsi, de nombreuses questions restent posées
quant a la similarité¢ génétique d’An. labranchiae au sein des populations d’anopheles du
groupe maculipennis vivant dans 1’aire géographique de I’Afrique du nord notamment le

Maroc et I’ Algérie.

En plus de la caractérisation et 1’identification précise des espéces vectrices du
plasmodium, d’autres connaissances scientifiques sont nécessaires pour lutter contre les

vecteurs du paludisme notamment la bio écologie des espéces cibles (Pages et al., 2007).

En effet, la répartition géographique et 1’évolution du paludisme dépend en grande
partie des facteurs environnementaux conditionnant la présence du vecteur et la
méconnaissance de la biologie et I’écologie du vecteur a été sans doute a la base des échecs
enregistrés dans 1’éradication du paludisme en Afrique (Chauvet ef al., 1969). Au Maroc, bien
que des études ont été réalisées sur 1’écologie du vecteur du paludisme avec un suivi
spatiotemporel de ses larves, les études sur la caractérisation spatiale de ces derniéres, et la
détermination des principaux facteurs qui peuvent influencer leur densité restent
fragmentaires. Ces études sont devenues ainsi nécessaires dans une perspective de controler
les populations des vecteurs dans une région connue par son pass¢ épidémiologique en

paludisme.

L’objectif principal de notre étude de contribuer a I’amélioration des connaissances sur

le complexe Anopheles maculipennis et les espéces qui le composent au nord du Maroc.
Les objectifs spécifiques sont les suivants :

1- Etudier la composition spécifique du complexe maculipennis dans la région nord du

Maroc;

2- Caractériser génétiquement, sur la base de 1I’ADN mitochondriale, les populations
d’Anopheles labranchiae récoltées au nord du Maroc et les comparer a celles issues d’autres

pays méditerranéens notamment 1’ Algérie ;

3- Caractériser les gites de reproduction d’An. labranchiae dans la province de Larache au
nord du Maroc et déterminer les facteurs environnementaux influengant la distribution et

I’abondance des populations larvaires

4- Déterminer, sous les conditions de laboratoire, les principaux parameétres biologiques

relatifs au cycle pré-imaginal d’An. labranchiae.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I- LE PALUDISME
I-1 Généralités et historique
I-1-1 Le paludisme dans le monde

Le paludisme (palus = marais) ou malaria (= mauvais air) est une parasitose due a
I’hématozoaire Plasmodium, transmis a I’homme par des moustiques femelles infectées du

genre Anopheles.

L’histoire du paludisme se confond avec celle de I’humanité, Le paludisme serait
apparu en Afrique avant de s’étendre aux autres continents. Des moustiques fossilisés ont été
trouvés dans les couches géologiques de 30 millions d’années et ont probablement contribué
trés tot a I’expansion du paludisme (Gilles et Warrell, 1993). Les premiers écrits concernant la
description du paludisme figurent dans 1’ceuvre d’Hippocrate au VI°™ siécle avant Jésus-
Christ. Tres tot une relation sera faite en Europe entre cette maladie et les marais, et le rdle

des moustiques sera méme envisageé.

Le XIX™ siécle sera marqué par la découverte en 1630 du premier traitement & base
d’écorce de Quinquina de la famille des Rubiacées par Don Francisco Lopez. Ceci dans le but
de guérir la fievre palustre du vice-roi du Pérou. Deux siécles seront encore nécessaires pour
que les pharmaciens Pelletier et Caventou parviennent a identifier le principe actif du
Quinquina, la quinine en 1820. A partir de cette époque, les recherches s’accélérent, et ce
n'est qu'en 1880 que le frangais Laveran découvre dans le sang d'un soldat paludéen, 1’agent
responsable du paludisme. Dix sept ans plus tard, en 1897, I’anglais Ross, montra que la
transmission du paludisme des oiseaux se fait par un moustique du genre Anopheles. Peu
apres, 1898, I’italien Grassi montrera que le paludisme humain était transmis par ce méme
genre (Djossou et al.,, 2000). 11 fallait attendre 1948 pour que Short et Garnham mettent en
évidence I’existence de formes tissulaires des hématozoaires permettant ainsi de compléter le

cycle du parasite.
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Sur le plan thérapeutique, la seconde guerre mondiale, empéchant 1’accés aux
plantations indonésiennes de quinquina, ouvrait |’alternative a I’emploi des premiers
antipaludéens de synthése (chloroquine, amodiaquine). La lutte contre le vecteur se
remplissait d’espoir avec la découverte des insecticides a action rémanente (DDT) en 1939
qui permirent 1’éradication du paludisme dans les régions d’Europe qui ont été encore
atteintes. Toutefois, deés 1960, les premiers cas de résistance de Plasmodium aux
antipaludiques puis des anopheles au DDT sont rapportés (WHO, 1957 ; 1963) mettant fin
malgré quelques succes aux espoirs d’éradication du paludisme (Wernsdorfer et Mc Gregor,

1988 ; Oaks et al, 1991).

mm Pavs ou zones de transmission du paludisme
\ Pays ou zones a risque de transmission limitée du paludisme

Figure 1 : Répartition géographique du paludisme dans le monde (OMS, 2011).

De nos jours, le paludisme sévit surtout dans les régions intertropicales notamment en
Afrique subsaharienne (figure 1). Selon des estimations de ’OMS, le paludisme a causé la
mort de 655 000 personnes en 2010 dont 86 % sont des enfants de moins de 5 ans, 91% de ces
déces ont lieu en Afrique (OMS, 2011).

La résistance des moustiques aux insecticides et des plasmodiums aux antipaludiques
continue de s’étendre et peu de nouveaux composés sont découverts. Les programmes actuels
de lutte ne visent plus 1’éradication du paludisme mais le contréle de sa transmission par la

prévention et le traitement des malades et la lutte antivectorielle.
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I-1-2 Le paludisme au Maroc

Le paludisme constituait avec le typhus historique, la peste, la variole et la fievre
récurrente une des grandes maladies endémo épidémiques qui ravageait le Maroc pendant des
siecles (Ministere de la santé, 1996). Il se présentait au début comme une maladie endémo-
¢pidémique avec des poussées épidémiques estivo-automnales fréquentes. Les régions les plus

pourvues en eau ¢étaient les plus touchées.

Les premicres €tudes entreprises au Maroc, sur les causes de I’endémie palustre datent
de 1912. Mais, ce n’est qu’en 1919 que le service de lutte antipaludique fat créé. De grands
travaux d’assainissement avec 1’utilisation du poisson larvivore gambusia ont été lancés en

1929, ceci suite a 1’épidémie palustre massive particulierement meurtriere de 1928.

La période 1930-1959 a été marquée, par l’instauration de plusieurs éléments,
essentiels dans la lutte antipaludique dont les plus efficaces sont : 1’utilisation d’insecticides et
I’emploi de médicaments antipaludiques de synthése ainsi que la décentralisation de la lutte
antipaludique par la constitution de «Services Régionaux d’Hygi¢ne et d’Epidémiologie» en
1940. Malgré les efforts déployés pour la lutte contre la maladie, le paludisme restait localisé
aux versants atlantiques de I’Atlas. Ce n’est qu’a partir de 1960 que le Maroc a réorienté sa
politique sanitaire, en se dotant d’une infrastructure sanitaire de base capable d’assurer une
couverture sanitaire a I’ensemble de la population et de supporter un programme d’éradication
du paludisme. Ce dernier a été lancé en 1962, son objectif principal était la délimitation des
aires impaludées afin de réduire les surfaces a couvrir par insecticides. C’est ainsi que le
programme national de lutte contre le paludisme (PLAP) a été mis en place en 1965. Le
service anti-paludique s’était constitué d’une doctrine d’action basée essentiellement sur le
dépistage, le traitement des malades et la lutte contre le moustique vecteur de la maladie,
I’anophele femelle. Grace a cette politique le paludisme subit une régression nette pour
aboutir a I’¢limination du paludisme a P. falciparum vers la fin de 1973 et ’amplification
d’un nouveau profil épidémiologique qui est le paludisme d’importation (Naji ef al., 1985).
Cependant, on assistait a une recrudescence de cas dii a la réactivation d’anciens foyers
connus de certaines provinces (Khémisset, 1979, Béni Mellal, Chefchaouen, Nador et Al -
Hoceima en 1984). Ceci serait di d’une part au retour des pluies apres une longue sécheresse

et d’autre part au relachement du systéme de surveillance.
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A partir de année 1999, une stratégie d’¢élimination du paludisme autochtone a été
mise en place basée sur I’intensification des actions de lutte et la formation des professionnels
de santé¢ dans les provinces a risque, par conséquent on assistait a une réduction nette du
nombre de cas autochtone pour arriver a 0 cas en 2001. En revanche, suite au relachement du
systéme de surveillance de lutte antipaludique, il y a eu réactivation du foyer de Chefchaouen
en 2002, ce qui a poussé les responsables du PNLP a prendre les mesures nécessaires pour
stopper la transmission avant sa diffusion a d’autres provinces et a partir de I’année 2004, le
paludisme n’est plus que importé au Maroc. La majorité¢ de ces cas ont ét¢ contractés en
Afrique tropicale et plus particulierement en Afrique de I’Ouest et dont 1’espéce prédominante

est P. falciparum.

Aujourd’hui bien que le Maroc a été certifié par 'OMS exempt du paludisme
autochtone (Ministére de la santé, 2010), les changements écologiques entrainés par les
modifications locales (aménagement de [’environnement, accroissement des projets
hydrauliques, extension de I’urbanisation. . .) ou générales (réchauffement de la planete), la
présence du vecteur principal An. labranchiae et 1’accroissement des cas du paludisme
importé font que le risque de transmission est toujours présent sur tout le territoire ce qui

nécessite une attention et une vigilance vis-a-vis de cette maladie.
I-2 L’agent pathogéne : Le Plasmodium
I-2-1 — Taxonomie
La position systématique de ce parasite d’apres Adl ez al., 2005 :
Reégne: Protozoa (Goldfuss, 1818; Owen, 1858)
Embranchment:  Myzozoa (Cavalier-Smith & Chao, 2004)

Sous- embranchement: Apicomplexa

Classe: Aconoidasida (Mehlhorn, Peters & Haberkorn, 1980)
Ordre : Haemospororida (Danilewsky, 1885)
Famille : Plasmodiidae (Mesnil, 1903)
Genre: Plasmodium (Marchiafava & Celli, 1885)
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I-2-2 Cycle des plasmodiums

Le cycle de développement des plasmodiums humains fait intervenir deux hdtes
successifs, I’anophéle et I’homme (figure 2). L’anophéle constitue 1’hote définitif chez lequel
se développe le cycle sexué (sporogonie) et I’homme est considéré comme hote intermédiaire

chez lequel s’effectue la multiplication asexuée (schizogonie).

Le cycle de développement du parasite chez I’homme comprend une phase hépatique
ou exo érythrocytaire et un cycle érythrocytaire. Au cours de son repas sanguin, 1’anophele
femelle inocule a I’homme les sporozoites qui se sont accumulés dans ses glandes salivaires.
Ces formes infectantes du parasite passent dans la circulation sanguine et gagnent rapidement
le foie (Fairley 1947 ; Sidjanski et Vanderberg, 1997) et envahissent les hépatocytes. Ces
sporozoites s’y multiplient par schizogonie. Ils évoluent en schizonte ou corps bleus contenant
plusieurs milliers de parasites. Puis la cellule éclate, libérant ainsi les mérozoites qui pénétrent
alors dans les hématies pour poursuivre leur développement. Cette phase hépatique

(schizogonie- pré- ou exo-€rythrocytaire) est totalement asymptomatique sur le plan clinique.

Pendant la phase érythrocytaire, les mérozoites peuvent évoluer en trophozoites puis
en schizontes qui libérent a nouveau des mérozoites (étape cyclique), ou bien évoluer en
gamétocytes. Apres plusieurs cycles érythrocytaires, certains parasites se différencient en
gamétocytes males et femelles uninuclées qui permettront la poursuite du cycle chez 1’hote
définitif, le moustique. C’est cette étape qui permet a cet insecte de devenir infectant et de
représenter un danger pour I’homme, car contrairement a ce dernier, le moustique ne patit pas

de la présence du parasite dans son organisme.

La premiére phase au sein du moustique est la sporogonique. Les gamétocytes ingérés
par I’anoph¢le vont se différencier dans son estomac en gametes. Le gamétocyte male donne 8
gametes males haploides qui peuvent fusionner avec un macrogamete femelle haploide. Cette
fécondation aboutit a la formation d’un ookinéte qui traverse activement la paroi stomacale et
se loge sous la membrane séreuse et se fixe pour devenir un oocyste. Apres une premicre
division méiotique et plusieurs mitoses des centaines de sporozoites s'individualisent. Ces
parasites libérés, par éclatement de I'oocyste mir, gagnent ensuite les conduits excréteurs des

glandes salivaires et s’y accumulent.
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Figure 2 : Cycle de vie de Plasmodium falciparum

(Source : http://www.dpd.cdec.gov/dpdx/ HTML/ImageLibrary/Malaria_il.htm)

Au cours d’un nouveau repas sanguin, I’anophéle injecte a I’homme (ou vertébrés),
par I’hypopharynx, quelques dizaines de sporozoites avec sa salive anticoagulante ; lesquels
gagnent rapidement le foie de ’homme. Il faut environ 10 a 18 jours, selon les conditions
environnementales, pour permettre au parasite de finir son cycle sporogonique au sein du

moustique, qui devient alors infectant.
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II- L’ANOPHELE : VECTEUR DU PALUDISME

Un moustique est considéré comme vecteur potentiel des plasmodies humaines, et
donc du paludisme, du fait de sa compatibilité génétique avec le parasite, de sa longévité au
moins égale a la durée du cycle extrinséque du parasite et de son anthropophilie (Sonnier,

1999 ; Pages et al., 2007).

Les moustiques du genre Anopheles (figure 3) assurent la transmission biologique
active du Plasmodium. Seules les femelles sont vectrices de la maladie, puisqu’elles sont, a la

différence des males, hématophages.

Figure 3 : Anopheles vecteur du paludisme : An. labranchiae
(Source : http://piclib.nhm.ac.uk/results.asp?txtkeys1=anopheles+labranchiae)




Revue bibliographique

1I-1 Taxonomie

Les vecteurs du paludisme humain appartiennent au genre Anopheles qui fait partie de

la famille des Culicidae de 1'ordre des Dipteres (figure 4).

Embranchement :

Classe :

Sous classe :

rdre: N
Dipteres

Culicidae

1 {[

Sous- | Anoihelinae | | Culicinae |

| Chaiacia | Anopheles Bironela
[

T

I

|

Anopheles ‘ Cellia \ Kertezia Laphopodomia Nysorrybynsuc Stetbomyia

Figure 4 : Classification des anophe¢les d’aprés Harbach, 2004

i

-10-




Revue bibliographique

a- Caracteres distinctifs entre les anophelinae et les culicinae

Les moustiques sont morphologiquement différents les uns des autres. Il existe des
différences entre les deux sous-familles Anophelinae et Culicinae, qui portent sur les ceufs, les

larves, les nymphes, les palpes maxillaires, et la position de I’adulte au repos (Figure 5).

Figure S : Particularités morphologiques des deux sous familles Anophelinae et Culicinae

(Lane et Crosskey, 1993)

On peut reconnaitre a 1’ceil nu le genre Anopheles du genre Culex par sa position : les
larves d’anopheles sont dépourvues de siphon et restent horizontales sous la surface de 1’eau.
Tandis que les larves de Culicinae ont un siphon visible et sont obliques ou plus ou moins
verticales par rapport a la surface de I’eau. Concernant ’anophele femelle, 1’adulte se
reconnait a sa position oblique, au repos, par rapport au support sur lequel il est posé, tandis

que le Culex adulte se tient parallelement a ce support (figure 6).
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I1-2 Cycle biologique et morphologie des anopheles

Comme toutes les especes de moustique a métamorphose compléte (holométaboles), le
développement des anophéles est caractérisé par la succession de quatre stades de

développement (ceuf, larve, nymphe et adulte).
Le cycle biologique du moustique se compose de deux phases (figure 6) :

- une premiere phase aquatique qui recouvre la vie pré-imaginale (les stades ceufs,

larvaires et nymphaux),

- une seconde phase aérienne qui concerne l'adulte, ou imago.

LA NUIT L: REPAS DU SANG

|LE JOUR 2: REPOS|
Dl A

[FERTILIZATION] | . " A

EMERGENCE] ga" |\ g

! LA NUIT 2:
' \ REPOS SEMIGRAVIDE
-%"\\;‘Pm“"; y ":51 B JOUR 2 : GRAVIDE
N\
»

>
o

[ECLOSION DES OEUFS | - Cycle d'Anophele femelle
& Cycle gonotrophique

Figure 6 : Cycle de vie d’un Anophelinae d’apres Knell 1991
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I1-2-1 Phase aquatique

La phase aquatique comporte trois stades successifs : l'ceuf, la larve et la nymphe. La
durée du développement larvaire dépend de la température de 1'eau et de la disponibilité en
nourriture. Plus la température est €élevée, plus le développement est rapide (OMS, 2003).
Apres accouplement, 'anophéle femelle pond des lots de cent a cent cinquante ceufs qui sont
déposés isolément a la surface de I'eau. Ils sont plus ou moins ovoides, mesurant en moyenne
0,6 a 0,8 mm de longueur et pourvus latéralement de flotteurs leur permettant de conserver
une position horizontale. Leur éclosion libére une larve de stade I qui mesure environ 1 mm.
Aprés un a deux jours, elle mue et devient une larve de stade II, suivi du troisiéme et
quatrieme stade, a intervalle de deux jours environ. Les larves des anopheles sont dépourvues
de siphons respiratoires et se tiennent parallélement a la surface de l'eau. Les larves se
nourrissent de microparticules. La durée de vie larvaire varie entre 7 et 20 jours en fonction
des especes et suivant les conditions du milieu. Elle peut étre réduite ou allongée par les
conditions défavorables (Holstein. 1949). La larve de stade IV donne naissance a une nymphe
en forme de virgule qui reste généralement a la surface de 1I’eau mais plonge des qu'elle est
dérangée en déployant et reployant brusquement l'abdomen terminé par deux palettes
natatoires. Au moment de l'émergence de l'adulte, la cuticule se fend longitudinalement.

L'adulte se gonfle d'air et s'extrait de I'exuvie a la surface de 1'eau (figure 7).

— Abhdomen —— Céphalothorax -

A" G

Trompettes
respiratoires

Figure 7 : Schéma d’une nymphe d’anophele

(Source : http://www.eid-med.org/fr/moustique/moustigbiologiecentre.htm)

13-




Revue bibliographique

II-2-2 Phase aérienne

Apres quelques jours de vie nymphale, la cuticule du céphalothorax de la nymphe
mature se fracture dorsalement et laisse sortir I’adulte ou « imago » hors de I’eau en libérant
successivement les différentes parties de son corps: thorax, téte, antennes, ailes, trompe,

pattes, abdomen. Cette émergence ne dure que quelques minutes.
L’adulte de 1’anophéle est pourvu de (figure 8):

- une téte portant deux gros yeux composés, une paire d'antennes de quinze articles a
soies nombreuses et longues chez le male, rares et courtes chez la femelle. La trompe, ou
proboscis, est formée d'une piéce buccale particuliere, le labium, formant une gouttiére souple
entourant les autres pieces buccales vulnérantes chez la femelle: I'hypopharynx, Ces
caractéristiques morphologiques permettent dans le méme temps a I'anophéle femelle, lors de
la piqlire, d'ingérer un volumineux repas sanguin et d'injecter avec sa salive le stade infectant
(sporozoite) du Plasmodium. Deux palpes maxillaires, dont la longueur et la forme varient
avec le genre et le sexe, se situent de part et d’autre de la trompe. Les anophéeles se
caractérisent par des palpes dont la longueur est égale a la trompe. Ceci est vraies pour les 2

sexes mais chez les males, elles sont ronflées a leur extrémité et couvertes de poils.

- un thorax est formé de trois segments, portant chacun une paire de pattes dont le
premier est réduit. C'est sur le second, trés développé et renfermant de puissants muscles
alaires, que s'insére une paire d'ailes. Sur le troisiéme est placée une paire d'haltéres, ou
balanciers, qui sont 'homologue d'une paire d'ailes postérieures atrophiées, et qui joue un role
dans I'équilibration du vol. Les six pattes, longues et graciles, sont formées de neuf articles.
Les ailes présentent de nombreuses écailles claires et sombres : leur arrangement sur le rebord

costal est caractéristique des anopheles.

- un abdomen est constitué¢ de dix segments, dont sept sont bien visibles. Chaque
segment est constitu¢ d'une plaque chitineuse dorsale et d'une plaque ventrale reliée par une
membrane qui autorise la dilatation de I'abdomen lors de la prise d'un repas de sang et lors de
I'¢laboration de la ponte dans les ovaires. Les trois derniers segments portent I'anus et les

appendices génitaux (ou génitalia).
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Thorax - /“?\*?&

Antenne

5/:_(""" V4 Abdomen
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V
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Figure 8: Principales parties morphologiques d'un adulte femelle d’Anopheles, d’apres

Holstein, 1949 (Carnevale & Robert., 2009)

L’adulte se repose pendant 10 a 24 heures dans un gite de repos (végétation,
termitiere, rocher...) avant de s'envoler. Ce temps est nécessaire pour le durcissement de la
cuticule et I'achévement du développement des organes sexuels chez le male (Mouchet et al,
2004). Les adultes males et femelles se nourrissent de sucs d’origine végétale mais seules les
femelles sont hématophages. Apres 24 a 48 heures de vie adulte, la femelle va a la recherche
de son premier repas sanguin. Elle a besoin de sang comme source de protéines pour le
développement et la maturation de ses ceufs. La ponte a lieu en général 3 jours apres le repas

sanguin ; la femelle peut alors prendre un nouveau repas de sang.
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Les femelles d’anopheles s'accouplent généralement une seule fois et conservent le
sperme dans les spermathéques, tout au long de leur vie, pour féconder tous les lots d'ceufs
successifs. Elles ont besoin d'un repas sanguin pour porter les ceufs a maturation. Le premier
repas sanguin est pris entre le troisieme et le sixieme jour. Apres chaque repas de sang, la
femelle se repose dans un abri jusqu'au développement complet des ceufs (cycle

gonotrophique).
I1-3 Ethologie et écologie des anophéeles
a- Recherche de I’hote

Outre les facteurs qui contrdlent la faim chez les insectes, il existe des stimuli
spécifiques qui guident les moustiques vers leurs hotes, ces stimuli d’attraction varient avec

les especes de sorte que chacune d’entre elles manifeste des préférences trophiques.

Les principaux stimuli permettant le repérage des proies sont: les courants de
convection provoqués par la respiration de la proie, les odeurs corporelles (acide lactique) et
le dioxyde de carbone (CO2) émis, la chaleur, I’humidité relative, les couleurs et les
mouvements. L ouie est également utilisée par le moustique pour repérer sa cible (Maurille,

2005).
b- Choix de I’hote

L’hote préférentiel est le type d’hdte qui est le plus fréquemment attaqué par une
espece donnée. La plupart des especes ont été classées comme zoophiles ou anthrophiles,
suivant quelles s’attaquent de fagon prédominante aux animaux ou a I’homme. Aucune espece
n’est exclusivement anthropophile et les especes hautement anthropophiles sont trés peu
nombreuses. Aprés leur repas sanguin, les anopheles femelles doivent trouver un endroit
favorable pour se reposer et digérer le sang: soit a l'intérieur des maisons, elles sont dites
endophiles ; soit a l'extérieur des maisons dans toute une série d'abris naturels, elles sont alors
dites exophiles. L’exophilie peut étre obligatoire (choix impossible) ou facultative (choix
possible) ; elle est prédéterminée lorsque les moustiques se nourrissent a I’extérieur et évitent
d’entrer dans les maisons ou bien lorsqu’ils piquent a I’intérieur, puis s’échappent avant le
lever du jour pour se réfugier dans la nature. Les anophéles endophages piquent a ’intérieur

des maisons et des étables.
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I1I- LES ANOPHELES DU MAROC ET DE L’ALGERIE
ITI-1 Les anophéles du Maroc

Au Maroc, les premiers travaux réalisés sur les anopheles, vecteurs du paludisme, remontent
au début du XX° siécle. En effet, le premier inventaire des espéces anophéliennes a été établi
par Gaud et al. (1949). 1l a été actualis¢ par Guy (1963) apres 1’addition d’An. d’thali aux huit
especes initialement inventoriées. Quarante et un ans plus tard, Trari et al (2004) ont publié la
liste des moustiques du Maroc y compris celle des anopheles qui comprenait les neuf especes

déja publiées par Guy (1963).

Faraj et al., (2010) ont actualisé cette liste en ajoutant An. petragnani au 9 espéces
déja connues (tableau 1). A cette date, dix especes d’anopheles sont signalées au Maroc; six

du sous-genre Anopheles et quatre du sous-genre Cellia :

Tableau I. 2: Les espéces anophéliennes signalées au Maroc (Faraj et al., 2010)

sous-genre Anopheles Meigen, 1818 sous-genre Cellia Theobald, 1902
»  An. algeriensis Theobald, 1903, = An. cinereus Theobald, 1901,
»  An. claviger s.s Meigen, 1804, = An. d’thali Pallon, 1905,
= An. labranchiae Falleroni, 1926, = An. multicolor Cambouli, 1902,

»  An. marteri marteri Sénevet et Prunelle, 1927, An. sergentii Theobald, 1907.
»  An. petragnani Del Vecchio 1939,

= An. ziemanni Gruenberg, 1902 .

Selon Faraj et al., (2010), An. labranchiae, An. cinereus, An. sergentii, et An. claviger
s.l., sont les especes les plus fréquentes. An. d’thali et An. marteri, sont des espéces peu
fréquentes. An. algeriensis et An. multicolor sont reconnus comme des especes rares et An.
ziemmani est une especes qui a disparue des récoltes. Ces mémes auteurs ont effectu¢ une
mise au point sur la systématique, la distribution géographique et la compétence vectorielle de
toutes les especes recensées sur la base de récentes études écologiques et moléculaires (figure

9).
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An. marteri An. cinereus

An. d’thali An. sergentii An. Ziemanni

Figure 9: Carte de distribution des principaux anopheles du Maroc
(Source : http://bioinfo-prod.mpl.ird.fr/identiciels/culmed/html/taxa/index.html)
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I11-2 Les anopheles de I’ Algérie

L'anophélisme en Algérie a été trés bien étudié a la fin des années soixante (Holstein,

1970), puis en 1983 avant l'ouverture de la route transsaharienne (Ramsdale et De Zulueta,
1983).

En effet, la faune anophélienne algérienne était variée. De nombreuses espéces
appartenant a plusieurs genres et sous-genres vivent dans de vastes régions du territoire
(Senevet et Andarelli, 1956 ; Viegas, 1978). Parmi les principales espéces anophéliennes
décrites a cette époque sont : An. dthali (Therir, Béchar, sud du pays), An. hispaniola (toute
I'Algérie), An. labranchiae (nord de 1’Algérie), An. multicolor (toute 1'Algérie), An.
rhodesiensis rupicolus (Iherir et Amais), An. rufipes broussesi (Iherir et Djanet), An. sergentii
(toute 1'Algérie) et An. algeriensis (Batna, au nord-est de 1I'Algérie) (Ramsdale et De Zulueta,
1983). Récemment, Hammadi et al, donnent en 2009, une revue sur la répartition

géographique des espéces sahariennes dont la plupart ont été inventoriées par Ramsdale et De
Zulueta, (1983)( figure 10).

2 An. labranchiae

® An. ispaniola

- An. rufipes Drovssist

® _An. ritodesiensis rpicolus

m An. multicolor
[ An. sergenti

A 4n. athari
® An. gambiae

=
Ouargia (46)

Timimoune ( 35)

Reggane (8)
=

.:;

‘ anuruun <
e /S

Tin Zaouatine (30)

( ) Le chifve correspond an nombre de cas de paludisme autochitone
enregistré enfre 1980 ef 2007 dans les foyers corespondant

Figure 10 : L'anophélisme en Algérie (Hammadi ez al., 2009)
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IV- PRINCIPAUX GROUPES D’ESPECES ANOPHELIENNES VECTRICES DANS

LE MONDESur 484 especes du genre Anopheles répandus dans le monde, seule une

soixantaine peut transmettre le paludisme, et une vingtaine sont a l'origine de la majorité des

cas.

Les biogéographes ont divisé la planéte en 6 régions, d'apres la répartition des especes

animales et végétales, et ils ont été amenés a créer des sous régions pour rendre compte des

différences au sein de certaines régions (tableau 2).

Tableau 2: Les principaux anopheles impliqués dans la transmission des plasmodies

humaines (Harbach, 2004)

Régions Sous régions Vecteurs principaux Vecteurs
secondaires
Néarctique Amérique au nord du Mexique An. quadrimaculatus, An. Alloimanus
An freeborni
Néotropicale Amérique centrale et Caraibes An. Darlingi An. Aquasalis
Amérique du sud An.albimanus An. aztecus
An. pseudopunctipennis An. punctimacula
An. aquasalis An. argyritarsis ~ An. bellator, An. cruzi
Paléarctique Eurasie septentrionale et tempérée An. atroparvus An.sacharovi An.sinensis
Méditerranée orientale An.sergenti An.messae
Asie mineure An. sacharovi An. pulcherrimus
Nord de la peninsule arabique An. superpictus An. multicolor
Afrique du nord et Sahara septentrional An. stephensi
An. labranchiae An. sergenti An. multicolor
Plateau iranien An. sacharovi An. culicifacies
An. Stephensi, An. superpictus An. annularis
Orientale Péninsule indienne An. culicifacies An. stephensi An. annularis
An fluviatilis An. dirus An. varuna
An. philippiniensis An.
Péninsule indochinoise et Malaisie minimus
An. sundaicus An. minimus An. sinensis
Chine centre et sud An. dirus An. Maculates, An. jeyporiensis
An. letifer
An. Minimus, An. Dirus, An. An. jeyporiensis
Indonésie (sauf Nelle- Anthropophagus, An. sinensis An. pattoni
Guinée et Molluques)
Philippines An. aconitus An. balabacensis
An. Sundaicus, An. jlavirostris An. barbirostris
An. littoralis
Australienne  Australie Nelle-Guinée Vanuatu, Mélanésie An. Farauti, An. punctulatus An. koliensis
Afrotropicale Afrique au sud du Sahara, Madagascar, An. gambiae An. Pharoensis
An. arabiensis An. coustanti
sud-ouest de la péninsule arabique An. funestus, An. moucheti An. An. paludis
nili An. Hargreavesi

An. melas, An. merus
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V- LE GROUPE PALEARCTIQUE D’ANOPHELES MACULIPENNIS
V-1 Historique et taxonomie

Anopheles maculipennis a été décrit et nommé pour la premiére fois a partir des
¢chantillons collectés en Allemagne en 1818 (Meigen, 1818 ; White, 1978). L’histoire de ce
complexe est étroitement liée avec celle du paludisme, en 1897 Ronald Ross, médecin
britannique de 1’armée des Indes, montre que la transmission du paludisme des oiseaux se fait
par un moustique. Peu apres, Giovanni Batista Grassi montrera qu'il en de méme pour le
paludisme humain, transmis par [’anoph¢le femelle. Dirigé par ce scientifique, une équipe de
chercheurs italiens, qui comprenait Bignami et Bastianelli, avait collecté les moustiques An.
claviger et les a nourrit avec du sang de patients paludéens. Le cycle sporogonique complet de
P. falciparum, P. vivax et P. malariae a été démontré. En 1899, les moustiques infectés en se
nourrissant sur un patient a Rome ont été envoyés a Londres, ou ils se sont nourrit sur deux
bénévoles, qui ont tous les deux développés le paludisme tierce bénin. (Grassi et al., 1899).
Suite a ces découvertes, plusieurs critiques ont ét¢ émises par Ross dont les plus connues
¢taient d’une part 1’absence du paludisme dans des régions a forte densité d’anopheles, un
phénomeéne qui était connu sous le nom « anophélisme sans paludisme » (Hackette,
1934,1937) et d'autre part, la disparition de la maladie dans des zones d’endémie en Europe

avec présence de fortes densités d’anopheles sans aucun effort d’éradication (Fatini, 1994).

Le probléme du paludisme en Europe a été largement étudié jusqu’a la fin de la
premicre guerre mondiale, lors du retour des soldats infectés qui ont conduit a des épidémies
locales a travers le continent, inversement aucun cas du paludisme n’a été signalé dans les
autres régions malgré la présence abondante d’Anopheles maculipennis (Linton et al., 2003).
Cette découverte a poussé les chercheurs a déduire que le probléme n’était pas la présence du
phénomene d’anophélisme sans paludisme mais la présence d’Anopheles maculipennis sans la
présence de la maladie. Ceci a incité les chercheurs a s’intéresser de plus en plus a ce
complexe. Cependant, Stepphens et Christophers (1906) ont montré que les différentes
especes d’anopheles n’ont pas la méme importance dans la transmission du paludisme. Ainsi,
il a été découvert qu’il y a une différence dans la biologie et le comportement des populations

dans différentes régions :
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= les larves sont limitées aux eaux douces alors que d'autres vivent dans les eaux
saumatres ;
= la découverte des races anthropophiles et zoophiles ;
. . . , .
= une différence dans le comportement et I'accouplement (eurygamie, sténogamie) de

certaines populations ont été également observé (Becker et al., 2003).

Ces études épidémiologiques se poursuivaient jusqu’a 1926, ou Falleroni a découvert
deux types d’ceufs, les uns foncés a taches noires et barrées transversalement aux extrémités
subapicales, les autres plus pales, ornés seulement de taches noiratres. Les ceufs foncés
“barrés” sont ceux d’An. maculipennnis « var » messeae (race fréquente dans les régions non
impaludées), les ceufs pales étant ceux d’An. maculipennis « var » labranchiae, variété
fréquente dans les régions impaludées (Falleroni, 1926 ; Hackett et al, 1932). Au méme
temps, les travaux de biométrie de Van Thiel (1927) ont montré qu’il existait deux formes de
longueur d’ailes. Ce résultat a été confirmé par De Buck, Schoute et Swellengrebel (1930-
1932). La forme microptére est anthropophile, se nourrit occasionnellement en hivers. Elle est
issue surtout des larves vivant en eau saumatre ; les femelles accumulent dans les conditions
naturelles d’hibernation des réserves dans les tissus gras (dissociation gonotrophique de
Swellengrebel, (1929) au lieu de marir leurs ceufs. La forme macroptére est issue de larves
vivant en eau douce ; les femelles passent I’hiver dans les étables en état de repos complet, ne
manifestant aucune activité de pigiire. La découverte de deux espéces voisines donnant lieu a
la dénomination de la forme microptére An. maculipennis « var » atroparvus van Thiel 1927,
et permit I’explication de I’épidémiologie du paludisme en Hollande : la variété atroparvus

anthropophile est la seule en cause comme vecteur du paludisme (Grenier, 1960).

Missiroli et al., (1933) ont désigné et caractéris€ cinq «variétés» d'Anopheles
maculipennis qui n’ont pas la méme habilité de transmettre le parasite: basilei, messeae,
atroparvus, labranchiae et elutus. C’est ainsi, qu’entre 1934 et 1936, de nombreux auteurs ont
confirmé la présence du complexe Anopheles maculipennis comme une espeéce formée par
plusieurs entités différentes avec des différences dans les capacités vectorielles (Hackett,
1934). Par conséquent, trois nouvelles "variétés" ou "" biotypes d'An. maculipennis ont été
décrites par Roubaud et ses collaborateurs: falax (Roubaud, 1934) de Normandie ; sicaulti
(Roubaud, 1935) du Maroc et cambournaci du Portugal (Roubaud & Treillard, 1936). D’autres
variétés ont été décrites notamment la variété melanoon dont la répartition géographique est
limitée au nord de I’Italie, la région du Strasbourg, et la cote nord-est de I’Espagne (Hackett et

Missiroli, 1935). De méme, la «variété» subalpinus a été signalée en Espagne, au nord-ouest
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de I’'ltalie, en Albanie et en Macédoine (Hackett et Lewis, 1935). Par la suite, Missiroli
(1935) a identifié la nouvelle «variété» pergusae du lac Pergusa, en Sicile, il a conclu que les
ceufs sont des exemples aberrants de la forme commune de /abranchiae en Sicile. Ainsi, en
1936, cambournaci a été reconnu comme une variété proche d’An atroparvus avec une petite
différence dans les ceufs et le comportement (Roubaud et Treillard, 1936). Toutefois, les
travaux de Hackett, Martini et Missiroli (1932 a 1935) conduisirent a la reconnaissance de
cinq “races”, dont certaines furent mises ultérieurement en synonymie, la race d’ceufs barrés
de Falleroni (1932) correspondant a la forme type (¢2ypicus de Hackett et Missiroli, 1935). On
aboutit ainsi a la liste suivante des races et variétés du complexe : An. maculipennis
maculipennis Meigen 1918 (= typicus Hackett et Missiroli 1935), An. maculipennis messeae
Falleroni 1926 ; An. maculipennis atroparuus Van Thiel 1927 ; An. maculipennis labranchiae

Falleroni 1926 ; An. sacharovi Favre 1903.

Bates (1940) a proposé¢ une nouvelle classification du complexe Anopheles
maculipennis dans la région paléarctique. Il a divisé le groupe en cinq especes différentes:
An. maculipenni s.s, An. messeae Falleroni, 1926, An. melanoon avec deux sous-especes,
(An.melanoon melanoon Hackett, 1935 et An. subalpinus melanoon Hackett et Lewis, 1935)
An. labranchiae avec également deux sous-especes, (4An. labranchiae labranchiae et An.
labranchiae atroparvus), et An. sacharovi Favr, 1903. Toutefois, d’autres travaux
scientifiques ont aboutit a une révision de la taxonomie et la nomenclature du groupe
Anopheles maculipennis (Bates 1940 ; Senevet et Andarelli, 1956 ; Rioux et al., 1959 ; Guy et
al., 1976 ; White, 1978). Ces ¢études se basent sur des critéres et des techniques variées
notamment les critéres morphologiques approfondies, les études des croisements et en fin des
méthodes cytogénétiques (Frizzi 1947a). Ainsi, les études de croisements expérimentaux ont
contribué¢ de fagon remarquable a 1’émiettement de ’espéce maculipennis (Grenier, 1960)
comme le montrent les résultats qui en découlent : certaines “races” ont des comportements
différents au cours de I’accouplement: “#ypicus >, messeae, subalpinus, sacharovi ne peuvent
s’accoupler dans un espace réduit (eurygamie de Roubaud) contrairement a 1’atroparvus et
labranchiae qui peuvent s’accoupler en espace réduit (sténogamie de Roubaud), labranchiae

et seulement dans certaines conditions d’éclairement.

Par ailleurs ces résultats démontrent que certaines “formes” sont sexuellement isolées :
confrontés avec les données fournies par 1’éthologie (Roubaud), 1I’écologie (Missiroli) et la

biométrie (Bates et Hackett, 1939), ils conduisent a admettre 1’individualisation de véritables
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especes. Ils reconnaissent ainsi trois especes dans le complexe : An. maculipennis, An.

labranchiae, An. sacharovi.

La liste des espéces du complexe a été établie par Bates et ses collaborateurs (in
Boyd, 1949). Dans cette liste certaines formes sont considérées comme des sous-especes,
d’autres comme des espéces jumelles (« cryptic-species » de Bates) Cette classification est
similaire a celle établie par Stone et al. 1959 et dont les membres sont : An. maculipennis
Meigen 1818 ; An. maculipennis messae Falieroni 1926; An. maculipennis melanoon Hackett
1934 (= An. melanoon Hacket et Missiroli 1935: dont An. maculipennis subalpinus Hackett et
Lewis 1935 est synonyme (= An. melanoon subalpinus Hackett et Lewis 1935). An. sacharovi
Favre 1903 ; An. labranchiae labranchiae Falleroni 1926 ; An. labranchiae atroparvus van

Thiel 1927.

Par ailleurs, I’introduction des méthodes cytogénétiques a largement contribuée a
I’identification des différents types et variétés du complexe maculipennis et a la
compréhension de certains aspects obscures quant a la répartition géographique de certaines
especes (Frizzi, 1956; Rioux et Ruffié, 1957; Postiglione et al, 1970 ; Novikov et Alekseev,
1989). Ainsi, Frizzi (1947a) a mené des études sur les chromosomes salivaires des larves en
prenant 1’arrangement d’An. atroparvus comme témoin “standard” et a dressé la carte
chromosomique spécifique a chaque espéce y compris les hybrides obtenus a la suite des
croisements expérimentaux. C’est ainsi qu’il a décrit pour la premicre fois la carte
chromosomique d'une espeéce de moustique, An. Atroparvus et a établi les caractéristiques
chromosomiques des autres anopheles notamment d'An. labranchiae, An. elutus, An. typicus,
An. messeae et An. subalpinus (Frizzi 1947b, 1953). L’interprétation de ces données montre
que les cartes chromosomiques des différentes espeéces présentent des différences
relativement minimes avec un appariement des chromosomes chez les hybrides. Les boucles
d’inversion sont bien définies d’une espece a 1’autre alors que les bandes sont similaires dans
les autres parties chromosomiques. Par ailleurs, ces études cytogénétiques (Frizzi ,1951)
viennent affirmer les résultats obtenus par les deux équipes de Bates, Beklemishev et la Face
qui stipulent que le complexe maculipennis de la zone paléarctique représente un ensemble de
cinq especes jumelles et deux sous-especes : An. labranchiae labranchiae Fall.: An. messae
Fall; An. maculipennis (typicus) Meigen ; An. subalpinus subalpinus Hackett et Lewis ; An.

sacharovi Favre (Grjebine et al., 1976).

Toutefois, les techniques cytogénétiques, bien qu’elles permettent 1’établissement des

bandes chromosomiques des différentes espéces du groupe maculipennis, présentent des
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limites et seraient insuffisantes pour la différenciation des espéces et par conséquent ne
peuvent étre utilisées comme instrument d'identification standard. En effet, deux groupes
d'espéces peuvent présenter les mémes bandes chromosomiques (homosequentiels) comme
c’est le cas d’atroparvus-labranchiae-sicaulti (White, 1981 ; De Zulueta et al., 1983) et
maculipennis-subalpinus-melanoon (Rioux et al., 1959). La mise en place de nouvelles
méthodes et critéres de différenciation semble étre primordiale. C’est ainsi que 1’observation
des chromosomes polythénes a permit 1’identification d’une nouvelle espéce du groupe An.
beklemishevi, a ¢t¢ identifiée principalement grace a l'observation des chromosomes
polythénes par Stegnii et Kabanova 1978. L’introduction de nouvelles techniques fiables et
complémentaires aux techniques préalablement citées a permit une révision majeur de la
taxonomie et la nomenclature du complexe Anopheles maculipennis (White 1978). Ce dernier
a divisé¢ le complexe en neuf especes jumelles dont : An. atroparvus,; An. beklemishevi; An.
labranchiae; An. maculipennis; An. martinius, An. melanoon; An. messeae; An. sacharovi et
An. sicaulti. Sur la base des preuves disponibles, white proposait la résurrection des deux
especes (martinius et sicaulti) et la suppression comme synonymes possibles de beklemishevi
et messeae, alexandraeshingarevi, lewisi et selengesis. Cette dernicre suggestion a été ignorée
et selon les suppléments du catalogue des moustiques du monde (Ward, 1984; Gaffican et
Ward, 1985; Ward, 1992) selengensis est effectivement considéré comme synonyme a An.
lewisi, qui maintient son statut d'espéce, et alexandraeshingarevi un synonyme junior de /’An.

maculipennis.

Vers le début des années 1980, une autre technique d'analyse, électrophorése des
isoenzymes, a contribué¢ a des changements significatifs dans la taxonomie du groupe
maculipennis. Bullini et al., (1980) ont révélé la présence d’une nouvelle forme d’An.
subalpinus et considerent An. sicaulti comme une "variété géographique» d'An. labranchiae.
Ces résultats ont ¢été¢ soutenus par Cianchi et al, (1981), qui ont montré l'existence des
preuves enzymatiques compatibles avec l'isolement reproducteur entre les populations

sympatriques d’An. subalpinus et An. melanoon.

De nouvelles méthodes moléculaires basées sur l'amplification de I'ITS2 (internal
transcribed spacers) ont vu le jour. Les premieres €tudes étaient basées sur 1’utilisation des
amorces des génes ITS2 de I’ADN ribosomial (Proft et al., 1999). Elles s’appuient sur les
différences interspécifiques dans les séquences ITS2 et la mobilité relative des hétéroduplexes
formés entre une séquence connue ITS2 et I'ADN ribosomial inconnu. Les résultats émanant

de ces études sont treés prometteuses et ont permit l'identification de six especes jumelles: An.
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atroparvus, An. labranchiae, An. maculipennis, An. messeae, An. melanoon, An. sacharovi
(Romi et al., 2000). Ces résultats n’ont pas été affirmés par Marinucci et al., (1999) qui ont
déterminé la séquence du géne ITS2 de I’ADNr des sept espeéces du complexe maculipennis.
Les résultats de leurs études ont montré un polymorphisme intraspecifique faible et une

relation phylogénétique entre les différents membres du complexe.

L’introduction de la PCR comme méthode d’identification génétique a apporté des
réponses claires et a nettement améliorée les connaissances relatives a la taxonomie du groupe
Maculipennis. Ainsi, Linton ef al. (2002a), ont développé une variante de la PCR dite PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism). L'analyse
des séquences obtenues par amplification de la région ITS2 de I’ADN a permit une
caractérisation fine et compléte des différents membres du complexe maculipennis avec
l'identification d’An. atroparvus, An. maculipennis, An. messeae, An. sacharovi, An.
melanoon / subalpinus. d'An. subalpinus et An. melanoon. Ces deux derniéres especes étaient
jusqu’alors non différenciables (conspécificité). En suivant la méme approche scientifique et
grace au séquencgage de la région ITS2 de ’ADN ribosomiale des moustiques collectés des
provinces d’Iran, Sedaghat et al., (2003a), ont identifié¢ une nouvelle espece du complexe. I
s’agit d’An. persiensis ; une espece qui ressemble morphologiquement a d'autres espéces du
membre d’An. maculipennis, notamment An. martinius et An. sacharovi. Bien qu’elle soit
différente du point de vu morphologique, le séquencgage de la région ITS2 de I’ADN nucléaire
a permis de distinguer cette espéce des autres membres du complexe maculipennis. An.
Persiensis est plus proche d’An. martinius (93,2% de similitude) que An. sacharovi (85,7% de
similarité).

En outre, un nouveau membre du complexe a été identifi¢ en 2004 nommé An. daciae
par Nicolescu et al. Il a été collect¢ dans la région cétiere de la mer Noire et les plaines
adjacentes a la riviere dans le sud du Danube en Roumanie. Il a ét¢ découvert a travers le
séquencage de la région ITS2 de I’ADNr. Cet anophele est génétiquement et
morphologiquement trés proche d’An. messeae, il a été souvent en sympatrie avec ce dernier
(Nicolescu et al., 2004). En 2005, An. artemievi a été décrite pour la premicre fois au
Kyrgyzstana par Gordeev et al.; en termes de morphologie, elle constitue 1’espece jumelle
d’An. sacharovi et An. martinius. Cependant [’analyse de la séquence de la région ITS2 de
I’ADNr a montré qu’elle est plus semblable a An. maculipennis, avec 91% d'homologie, et

An. martinius, avec 87% homologie avec (Gordeev et al., 2005).
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Aujourd’hui, le complexe Anopheles maculipennis est composé¢ de 12 espéces
Paléarctiques nommées An. artemievi, An. atroparvus, An. daciae, An. beklemishevi, An.
labranchiae, An. lewisi, An. maculipennis, An.martinius, An. melanoon, An. messeae, An.
persiensis et An. sacharovi (White 1978 ; Linton et al., 2002a, Boccolini et al., 2003 ;
Nicolescu et al., 2004 ; Sedaghat et al., 2003a ; Gordeyev et al., 2005).

V-2 Importance médicale et répartition géographique du complexe Anopheles

maculipennis

L’importance médicale du complexe Anopheles maculipennis réside dans le role
vecteur de ses especes dans la transmission du paludisme. Du point de vue répartition

géographique, chaque espeéce posséde un air de distribution bien délimitée:

* An. labranchiae, est une espéce principalement cotiere et limitée dans le sud de
I’Europe, la Croatie (Adamovic, 1984; 1986a), la France (Hackett et Missiroli, 1935; Coluzzi.
et Sabatini, 1995). Elle se trouve réparti le long de la Méditerranéenne occidentale, a 1'est
jusqu'a la Yougoslavie, au nord jusqu'aux Pyrénées et les Alpes, Corse et I’Afrique du Nord
(Grjebine et al., 1976 ; Becker et al., 2010)( figure 11). Elle est la principale espéce reconnue
comme vecteur du paludisme autour du bassin méditerranéen en occurrence au Maroc, au

Portugal, en Roumanie et en Italie.

* An. atroparvus vecteur responsable de la transmission du paludisme en Grande-
Bretagne, France, Hollande, Espagne et Portugal (Bates in Boyd 1949 ; Linton et al., 2002b).
Il est trés largement répandu sur le littoral méditerranéen, depuis la cote jusqu’a 1’étage
subalpin, (Rioux 1958). An. Atroparvus a une distribution inégale au nord et au centre de
I'Italie en traversant le sud-ouest de la Russie et la zone cétiere de la mer noire en Sibérie et la
Macédoine (figure 11). Cet anophele est toujours présente et maintient un risque de reprise de

la transmission du paludisme (Romi et al.,1997).
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D

Figure 11 : Distribution géographique d 'An. labranchiae (A), An. atroparvus (B), et

(C) An messae (D) An. sacharovi (Sinka et al., 2010)
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* An. sacharovi est une espece largement distribuée au sud de I’Europe et a ’est de
I’Asie y compris le nord de Tadjikistan (Keshishyan 1941) (figure 11). C’est une forme du
Proche-Orient qui se trouve en Europe dans les Balkans et sur la cote de 1'talie. Il est
considéré comme le vecteur le plus important du paludisme dans 1'ancienne Union soviétique,
les Balkans (Zahar, 1990), la Turquie et le nord de la Gréce (Hagjinicolaou et Betzios, 1973;
Ramsdale et Haas, 1978 ; Kasap, 1990 ; Ouzounis et Samanidou-Voyadjogou, 1993 ; Alten et
al., 2000). Il a ét¢ considéré comme vecteur potentiel de la maladie au sud d’Europe (Romi
et al, 1997; Ramsdale et Snow, 2000), en Eurasie, y compris le nord de I'Iran et sur son
plateau central (Jetten et Takken, 1994; Oshaghi ef al., 2003 ; Djadid et al, 2007) et en
Arménie (Romi et al., 2002) (figure 11).

* An. messeae est une espece continentale (Bates et Hackette, 1939) qui a été signalée
dans différentes régions du nord de I’Europe, 1’Europe centrale et le nord d’Asie (Grjebine et
al., 1976). Elle a été impliquée dans la résurgence du paludisme en Russie et en Ukraine
(Nikolaeva, 1996)( figure 11). Cet anoph¢le est considéré comme un vecteur du paludisme en
Europe de 1'Est, notamment en Roumanie, Russie et Asie occidentale (Zotta, 1938 ; Bruce-
Chwatt et De Zulueta, 1980; Nikolaeva, 1996), mais il n'est pas considéré comme un vecteur
au nord-ouest de 1'Europe (Jetten & Takken, 1994), ce moustique a été incriminé comme

vecteur secondaire dans les plaines de la Turquie (Alten et al., 2000).

* An. maculipennis a été rapportée comme vecteur secondaire en Turquie (Alten et
al., 2000) et comme vecteur principal du paludisme en Iran et sur le littoral de la mer
Caspienne (Jetten and Takken, 1994; Oshaghi et al., 2003). An. maculipennis s.s. couvre la
plus grande partie de I'Europe en occurrence au nord de I'Europe (Allemagne, France) au sud
de I’Espagne, la grande partie de la Russie, de la Scandinavie et le nord de 1'Asie centrale

(Grjebine, 1976 ; White, 1978) (figure 12).

* An. melanoon est un moustique largement réparti en : Europe du Sud (White, 1978),
et Asie centrale. Cette espéce a été trouvée en sympatrie avec An. maculipennis dans Burdur-
Karakoy, le nord des montagnes de Taurus (Akiner et Caglar, 2010), en Grece (Linton et al.,
2007), en Roumanie (Nicolescu et al, 2004), dans le sud de la France (Saliers ef al., 1978), la
France continentale et en Corse (Moussiegt, 1986; Schaftner, 1998)( figurel2). Toutefois,
Concernant An. melanoon, il n'existe aucune preuve montrant le réle de cet anophéle dans la

transmission du paludisme (Sedaghat et Harbach, 2005).
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An. lewisi

Figure 12 : distribution géographique d’An. melanoo, An. beklemishevi, An. lewisi,

An martinus et An. maculipennis ss

(Source : www.diptera- culicidae.Ocatch.com/subgenus_anopheles.html)
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* An. beklemishevi est espece endémique au nord de la Russie et les pays baltes
(white, 1978), dans le nord de la Sibérie, de la Suede et de la Finlande (Korvenkontio ef al.,
1979 ; Jaeson et al., 1986) et elle est également enregistrée dans plusieurs localités du sud de
la Finlande (Utrio 1979). Son aire de répartition se limite au Nord et a I’Est de 1’Europe
(figurel2). Jusqu’a présent, peu de données ont été rapportées sur la biologie et le
comportement d’An. beklemishevi. L’espéce n’a, tres probablement, joué¢ aucun role dans la

transmission du paludisme jusqu’a présent.

* An. persiensis est collect¢ seulement au nord de la mer Caspienne, et dans les
provinces de Gillan et Mazandéran en Iran (Sedghat er al., 2003). Cependant, il est
susceptible d'avoir une distribution beaucoup plus large, car il est trés fréquent dans ces
provinces. An. persiensis a été trouvé en sympatrie avec An. maculipennis dans la province de
Gilan, et avec An. maculipennis et An. sacharovi dans la province de Mazandaran. Cependant,
son implication dans la transmission du paludisme dans le nord de 1'Iran, qui a été attribué a

An. maculipennis, ne peut pas étre écartée (Sedaghat ez al., 2003a ; 2009).

* An. daciae a ¢té signalé sur la cote de la mer noir dans le sud de la Roumanie et en
Grande Bretagne (Nicolescu ef al., 2004 ; Linton et al., 2005). Toutefois, peu de recherches
ont été réalisées pour confirmer le statut d'An. daciae et éclaircir sa compétence vectorielle, la
survenance d'An. daciae dans une région donnée peut avoir un impact sur I'épidémiologie des

maladies transmises par les moustiques (Kronefeld et al., 2012).

*An. artemievi a ét¢ identifié dans Tienshan sur la base d’études morphologiques
cytogénétiques et moléculaires (Gordeev et al, 2008). Cet anophele est trouvé dans des
échantillons collecté en Turkménistan (Zvantsov ef al., 2010). Récemment, cette espece a été
retrouvée au nord du Tadjikistan a des altitudes allant jusqu'a 1200 m (Habirov et al., 2012).
An. artemievi est soupconné impliqué dans la transmission du paludisme dans la région de

Fergana en Russie.

Toutefois, jusqu’a présent, aucune donnée sur le role d’An. lewis et d’An. martinius
dans la transmission du paludisme n’a été signalé. An. lewis décrit pour la premiére fois en
Sibérie puis en Espagne, au nord de I’Italie et tout au long des Balkans (Bates ,1940) (figure
12) tandis que An. martinius a été décrite comme une nouvelle espéce d’anophele collectée au
Turkestan a Tashkent en Ouzbékistan. Récemment, An. martinus a été répertorié par Gordeev
et al., (2006) a partir des échantillons collectées de la riviere de la vallée d’Amudarya en

Russie (figure 12).
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VI- METHODES D’IDENTIFICATION DES ESPECES ANOPHELIENNES

L’identification précise des espeéces annopéliennes reste un probléme essentiel a
résoudre, pour une meilleure compréhension de leur réle potentiel dans la transmission du
paludisme ainsi que pour I’amélioration de 1’efficacité des stratégies de lutte antivectorielle
(Manguin et al., 2001). Des techniques essentiellement basées sur les différences
morphologiques, cytogénétiques, iso-enzymatiques et moléculaires ont été¢ développée pour

répondre a cet objectif.
VI-1 Méthodes morphologiques

Classiquement, I’identification des anopheles repose sur des caracteres
morphologiques et I’emploi de clefs de détermination établies pour chaque grande région
zoogéographique. La morpho-taxonomie classique, initialement compliquée par la nécessite
de la connaissance de la nomenclature des soies et des plaques, a recu un regain d’intérét avec
I’apport de l’informatique qui a permis la réalisation de CD-ROM, comme celui de la
détermination des anopheles d’Afrique tropicale (Hervy et al., 1998) et d’Europe (Schaffer et
al., 2001). Cette méthode bien qu’elle reste la méthode de base, elle ne s’applique

¢videmment pas aux especes jumelles.
VI -2 Méthodes cytogénétiques

Le principe de cette technique est basé sur 1’observation et I’étude des chromosomes
polythénes (Carnevale et Robert, 2009). Toutefois, cette méthode présente des contraintes
dont on peut citer : la contrainte de travailler sur des stades de développement spécifiques
frais, congelés ou fixés ; La non application de cette méthode chez tous les anopheles car
certains ne possédant pas de chromosomes polythénes avec des bandes distinctes (Hunt et al.,
1998 ; Somboon et al, 2001). Enfin, la préparation des chromosomes est longue et

fastidieuse, et la lecture des bandes requiert une grande expertise.
VI- 3 Méthodes iso-enzymatiques

Cette technique est basée sur la mobilité ¢éléctrophorétique de certaines enzymes due
au polymorphisme des séquences d’acides aminés. Ces différentes formes alléliques sont
appelées isoenzymes. Sur gel d’amidon ou d’acétate de cellulose, lors d’une électrophorése, a
un pH donné, ces alleles peuvent migrer différentiellement. Certains alleéles s’averent
spécifiques d’une espéce et peuvent étre utilisés comme marqueurs d’identification.
L'inconvénient de cette technique est qu'elle ne s'applique qu'a du matériel vivant ou congelé

a 1'état frais (Miles, 1979).
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VI -4 Méthodes moléculaires

Le développement des techniques d’amplification de I’ADN depuis les années 1990 a
pris le pas sur toutes les autres techniques d’identification d’espéces. Ceci est du a leur usage
facile, a leur sensibilité, fiabilité et leur rapidité. De plus, ces outils s’appliquent sur n’importe
quel stade de développement, utilisent des spécimens simplement conservés a 1’état sec ou
dans 1’éthanol.

VI-4-1 Principe de la PCR

La réaction PCR (Polymerase Chain Reaction) permet d'amplifier in vitro une région
spécifique d'un acide nucléique donné afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le détecter
et I’¢tudier.

Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication d’une matrice d’ADN
double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la
fin de chaque cycle servent de matrice pour le cycle suivant, ’amplification est donc
exponentielle.

a- Les réactifs de la PCR

Le mélange des différents réactifs de la PCR est appelé « master mix » ou mélange
réactionnel qui doit contenir :

» Les amorces ou oligonucléotides (primers), ce sont des polyméres nucléotidiques, de 10 a
30 paires de base de séquences spécifiques du géne a amplifier, capables de s’hybrider de
facon spécifique, grace a la complémentarité des bases, sur le brin d'ADN ou sur son brin
complémentaire.

» Une enzyme permettant la synthése des nouveaux brins d'ADN lors de l'amplification.
L'enzyme utilisée est la Thermus Aquaticus polymerase (Taq). Taq polymerase une ADN
polymérase thermorésistante extraite de la bactérie Thermus aquaticus. Sa température
optimale d'action est de 72°C et elle est capable de résister a des passages successifs a
95°C, ce qui a rendu possible I'automatisation de la procédure.

» 4 nucléotides: dGTP, dATP, dTTP, dCTP, appelés globalement dNTPs
(DésoxyNucléotides-Tri-Phosphates), qui sont les éléments de base utilisés par la Taq Pol
pour synthétiser les brins d'ADN complémentaires.

» MgCl, les ions magnésium sont importants dans la PCR, ils influent sur l'activité
enzymatique de la Taq.

» Un tampon: le tampon 10X est souvent utilisé, il contient en général du Tris-Cl, KCI,

(NH)2S04, MgC1, (15mM), pHS8.7.
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b- Principe de I'amplification

Une réaction de PCR correspond a la succession d'une trentaine de cycles comportant
chacun 3 étapes (figure 13):
Dénaturation : Séparation des brins de 1'échantillon d'ADN par chauffage entre 90°C et 95°C.
Hybridation : les amorces se fixent sur 'ADN monobrin a la température d'hybridation
requise (entre 55°C et 68°C).
Elongation : La Taq polymerase va synthétiser le brin complémentaire a partir de I'amorce en
utilisant les dNTP, ce qui permet de doubler I'ADN cible. Cette étape se déroule a 72°C.
Chaque cycle ainsi répété permet d'aboutir a un ADN cible multiplié exponentiellement par

2ne (n=nombre de cycles).

1 dénaturation 2 hybridation ADN-amorces 3 élongation
de I'ADH (amorgage) (ADN polymérase)

Figure 13: Schéma des étapes d’amplification par PCR (Thiele, 1990 ; Smyth, 1992).

c-L’électrophorése

Pour visualiser le résultat de I’amplification on procede a 1’¢électrophorése qui permet
la migration des bandes d’ADN dans un gel d’agarose selon leur poids moléculaire sous un

champ électrique.

L'utilisation de l'agarose permet d'induire un effet de tamisage moléculaire. A pH 7,
les acides nucléiques sont chargés négativement en raison des groupements phosphates: ils
migrent donc vers l'anode (€lectrode +) en fonction de leur poids moléculaire, plus le
fragment est petit, plus il migrera loin. L'addition de Bromure d'Ethidium (BET), produit
intercalant des bases nucléiques, directement dans le gel permettant de visualiser 'ADN en fin
d'¢lectrophorese. La taille des fragments d'ADN amplifiés est estimée grace a un marqueur de

taille présent sur le méme gel.
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VI-4-2 Différentes méthodes d’identification moléculaire
La biologie moléculaire s’est constamment enrichie d’une pléiade de techniques, dont
le point commun reste I’étape de la PCR. Parmi ces techniques les plus employées pour

I’identification du groupe d’anopheles. On peut citer les types suivants :

* La PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) comprend I’amplification du
géne suivie de sa digestion par une enzyme de restriction. L’identification des différents taxa
est faite grace au polymorphisme de la région d’ADN ciblée, révélée par 1’endonucléase, et

résultant en des profils de digestion différents.

* La PCR -SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) nécessite une deuxieme étape
de dénaturation par la chaleur des produits PCR, qui sont ensuite refroidis trés rapidement afin
de générer la formation de structures secondaires d’ADN monobrin. Ces formations migrent
de maniére différentielle en fonction de leur taille et de leur conformation, liées au

polymorphisme de la région ciblée.

* La PCR -AS (A Specific-PCR): La généralisation du séquencage partiel ou complet de
nombreux génomes a permis le développement de tests d’identification en une seule étape de
type allele - spécifique (AS-PCR ou PASA-PCR). C’est une technique la plus développée
actuellement, tres spécifique qui permet de tester rapidement un grand nombre de spécimens,

et méme si sa mise au point n’est pas toujours aisée.

* La PCR -RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA). L’identification aléatoire de
fragments spécifiques peut étre réalisée avec des amorces de type RAPD, décameétres (10
nucléotides) et arbitraires, c’est-a-dire provenant de différentes régions du génome. Cette
méthode a aussi été utilisée dans 1’analyse de génétique des populations et avec plus ou moins
de succeés pour [I’identification d’espéces cryptiques chez les anophéeles (Sucharit et

Komalamisra, 1997).

* La PCR-AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Un autre moyen de
sélectionner des fragments de type espece - spécifique pourrait étre I'utilisation des régions
criblées a partir de fragments AFLP. Le principe de base est I’amplification secondaire de
fragments de restriction de ’ADN génomique auxquels des adaptateurs, servant de sites
d’hybridation des amorces, ont été fixés. Deux amplifications sont nécessaires. La premiere,
universelle, amplifie tous les fragments de restriction. La seconde utilise des amorces ayant en

extrémité 3°, une base supplémentaire sélective.
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* La PCR-DAF (DNA amplification fingerprinting): cette technique utilise une amorce
unique et courte (environ 5 paires de bases) de séquence arbitraire, elle permet d'obtenir des
spectres d'ADN de complexité variable constituant I'empreinte digitale génétique d'un

spécimen donné.

* La PCR multiplex. Lorsque les amorces de plusieurs espeéces sont combinées dans une
méme réaction d’amplification, on parle alors de PCR multiplexe. Le principe de la PCR
multiplex est basé sur I’amplification, en un seul tube ou réaction, de plusieurs fragments
d’ADN différents (au moins deux) (Ameziane et al., 2006). Cette technique a pour avantage
de réduire le colit du test et de diminuer le temps d’exécution .Toutefois, Malgré sa spécificité
et sa sensibilité, la mise au point d’'une PCR multiplex est plus difficile qu’un PCR simplex,
cette difficulté est liée a tous les ingrédients nécessaire a la co-amplification multiple comme
les différents couples d’amorces qui, amplifiés ensemble peuvent étre a 1’origine de la
formation de bandes parasites fréquemment observés sur gel d’agarose lors de mise au point
non optimisées, Cependant, les contaminations constituent de sérieux handicaps pour
I’application de la PCR comme technique de routine.
* le Séquencgage de ’ADN
a-Définition

Le séquencage de ’ADN consiste a déterminer 1’ordre des nucléotides sur la molécule
d’ADN. C’est le niveau de résolution le plus élevé pour rechercher la présence de mutations
ponctuelles dans un géne. Les marqueurs nucléotidiques nucléaires (ITSI,ITS2,
microsatellites,...) et mitochondriaux (COI, COII, COIII, cytochrome b...)sont utilisés dans le
régne animal pour des études phylogénétiques, démographiques, biogéographiques et
phylogéographiques. Depuis 1977, la méthode a considérablement évolué¢ grace a la mise au
point de séquenceurs automatiques et de marquages des nucléotides a 1’aide de
fluorochromes. Elle est devenue aujourd’hui une technique rapide et fiable mais reste

néanmoins colteuse.

b- Marqueurs nucléotidiques

* ADN ribosomal
L’ADN ribosomal (ADNr) a été décrit comme étant une bonne base pour des ¢tudes
systématiques des complexes d’especes d’Anopheles, (Collins et Paskewitz, 1996). L’ADNr

est constitué de répétitions d’unités transcriptionnelles identiques entre elles. Chacune de ces
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unités est constituée de 3 régions codantes (18S, 5.8S et 28S) et de 2 régions non-codantes
appelées « Internal Transcribed Spacer » (ITS-1 et ITS-2).

Ces ITS 1 et 2 sont trés utilisés chez les moustiques vecteurs du paludisme pour
¢tudier les différences génétiques (Gentile et al, 2001, 2002) ; mais également pour la
caractérisation moléculaire en vue de diagnostic (Kengne et al., 2003; Linton et al., 2003;

Van Bortel et al., 2000).
* ADN mitochondriale

L’ADN (Acide Désoxyribo Nucléique) mitochondriale est considéré comme un
détenteur de I’information génétique impliquée dans les mécanismes héréditaires (Crick,
1970). Le génome mitochondrial présente plusieurs particularités qui en font un outil de choix
pour réaliser des identifications génétiques, des études de phylogénies ou de génétique de

populations sur des périodes relativement bréves. Parmi ces particularités on peut citer :

» D’ADN mitochondrial suit une hérédité cytoplasmique (ou non mendélienne). Les
mitochondries sont présentes en nombre variable dans le cytoplasme des cellules,

I’amplification des genes est ainsi facilitée.

» 1’ADN mitochondrial est caractérisé par I’absence de recombinaison (Olivio et al., 1983).
Etant donné que le génome mitochondrial est haploide, aucune recombinaison par

crossing-over n’intervient lors de la méiose

» L’abondance de I’ADN mitochondrial par cellule. Chaque cellule peut contenir jusqu’a
plusieurs milliers de mitochondries, elles-mémes renfermant entre 1 a 10 copies d’ADN

mitochondrial (Bogenhagen et Clayton, 1974).

» I’ADN mitochondrial (ADNmt) est plus polymorphe que I’ADN ribosomale. Les
mitochondries sont en grand nombre dans le génome, 1’amplification des geénes est ainsi
facilitée. L’héritabilit¢ du génome mitochondrial est maternelle et la recombinaison
absente (Simon et al., 1994 ; Hwang et Kim, 1999). Ainsi, I’ADN mitochondrial est
informatif sur I’histoire de la lignée matriarcale et peut permettre la mise au jour de
phénomenes d’introgression. Les génes mitochondriaux sont donc des marqueurs de choix

dans les phylogénies et sont utilises en phylogéographie.
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CHAPITRE I :
PRESENTATION DU MILIEU, MATERIELS ET METHODES

I- PRESENTATION DES REGIONS D’ETUDE

Plusieurs critéres ont été pris en compte pour le choix des régions d’études:
le passé épidémiologique de ces régions dans la transmission du paludisme, 1'existence d'un
grand nombre de sites potentiels de reproduction des moustiques et la présence d'une
population humaine trés mobile. Les données géographiques de chaque région sont présentées
dans le tableau 3.

I-1 Caractérisation moléculaire du complexe Anopheles maculipennis

I-1-1 Régions d’études au Maroc

Actuellement, le Maroc compte 16 régions rassemblant 75 préfectures ou provinces,
qui regroupent 1503 communes. Les informations sur nos 08 provinces d’étude marocaines et
01 algérienne (figure : 14 ; 15 et 16) sont rapportées dans les sites ci-dessous (1).

a- Province de Tétouan

La Province de Tétouan est située au Nord du Maroc. Elle est limitée au nord par les
préfectures de Fahs-Anjra et M’diq Fnideq, au sud par la Province de Larache et la Province
de Chefchaouen, a I’est par la Méditerranée et a 1’ouest par la Province de Tanger - Asilah. La
Province de Tétouan s’étend sur une superficie de 3067 km?. Sa population est de I’ordre de
517.339 habitants (RGPH, 2004). La Province de Tétouan possede un climat de type
méditerranéen, chaud et sec en été et frais et humide en hiver. La zone enregistre en général
un cumul pluvial annuel moyen d’environ 700 mm au niveau du littoral a plus de 2000 mm
dans les sommets montagneux.

b- Province de Tanger

Cette province est située a l'extrémité nord du pays, la ville est la principale porte du
Maroc sur I'Europe, dont elle est séparée par les 14 km du détroit de Gibraltar. La superficie
de la Province de Tanger est de 1.195 km? et la population s'élevait a 669 685 habitants
(RGPH, 2004). Tanger est aussi la seule ville qui donne sur I'Océan Atlantique et la mer
méditerranée. Le climat de Tanger est de type méditerranéen tempéré par l'influence
océanique et le souffle du chergui, présentant des saisons bien marquées : hiver doux et
humide, été tiede et sec, intersaisons modérément pluvieuses. Les précipitations sont

comprises entre 700 et 1000 mm par an.

1:http://www.apdn.ma/index.php?option=com content&view=article&id=99%3Afahs&catid=43%3 Acarte-geographique-
apdn&lang=fr)(http:/fr.wikipedia.org/wiki);(http://www.drars zz.gov.ma/files/Monographie_de la region Rabat Sale Zemmour Zear.pdf)

(www.ads.ma).
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Maroc

] Province de Tetouan
m Province de Tanger
L1 Province de Chefchaouen
® Province de Larache

® Province de Taza

] Province d'Al-Hoceima

(1 Province de Salé

(8] Province de Khémisset

Figure 14 : Les sites d’études au nord du Maroc
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c- Province de Larache

Cette province est située dans le nord du pays sur la cote de I'Atlantique. Elle est
limitée, au Nord par la Province de Tétouan et la Province de Tanger-Asila, au Sud par la
Province de Kenitra, a 1'Est par la Province de Chefchaouen et a 1'Ouest par 1'Océan
Atlantique. Sa superficie est de 2783 km?. La population de la province est de 472 386
habitants (RGPH 2004). La Province de Larache bénéficie d’un climat océanique caractérisé
par I’alternance d’une saison humide et fraiche, d’octobre a avril, et d’une saison un peu
chaude, de juin a septembre. La pluviométrie moyenne annuelle varie entre 800 et 1000 mm
et elle est concentrée dans sa quasi-totalité entre octobre et juin.

d- Province de Chefchaouen

Cette province est située au Nord-Ouest du Maroc sur la chaine rifaine, elle est limitée
au Nord par la mer méditerranée sur une longueur de 120 km, au Sud par les provinces de
Taounate et Sidi kacem, a I’Est par la province d’Al-Hoceima et a 1’Ouest par les provinces
de Tétouan et Larache. La Province de Chefchaouen s’étend sur une superficie de 4350
km? avec une densit¢ d’environ 121 habitants par Km? Sa population s’¢levait a 524
602 habitants (RGPH, 2004). Cette Province est caractérisée par trois variétés de climat:
climat typiquement méditerranéen dans la zone montagneuse, pluvieux et froid en hiver et
doux en été. Les précipitations y sont les plus importantes et varient entre 800 et 1 400 mm/an
atteignant parfois 2 000 mm/an. Un climat semi-aride qui domine la zone cotiére avec des
précipitations qui varient entre 300 et 400 mm/an et la zone sud est caractérisée par un climat

humide en hiver et sec en été avec des précipitations oscillant entre 900 et 1 300 mm/an.

e- Province de Salé

La province de Salé est situe dans la région Rabat-Salé-Zemmour-Zaér. Elle est située
sur le littoral atlantique du pays, sur la rive droite de I'embouchure du Bouregreg, en face de
Rabat. Elle est limitée a I’est par la province de Khémisset, au sud par la préfecture de Rabat,
a I’ouest par I’océan Atlantique et au nord par la province de Kenitra. La superficie de la
préfecture de salé est de 672 km? .Selon le recensement général de la population et de I'habitat
de 2004, la population de salé est un peu pres 800 000 habitants. Ce qui fait d'elle la deuxi¢me
ville la plus peuplée au Maroc apres Casablanca. Le climat est de type méditerranéen a
influence océanique, du fait de son emplacement sur la cote atlantique. Cette Province
appartient au domaine bioclimatique sub-humide avec des variations semi-arides et humides

La précipitation moyenne varie entre 500 et 600 mm/an.
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f- Province de Khémisset
La province de Khémisset fait partie de la zone économique centre ouest du Royaume.
Ses limites territoriales sont au Nord: la province de Kénitra et Sidi Kacem. A I’Ouest : la
wilaya de Rabat - Salé, a I’Est la wilaya de Mekneés et au Sud les provinces de Khouribga et
de Khénifra. Cette zone couvre une superficie de 7783 km3. La population est aux environs

de 105 088 (RGPH, 2004). En général, le climat de Khémisset est de type continental tres

chaud en été, assez froid en hiver. La pluviométrie se situe entre 400 et 600 mm /an.

Tableau 3 : Régions d’études et leurs coordonnées

Pays Provinces Secteurs Localités C,O ordonI}ees
géographiques
Algérie  El Tarf El Kala Douar Tonga 36°51°N, 08°30'E
Maroc  Chefchaouen Bab Berrad  Amzegane 34°55'N, 04°53'W
Khémisset Roumani Ait Hamousghir 33°17'N, 06°30'W
Larache Kasba, Beggara 35°11'N, 06°09'W
Laouamra Boucharen 35°07'N, 06°04'W
Taza Oued imlili ~ Hajeb, 34°13'N, 4°01'W
Oued imlili ~ Béni M'Tir 34°8'N, 4°21'W
Tanger Gzenaya Gzeina 35°46'N, 5°48'W
Chrada Badrouine =
Sefah 34°7'N, 4°24'W
Tétouan Oued Laou Chroda 35°23'N, 5°10'W
Tizgharite 35°23'N, 5°9'W
Al-Hoceima Ikaouen Azib Bouflou 33°49'N, 6°04'W
Salé Bouknadel Shoul 34°01'N, 6°50'W
g- Province de Taza

La province de Taza est bordée du Nord par la province d'Al Hoceima, au Nord-est par
la province de Nador, a l'est par la province de Taouirirt au Sud par celle de Boulmane et a
'Ouest par la province de Taounate et celle de Séfrou. La province de Taza se trouve sur une
superficie d’environ 7 101 km?. La population s’¢léve d’aprés le recensement de 2004 a 558
399 habitants. La province de Taza est régie par un climat tres diversifié ; le climat semi aride
regne dans la plus grande partie de sa superficie alors dans d’autres localités de la province
surtout des hautes altitudes, il y régne un climat subhumide ou humide. Les précipitations sont

de I’ordre de 600 mm/an en moyenne.
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Province de Al-Hoceima Province de Taza

Province de Larache

Province de Tanger Province de Tétouan

Province El Tarf

Figure 15: Photos des différents types gites larvaires ans les régions d’études
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h- Province d’Al-Hoceima

La province d’Al-Hoceima est située dans le Rif, chaine montagneuse du Maroc
méditerranéen. Il englobe les sites cotiers les mieux préservés de la cote nord marocaine, de
hautes falaises et l'arriere-pays montagneux du Rif. Elle est limitée a ’Ouest par Chefchaouen
et Taounate a I’Est par Nador, au Sud par Taza et par 120 km de cotes méditerranéennes au
Nord. Elle est géographiquement située au centre nord du Maroc sur le littoral méditerranéen,
avec une superficie de 3 550 km?. En 2004, d'apres le recensement elle comptait 55 357
habitants. Le climat de la province de d’Al-Hoceima est de type méditerranéen : étés secs et

chauds, hivers pluvieux et frais.

I-1- 2 Régions d’étude en Algérie
a- Province El tarf

La province d'El Tarf est située a l'extréme nord-est de 1'Algérie a la frontiere
tunisienne (figure 16). Elle est délimitée au nord, par la mer Méditerranée; a I'Est, par la
Tunisie ; au Sud, par la wilaya de Souk Ahras; au sud-est, par la wilaya de Guelma ; a
I'Ouest par la wilaya d'Annaba. Elle est d’une superficie de 3 339 km? avec 424 419 habitants
(1984). Cette région est caractérisée par un climat méditerranéen avec des €tés chauds et secs
(avril a octobre) et des hivers doux et humides (novembre a mars). Les précipitations

annuelles varient entre 600 et 800 mm.

Algérie - ‘ 1

® Province El Tarf

Figure 16: Le site d’étude en Algérie
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I-2 Caractérisation spatial d’An labranchiae dans la région de Larache

I-2-1 Lieux de collectes des anophéles

Notre étude transversale a été effectuée pendant la période d’été au cours des mois de
juin et juillet 2009. Les larves d’anophéles sont récoltées de 54 gites aquatiques appartenant a
25 localités a travers 10 secteurs de la province de Larache: Laouamra (35°4'N 6°5'E),
Zouada (35°3'N 6°3'E), Rissana chamalia (35°12'N 5°59'E), Rissana janoubia (35°10N
5°58'E), Bniarouss (35°18'N 5°37'E), Ayacha (35°23'N 5°53'E), Zaaroura (35°15'N 5°42'E),
Sahel (35°16'N 6°4'E), Souk tolba (35°4'N 5°51'E) et Souk Iquola (35°4'N 5°34'E) (figure 17
et 18). La distance estimée entre les gites et la ville de Larache est entre 10 et 120 km. Chaque
habitat larvaire a fait ’objet de 10 prélévements par la technique standard de prélévement
(WHO, 1975). Les sites ont été définis comme ayant soit une haute ou une basse densité
d'anopheles. Une fiche d’enquéte a été remplie au moment de prélévement des larves de ces
moustiques (Annexe 1). Sur le terrain les larves ont été conservées dans de 1’alcool a 70° et

transportées au laboratoire.

Pravinee de Larache

BXNIAROUSS
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{ Mearoc
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Figure 17: Régions d’étude avec les sites échantillonnés dans la province de

Larache mer méditerranéen
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II- ENQUETE ENTOMOLOGIQUE
II- 1 Techniques d’échantillonnage
II-1-1 Echantillonnage des adultes

L’échantillonnage est réalisé¢ par les pieges lumineux "CDC miniature light trap"
(Sudia et Chamberlain, 1962). Ces derniers se sont toujours montrés efficaces pour la capture

d’An labranchiae (Bailly choumara, 1973).
I1-1-2 Echantillonnage des larves

La récolte des les larves d’un gite se fait a I’aide d’une louche selon une procédure
standardisée pour estimer la densité larvaire (nombre de larves collectées par plongée de la

louche dans le gite).
L’équipement de base comprend (figure 18):

= une louche (environ 300 ml) de préférence de couleur blanche afin de mieux visualiser les
larves avec un manche assez long permettant facilement de s’approcher et de puiser a la

surface de I’eau ;

» un plateau de taille suffisante pour renverser le contenu de la louche de maniére a repérer

les larves, a les individualiser et a les compter ;

= des pipettes en plastique souple avec réservoir, type pasteurettes, pour prélever les larves

et les mettre dans des tubes ou pots en plastique pour les transférer;

= des flacons remplis d’alcool a 70%. Dans ce dernier cas, il faut prendre soin de ne pas

transvaser trop d’eau du gite dans 1’alcool.
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Figure 18 : Matériels de collecte des anophéles : a- collecte des anopheles adultes par les

pieéges lumineux b- collecte des larves d’anopheles a I’aide de la louche

II-2 Conditionnement des anophéles
I1-2-1 Conditionnement des moustiques adultes

Il est nécessaire de conditionner les moustiques adultes capturés, en vue de leur
transport et d’analyse ultérieure par des tests de biologie moléculaire.

Les moustiques, encore vivants dans leurs tubes de capture, peuvent étre tués au
congélateur ou a 1’aide de chloroforme.

Chaque moustique est identifié individuellement par un numéro unique, inscrit sur le
microtube (eppendorf 1,5 ml) contenant I’insecte, une couche de granulés dessiccateurs
(silicagel) au fond, et une mince couche de coton. Les microtubes sont ensuite conservés au
congélateur a -20°C.

I1-2-2 Conditionnement des larves

Les larves d’anophéles récoltées sont conservées dans des petits tubes plastiques de

transport contenant de 1’alcool éthylique a 70%. Nous avons seulement conservé les larves du

troisiéme et quatriéme stade pour une identification fiable.
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I1-3 Identification morphologique des échantillons

Les anophéles récoltés ont ét¢é montés sur les lames en vue d’identification
morphologique réalisée sous loupe binoculaire a 1’aide d’un logiciel d’identification des
moustiques de 1’ Afrique méditerranéen (Brhunes et al, 2000), Les étapes d’identification sont
les suivantes :
= détermination du sexe des moustiques pour ne retenir que les femelles ;
= détermination du genre de moustiques femelles.
= Les moustiques femelles de la sous famille Anophelinae sont ainsi séparés des femelles de

la sous famille Culicinae (genres Aedes, Culex...).

= détermination de I’espéce d’anophéle.

I1-4 Mesure des paramétres physico-chimiques des gites dans la région de
Larache

Les gites larvaires (rivieres, marécages et riziéres) (figure 19) ont été caractérisés
visuellement ou a 1’aide des appareils spécialisés (COMT SET, 3301/3401/ 3151, Germanie),
mesurant la conductivité, la turbidité, la quantité de 1’oxygeéne dissous et la salinité. Les
relevés de la température de 1’eau ont été effectués a I’aide d’un thermomeétre a colonne de
mercure gradué au 1/10°C. La profondeur a été mesurée a I’aide d’une barre graduée, divisée
en deux classes (< ou> 0,5 m). Le pH a été mesuré a ’aide d’un papier pH avec une précision
de 1/10°™. La turbidité a été mesurée avec un turbidimétre (Orbeco analytique du systéme
INC, (Nephelometric Turbidity Unit) et classée en 3 niveaux: Absence de turbidité, turbidité
moyenne et turbidité élevée. La couverture végétale a été évaluée visuellement par la
présence ou I’absence de plantes émergentes, la présence ou 1’absence d’algues filamenteuses.
La distance par rapport a 1’agglomération humaine a été estimée visuellement et catégorisée
en deux classes (< ou > 100m). L’identification et la classification des plantes a été réalisée au
niveau de I’institut scientifique de Rabat.

Les dix prélévements sont effectués au bord des gites. L habitat est considéré de forte
densité¢ quand les anophé¢les sont observés dans plus de cinq prélévements tandis que, le gite

est défini a faible densité quand I’anophele est observé dans moins de cing prélevements.
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Laouamra Laouamra Zouada

Souk Igola Zaaroura

Beni arousse Rissana chamalia Rissana janoubia

Figure 19 : les gites larvaires des différents secteurs de la région de Larache
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I1I- IDENTIFICATION MOLECULAIRE DU COMPLEXE MACULIPENNIS PAR
LA PCR MULTIPLEX

ITI-1 Origine des échantillons

Au cours de ce travail, nous avons analys¢ :

» 407 anophéles sous forme de larve et d’adulte appartenant au groupe Anopheles
maculipennis récoltés selon deux transects réalisés au cours de ’année 2007 et 2009 au
niveau de 8 provinces au Nord-Ouest du Maroc : Al- Hoceima, Tanger, Tétouan, Taza,
Chefchaouen, Khémisset, Salé et Larache.

» 629 larves d’anophéles appartenant au complexe maculipennis récoltées dans 54 gites

aquatiques de la région de Larache en 2009.
III- 2 Extraction d’ADN

Pour les anopheles adultes, I’ADN a été utilisé en incorporant directement les pattes
ou les ailes des moustiques dans le mélange réactionnel tandis que I’ADN génomique a été
extrait des larves d’anophéeles avec le kit DNeasy Tissue kit (TRIZOL) utilisé suivant le
protocole du fournisseur. Cet ADN est conservé ensuite a -20°C dans des tubes de 1,5 ml.

ITI-3 Amplification de I’ADN

I1I-3-1 Choix des amorces

La cible de I’amplification est un fragment appartenant a la séquence d’insertion ITS1
qui est une séquence spécifique du complexe Anopheles maculipennis. Ce protocole adapté
par Proft et al (1999) est capable de distinguer six membres du complexe An maculipennis sl
avec des amorces basées sur la variation de la séquence du internal transcribed spacer (ITS2)
de I’ADN ribosomale (ADNr): An. maculipennis s.s, An. atroparvus An. messeae, An.
melanoon, An. labranchiae et An. Sacharovi. lls sont caractérisées par la taille des amplifiants
de 410 pb, 117 pb, 305 pb, 224 pb, 374 pb et 180 pb respectivement (tableau 4).

Tableau 4 : Amorces utilisées pour I’amplification des ITS1 de I’ADNr du complexe
Anopheles maculipennis

Cibles Amorces Primer 5° — 3’ sequence Taille du
primer en pb

Amorce Antisens UN TGTGAACTGCAGGACACATG

universel

An. maculipennis s.s AMA ATTTGAGGCCCATGGGCTA 410

An. atroparvus AAT CGTTTGGCTTGGGTTATGA 117

An. messeae AMS GACGCCTCACGATGACCTT 305

An. melanoon AML TGCAAGTTGAAACCTGGGGC 224

An. labranchiae ALA GTATCTCTGCTGCTATGGTC 374

An. sacharovi ASA CAAGAGATGGATGTTTITACG 180
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I11-3-2 Préparation du milieu réactionnel
Les réactions d’amplification de I’ADN ont été conduites dans un volume total de
25ul. Les kits de PCR utilisés sont la Taq polymérase Eurogentec pour les anopheles adultes
et la Taq polymérase Promega pour les larves d’anoph¢les.
a- Les anophéles adultes
Le mélange réactionnel est réalisé tel qu’il est présenté dans le tableau 5. A ce
mélange réactionnel, on ajoute un échantillon : une patte ou aile d’anophéle.

Tableau 5 : Réaction d’amplification d’ADNr pour les anopheles adultes.

Réactifs Volume pour une seule réaction en pl

Tampon de PCR (5%) 5
MgCI2 (ImM) 1

dNTPs 0,5
Amorce universel (UN) 1
Primer AMA 1
Primer AAT 1
Primer AMS 1
Primer AML 1
Primer ALA 1
Primer ASA 1

Taq polymérase (5U/ul) 0,5
Eau bidistillée 11

Volume final 25

b- Les larves d’anopheles
Le mélange réactionnel est réalisé tel qu’il est présenté dans le tableau 6. A ce

mélange réactionnel, on ajoute un échantillon sous forme de I’ADN extrait des larves

d’anophéle.
Tableau 6: Réaction d’amplification d’ ADNr pour les larves d’anophéles
Réactifs Volume pour une seule réaction en pl
Tampon de PCR (10%) + MgCl (25mM) 5
dNTPs 0,5
Amorce universel (UN) 0,25
Primer AMA 0,25
Primer AAT 0,25
Primer AMS 0,25
Primer AML 0,25
Primer ALA 0,25
Primer ASA 0,25
Taq polymérase 0,125
Eau bidistillée 12,375
ADN 5
Volume final 25
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I1I-3-3 Programme d’amplification de I’ADN

a- Les anopheles adultes
L’amplification se fait a 1’aide d’un thermocycleur programmable a différentes

températures. Ce programme d’amplification est exécuté selon le programme du tableau 7.

Tableau 7 : Programme d’amplification de I’ADN pour les anoph¢les adultes

Stade Température en °C Temps Cycle
Dénaturation préliminaire 95 2 min 1
Dénaturation 95 20 sec 35
Hybridation 53 30 sec
Extension 72 1min
Extension final 72 6 min 1
Refroidissement 4 o

b— Les larves d’anophéles

Apres avoir placé les tubes dans un thermocycleur, le programme d’amplification est

exécuté selon trois étapes pendant 35 cycles (tableau 8).

Tableau 8 : Programme d’amplification de I’ADN pour les larves d’anophéles

Etapes Température en °C Temps Cycles
Dénaturation préliminaire 94 S min 1
Dénaturation 94 30s 35
Hybridation 55 30s
Extension 72 Imin
Extension final 72 7 min 1
Refroidissement 4 o0
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I11-4 Electrophorése sur gel d’agarose

a- Préparation du gel

Pour préparer le gel d'agarose 1,6%, on fait bouillir dans un ballon 1,6 g d’Agarose
dans 100 ml du tampon TBE 1%. On y ajoute 0,6 pul de bromure, on mélange trés bien et on
met le mélange dans une microonde jusqu’a solidification. Le gel est coulé dans la plaque en

verre destiné a I’¢électrophorése pendant 30 min jusqu’a solidification.

Sur un morceau de parafilm, ont été déposées 2 pul de bleu de charge qui permet de
maintenir 'ADN au fond du puits et de contrdler le front de migration. Ensuite, 7 pl de
chaque échantillon d'ADN amplifi¢ ont été prélevés et mélangés au bleu de charge puis

déposés au fond du puits.

Un marqueur de poids moléculaire (1000pb) est déposé¢ dans les deux puits a
I'extrémité du gel, et qui migrent parallelement a I’ADN de I’échantillon. Aussi, un témoin
négatif (ou 'ADN est remplacé par de 1'eau bi distillée) et un témoin positif (d'espeéce sous

forme d’ADN d’An. labranchiae) sont ajoutés pour contrdler la manipulation.
b- Migration

La migration est réalisée au moyen d’un générateur de courant sous un voltage de 85
Volts pendant 5 minutes puis a 70 Volts durant le reste de 1’¢lectrophorese. Celle-ci est

arrétée lorsque le témoin de migration atteint les trois-quarts de la longueur du gel (~1heure).
c- Lecture du gel

Une fois la migration est achevée, le gel est visualis¢ a 1’aide d’un transilluminateur
(Vilber louraut) a UV. Chaque fragment d'ADN amplifié donne une bande sur le gel. Les
différentes bandes obtenues sont comparées a celle des différents témoins. Ceci permet de
déterminer la taille des différents fragments d'ADN amplifiés. Si I’échantillon est négatif, il
n’y a aucune bande de migration. S’il est positif, on observe une bande de migration qui est a

la méme hauteur que celle du témoin positif.
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IV- SEQUENCAGE DE L’ADN MITOCHONDRIALE D’AN.LABRANCHIAE

IV - 1 Origine des échantillons
89 adultes d’Anopheles maculipennis sl collectés entre 2007 et 2008 au nord du Maroc et de
I’Algérie. 79 échantillons marocains proviennent de trois régions du nord : Chefchaouen,
Khémisset et Larache. Les 10 échantillons algériens proviennent de la province El Tarf, au
Nord-Est de I’ Algérie (a 20 kilometres de la fronticre tunisienne) collectés au mois de juin
2008. Cette partie du travail est réalisée dans le laboratoire de Systématique Moléculaire

(Natural History Museum) a Londres.
IV-2 Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN a partir des anophéles adultes a été effectuée en utilisant le
robot d'extraction d'ADN de QIAgen® BioSprint 96 et le kit de tissu d'ADN de QIAgen®

BioSprint 96, selon le protocole recommandé du fabricant, et élué en volume final de 10 pl.
I'V-3 Amplification de ’ADN
IV-3-1 Préparation du milieu réactionnel

Un fragment de 709 paire de bases (pb) du géne Cytochrome oxydase I mitochondrial
a été amplifié avec les amorces LCO1490 (5'- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG -3')
et HCO2198 (5' TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA -3") (Folmer et al, 1994). Les
PCR ont ét¢ conduites dans un volume réactionnel total de 10ul. la procédure suivie est

décrite dans le tableau 9.

Tableau 9 : Réaction d’amplification dans un volume de 10pl

Réactifs Volume pour une seule réaction en pl
Tampon de PCR (10%) 1
MgCl 25mM) 0,4
dNTPS 0,5
Primer F (10uM) 0,3
Primer R (10uM) 0,3
Taq polymérase 0,2
Eau bidistillée 6,3
ADN 1
Volume total 10
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IV-3-2 Programme d’amplification

Apres avoir placé les tubes dans un thermocycleur, le programme d’amplification est

exécuté selon le tableau 10.

Tableau 10 : Programme d’amplification de I’ADNm des anopheles adultes

Etapes Température en °C Temps Cycle
Dénaturation préliminaire 94 5 min 1
Dénaturation 94 30 min 34
Hybridation 48 30 sec
Elongation 72 45 sec
Elongation finale 72 5 min 1
Refroidissement 4 0

IV-4 Electrophorése

Deux microlitres du produit de la PCR, mélangés avec 2 pl du bleu de bromophénol.
Ils ont été visualisés sur des gels d'agarose de 1%, contenant 0.5 mg/ml de bromure
d'éthidium.

Des marqueurs de poids moléculaires connus sont déposés et migrent parallélement a
I’ADN de I’échantillon. Une image des bandes sur le gel est prise en I’exposant aux UV dans
la chambre noire. Apres avoir eu la photo du gel, le produit de la PCR est conserver a -20°C
dans un tube bien étiqueté pour une purification ultérieure.

IV-5 Purification

La purification permet 1’¢limination des sels, des amorces et des dNTPs qui sont
présents en exces dans le milieu réactionnel. Concrétement, huit microlitres (8ul) demeurant
du produit de la PCR ont été préparés en transférant dans un nouveau tube de PCR et en
ajoutant 0.5 pl d'ExoSAP-IT® et 1.5 pl de ’eau bidistillée (ddH20) par échantillon. Des
tubes ont été scellés, et placés dans un Thermocycleur ou les échantillons ont été incubés a
37°C pendant 30 min, puis a 80°C pendant 20 min.

IV- 6 Séquencgage

Apres le nettoyage de I’ADN, la concentration d'ADN a été mesurée en utilisant un
spectrophotomeétre NanoDrop™ 1000. Les réactions de séquengage ont été réalisées dans les
deux directions en utilisant le kit Big Dye Terminator (PE Applied Biosystems, Warrington,
en Angleterre). Les deux mélanges correspondant aux deux amorces sont utilisés dans un
volume final de 10 pl chacun: 1 pl d’amorce, 1 pl de Big Dye (Terminator Reaction Mix) et
3ul de tampon. Apres centrifugation, on ajoute 1 — 2 ng de I’ADN a séquencer dans chaque
tube, en séparant toujours les deux amorces. Pour chaque échantillon, deux tubes

correspondent aux deux types d’amorce.
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Le programme de séquengage se déroule comme suit: un cycle de 96°C pendant Smin,
suivi par 25 cycles de 96°C pendant 10 s, 50°C pendant 5 s et 60°C pendant 4min avec une

phase finale de conservation a 10°C.
IV-7 Analyse des données
IV-7-1 Alignement des séquences nucléotidiques

Une bonne analyse des séquences nucléotidiques obtenues est une étape essentielle
pour la fiabilité des résultats. La lecture et les corrections des séquences ont été faites sur un
séquenceur ABI 3730 (PE Applied Biosystems) au laboratoire de séquencage du Natural
History Museum a Londres, et les chromatogrammes résultants sont alignés en utilisant le

logiciel Sequencher™ version 4.8 (Genes Codes Corporation, Ann Arbor, Michigan, USA).

L'alignement de séquences est sans ambiguité et la génération de l'alignement de base
variable a été traitée dans le logiciel MEGA 4.0 (Tamura et al, 2007). La similarité avec des
séquences dans le GenBank a ¢été évaluée en utilisant le site FASTA search
(http:/www.ebi.ac.uk/fasta33/) et le Service d'identification (IDS) sur la base de données
Barcode of Life (BOLD) (http://www.boldsystems.org/views/idrequest.php). La divergence
des séquences par paires (en utilisant Kimura's 2- parameter (K2P), distance algorithmique),
la détermination de la diversité des haplotypes et des tests de Chi2 (X?) ont été calculées dans
le logiciel DnaSP 4.0 (Rozas et al, 2003). Les indices standard de variation génétique (nombre
de sites polymorphes, nombre de sites informatifs et de singletons, diversité haplotypiques

(Hd) ) ont été calculés par le logiciel DNAsp (Rozaset al, 2003).
IV-7-2 Reconstruction de la phylogénie des haplotypes

Afin d’estimer la fiabilité des branches internes, des méthodes statistiques sont utilisées, telles
que le bootstrapping. On considere généralement que les branches définies par une valeur de
bootstrap supérieure a 70 % sont fiables. Un arbre neighbour-joining (NJ) a été construit en
utilisant les distances K2P et les bootstrap de 10000 répétitions (matrices) de données, avec
graine aléatoire fixé a 70 189 dans MEGA 4.0 (Tamura et al, 2007). Les especes des groupes
externes (Outgroup) ont inclus ; An. atroparvus de [’Anglettere, An. melanoon de la Gréce et
An. maculipennis ss de I’Iran. Ces trois especes du groupe maculipennis sont déja rapportées
dans le Genbank sous les numéros d’accession suivant: An. atroparvus (Angleterre:
AF504237 et AF504238), An.melanoon (Grece: AF452391 et AF452392), An. maculipennis
ss (Iran: AY 137782 et AY137783).
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V. CARACTERISATION SPATIALE DES HABITATS AQUATIQUES DES LARVES
D’ANOPHELES DANS LA REGION DE LARACHE

V-1- Epidémiologie du paludisme autochtone dans la région de Larache

La province de Larache constituait un foyer actif du paludisme, ceci est di a plusieurs
facteurs tels que la présence de riziéres (principaux gites du vecteur), le mouvement de

population et la présence de porteurs de parasites (réservoirs).

Depuis le lancement du programme de lute contre le paludisme en 1965, la situation
épidémiologique du paludisme autochtone a Larache se caractérisait par une discontinuité de
la transmission locale. L’interruption définitive de la transmission a eu lieu dés I’année 1997

(Ministére de la santé, 2000).

Actuellement, la surveillance antipaludique a Larache se déploie conformément a la
stratification adaptée depuis la mise en place de la stratégie d’élimination du paludisme

autochtone (OMS, 2007).
V-2 Analyse statistique

Les données ont été réunies dans une matrice Excel et exploitées grace a des analyses
factorielles des correspondances multiples ou AFCM (Benzecri, 1973 ; Legendre, 1984).
Cette approche a permit la comparaison de la densité d’An. labranchiae par rapport aux
différents parameétres des stations (caractéristiques des stations). Les données ont été

analysées aussi par le logiciel Epi Info 2007 (version 3.4).

La matrice des données est un tableau a double entrée de 54 lignes représentant les
stations et de 14 colonnes représentant les descripteurs susceptibles d’orienter la répartition
des espéces anophéliennes. Les valeurs brutes des paramétres ont été représentées dans
I’Annexe 3. Les classes des différentes composantes quantitatives et qualitatives, respectives

aux différentes variables étudiées, sont réunies dans le tableau 11 ci-dessous
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Tableau 11 : limites des différentes composantes quantitatives et qualitatives respectives aux
différentes variables étudiées

Nature de la variable Nom de la variable Codes Limite de la classe sympbole de la classe
Quantitative Profondeur (cm) Pr <50 cm Pr0
> 50cm Prl
pH pH 6-7 PhO
8-9 Phl
Conductivité (pus/cm) Cd 267 -900 Cdo
901-2020 Cd1
Température (°C) T 26-29 TO
30-36 T1
Turbidité (NTU) Tr <100 Tr 0
100 -149 Tr1
>150 Tr2
Oxygene dissout (mg/1) Od 0-5,98 Ox0
5,99 - 10,58 Oxl
Salinité (g/1) Sa 0-0,3 Sa0
0,4-0,9 Sal
Distance aux agglomérations Dh <100m DhO
humaines (m)
> 100m Dhl
Qualitative Type de gite Tg Riziere Tg0
Marécages Tgl
Rivieres Tg2
Plantes émergentes Pem Présence Peml
Absence Pem0
Algues filamenteuses Af Présence Afl
Absence Af0
Type de plante Tp Pas de plante TpO
Oryza sativa Tpl
Typha Tp2
dominguensis
Nerium oleander Tp3
Nymphaea alba Tp4
Typha latifolia Tp5
Densité d’An. labranchiae Dal faible Dal0
élevée Dall
Densité d’An. cinerieus Dac faible Dac0
élevée Dacl
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VI- TECHNIQUE D’ELEVAGE

Les souches sauvages femelles d’An. labranchiae ont été capturée de la localité de
Boucharen, appartenant a la commune Laouamra qui se trouve a 18 km de la province de
Larache au nord du Maroc. Les anopheles femelles ont été capturés a I’aide du piege
lumineux CDC dans des écuries et a I’intérieur des maisons. Arrivées au laboratoire, les
femelles ont été mises dans des cages en tulle moustiquaire. Celles qui étaient dans un état
d’engorgement ont effectué¢ leurs pontes dans des boites de pétri, contenant du coton couvert
du papier filtre humide, mise a leur disposition.

VI-1 Insectarium

L’insectarium (figure 20) est composé d’une salle d’élevage dont une partie est
consacrée a 1’élevage des larves et I'autre moiti¢é a celle des adultes. L’insectarium est
maintenu a une température de 23 - 26°C avec un taux d’humidité de 80% - 90%, et une

alternance jour/nuit de 12 heures. Une variation lumineuse permet de stimuler le crépuscule.

Un support humide est placé dans la cage (cristallisoir d’eau + support de papier filtre)

Figure 20: Photo montrant 1’élevage de 1’An. labranchiae au Laboratoire d’Entomologie

Meédicale, Institut National d’Hygiéne, Rabat
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VI-2 Elevage de groupe
a- Obtention et conservation des pontes

Les ceufs provenant de pontes des femelles sauvages sont mis en ¢levage en
insectarium. Ces ceufs d’anopheles ne supportent pas la dessiccation. Ils sont d’abord déposés
dans des pondoirs faits de papier filtre mouillés, ces ceufs sont récoltés tout les matins et

transférés dans des cristallisoirs de 20 cm de diamétre contenant de 1’eau distillée.

La température ambiante et ['humidité relative de la salle ont été relevées

quotidiennement. Nous avons noté¢ également la température de 1'eau d'incubation.
b- Obtention des larves

Dés I’éclosion des ceufs, les larves de stade 1 sont retirées a 1’aide d’un compte-goutte
et réparties par lots dans des plateaux blanc en matiere plastique de 9 cm de hauteur, 35cm de
longueur et de 25 cm de largeur numérotés et contenant 1,5 1 d’eau distillée. Ces derniers sont

rangés sur des étageres adaptées loin de toute contamination externe.
c- Obtention des nymphes

Les nymphes sont recueillies chaque matin a I'aide d'une pipette pasteur et placées
dans des béchers de 5 cm de hauteur et de 8 cm de diamétre a moitié¢ remplie d'eau distillée.
Elles sont déposées dans les cages des adultes. Chaque bécher a recu exclusivement les

nymphes d'un seul plateau.
d- Obtention des adultes

A I’émergence, les moustiques sont placés dans des cages de dimensions 30 x 30 cm ;
constitués d'une armature métallique soutenant des parois de tulle recouvertes de toile
moustiquaire. Une des faces du cadre ainsi recouvert comporte une ouverture pourvue d'une
manche permettant de faire passer les bras pour effectuer diverses manipulations a I’intérieur

de la cage.
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Nous avons réalisé pour les moustiques adultes deux types d'alimentation:

- Pour les males, une alimentation de maintien qui était constituée d'eau sucrée a 10 % de
saccharose. Nous avons imbibé de cette solution sucrée un coton et nous l'avons posé sur la

surface supérieure de la cage.

- Pour les femelles, En plus de I’alimentation du maintien, une alimentation au sang a été
réalisée sur poulet, une fois toutes les 48h. Le ventre du poulet presque dépourvu de plumes

¢tait placé au-dessus de la cage pour étre a la portée des moustiques.

Un cristallisoir contenant du papier filtre imbibé d’eau a été placé a I’intérieur de la

cage pour servir de pondoir.
e- Influence de la qualité et de la quantité de nourriture

Des larves de stade 1 ont été réparties dés 1’éclosion, dans 12 plateaux blancs

contenant chacun 1,5 litre d'eau distillée. Chaque plateau a recu 1 lot de 200 larves.

La nourriture employée pour ces larves est a base de poudre de Tetra Baby Fish Food
et de croquettes de viande pour chat, réduites en farine et finement tamisées a raison de 0,06g
pour les larves au stade 1 et 2 ; 0,12g pour le stade 3 et 4. Les plateaux contenant les larves
ont été recouvert d'un morceau de toile moustiquaire pour éviter des pontes éventuelles
d'autres moustiques. Nous avons procédé a des observations journaliéres jusqu'a 1'obtention

d'anophe¢les adultes.
VI- 3 Elevage individuel
a- Durée des stades larvaires

Cet ¢levage a été réalisé¢ dans 10 cristallisoirs de 11,5 cm de diamétre et 6 cm de

hauteur numérotés de 1 a 10, remplis au 3/4 d'eau distillée.

Des larves de stade 1 ont été placées des 1’éclosion dans les récipients a raison d'une
larve par récipient. Ces jeunes larves ont été nourries une fois par jour avec des croquettes de
viande pour chat, réduites en farine et finement tamisées. Nous avons noté quotidiennement

les différents stades larvaires. Ces larves ont été suivies jusqu'a 1'état d'imago.
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VI- 4 Exploitation des résultats
Les résultats ont été traités selon des paramétres biologiques suivants :
a- Taux d’éclosion (Te)
Nombre d’ceufs éclos

Te= x100
Nombre total d’ceufs

b- Taux de survie larvaire (Tsl)

Nombre de larves de stade IV
Tsl= x100
Nombre d’ceufs éclos

c- Taux de nymphose (Tn)
Nombre de nymphes obtenues

Tn= -—- x100
Nombre de larves de stade [V

d- Taux d'émergence (Tem)
Nombre d’adultes
Tem = --- - x100
Nombre total de nymphes

e- Taux d'inhibition de I'émergence (Tie)
Nombre de nymphes non écloses

Tie= -- x100
Nombre total de nymphes

f- Rendement pré-imaginal (Rpi)
Nombre de nymphes

Rpi = x100
Nombre d’ceufs éclos

g- Rendement global (Rg)
Nombre total d’adultes

Rg= x100
Nombre total d’ceufs pondus
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Résultats et Discussion

CHAPITRE II :
CARACTERISATION MOLECULAIRE DU COMPLEXE ANOPHELES
MACULIPENNIS

I-PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

En entomologie médicale « /’existence des complexes d’especes jumelles pose un tres
delicat probleme dans la mesure ou les capacités vectorielles de chacune d’entre elles peuvent
étre tres différentes, il est donc obligatoire de connaitre [’existence d’'un tel complexe et de
pouvoir identifier les espéeces qui le constituent » (Rodhain et Perez, 1985). Cette citation montre
tres bien le role des études moléculaires dans la compréhension de I’épidémiologie des maladies

vectorielles en général et du paludisme en particulier.

En effet, les progrés de la biologie moléculaire ont permis d’appuyer des études
morphologiques pour consolider des identifications difficiles. Ainsi, ’apport de cette discipline a
permis, entre autres, de développer des outils moléculaires permettant le diagnostic précis

d’especes au sein des complexes difficiles.

Anopheles maculipennis sl est 'un des complexes les plus compliqués de point de vue
taxonomique du régne animal, c’est le groupe le plus étudié car il inclus les vecteurs potentiels
du paludisme en Europe, depuis les Pays-Bas jusqu’au sud de I’ltalie, la Grece et la partie
européenne de I’U. R. S. S. (Guy et al., 1976) en passant par les pays maghrébins : Maroc et
Algérie.

Dans la région paléarctique, le groupe maculipennis se compose de 12 especes
morphologiquement trés proches qui sont: An. atroparvus, An. beklemishevi, An. labranchiae,
An. maculipennis ss, An.martinus, An. melanoon, An. messeae, An sacharovi, An persiensis, An.

daciae, An. lewisi et An. artemievi (White, 1978 ; Linton ef al, 2007 ; Sedaghat et al., 2003a).

Bien qu'dn. maculipennis ss, An. melanoon et An. messeae ont été impliqués comme
vecteurs principaux ou secondaires dans leurs aires de distributions respectives (Sedaghat et al.,
2003a ; Alten ef al., 2000 et Nikolaeva, 1996), les vecteurs An. sacharovi Favre (Hadjinicolaou
et Betzios, 1973 et Sedaghat et al, 2003b), An. atroparvus van Thiel (Jetten et Takken, 1994) et
An. labranchiae Falleroni (Sautet et Quilici, 1971; Romi, 1999 et Romi ef al.,, 2001) restent en
effet les especes les plus compétentes dans le groupe. An. labranchiae soupgonné étre le seul
membre africain du complexe Anopheles maculipennis. 11 est fortement abondant et répandu dans
les pays du Maghreb: le Maroc (Gaud, 1953 ; Guy, 1959; Guy, 1963 ; Benmansour et al., 1972 ;
Faraj et al., 2004), 'Algérie (Senevet et Andarelli, 1956 ; 1961) et la Tunisie (Krida et al., 1998;

Chahed et al., 2001).
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En Europe, la distribution d’An. labranchiae est principalement coti¢re et discontinue. Ce
vecteur est soupconné avoir colonisé le sud de I'Europe dans les temps historiques (Ramsdale et
Snow, 2000). Il a été rapporté de la Corse (Schaffner, 1998), de I’Italie continentale; de la
Sardaigne et la Sicile (Hackett et Missiroli, 1935 ; Coluzzi et Sabatini, 1995 ; Romi et al., 1997;
Romi, 1999) et de la Croatie (Adamovic et Paulus, 1985; Adamovic et Paulus, 1987). Malgré
qu’elle a été rapporté dans les provinces d'Alicante et de Murcie en Espagne méridionale durant
les années 50, cette espéce aurait disparu aujourd’hui (Blazquez et De Zulueta, 1980).
Cependant, elle a ét¢ récemment détectée, grace a I’utilisation des techniques de biologie

moléculaire, au nord de I’Iran (Djadid et al., 2007).

An. labranchiae a été décrite pour la premicre fois sur une série de spécimens dans le
marais Pontine de Rome en Italie (Falleroni, 1926). An atroparvus a été longtemps considérée
comme une sous-espece de An. labrachiae (Bats, 1940) jusqu'a ce que son statut d'espéce
distincte a été démontré (Bianchi, 1968). An labranchiae avait deux synonymes connus : An.
pergusiae Missiroli (localité: Lac Pergusa, province d'Enna, Sicile) et An. sicaulti Roubaud
(localité proche de Rabat, Maroc). En se basant uniquement sur la morphologie des ceufs, An.
pergusiae a été initialement décrite comme une sous-espece d'An maculipennis (Missiroli, 1935).
Cing ans plus tard, ces espéces anopheliennes du complexe ont été considérées comme des
exemples atypiques d'An. labranchiae en se basant sur la morphologie des ceufs et les différences

comportementales des larves et des adultes de cette espéce (Bates, 1940 ; Roubaud, 1935).

Au Maroc, A4n. Sicaulti, a été¢ d'abord décrit comme une variét¢ d'An. maculipennis.
Roubaud (1935) a insisté sur le fait que les especes présentes au Maroc étaient distinctes de 1’ An.
labranchiae trouvé en Algérie, en Espagne et en Italie. Bates e al.,, (1940) a synonymisé An.
sicaulti avec An. labranchiae sans une explication adéquate. Dix ans plus tard, Romeo-viamonte
(1950) ont considéré dans leurs études sur les anopheles du Maroc, que An. Sicaulti est a la fois
une variété et une sous-espece d'An. labranchiae (Romeo Viamonte, 1950 ; Senevet et Andarelli,
1956). Toutefois, Guy et Holstein (1968) ont rapporté dans une étude plus approfondie sur le
statut de la forme marocaine de labranchiae que An. sicaulti n'était pas considéré comme une
espece distincte ou une sous-espece d'An. labranchiae, mais plutét un synonyme de celle-ci. Par
ailleurs, des études non publi¢es de Bailly-Choumara et Ramsdale (1973) (rapporté par White,
1978) ont soutenu les observations originales de Roubaud (1935) concernant la forme péle des
ceufs de Sicaulti au Maroc séparé de la forme sombre des ceufs de labranchiae en Algérie. Cette
¢évidente différence a été confirmée par l'infertilit¢ F1 entre An. atroparvus de I’ltalie et An.

labranchiae du Maroc et de 1'ltalie (White, 1978). Ceci a poussé White (1978) pour ressusciter.
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An. sicaulti de la synonymie avec [’An. labranchiae, et indique un néotype. Cependant, des
¢tudes ultérieures ¢électrophorétiques ont suggérées qu'dn. sicaulti représentait simplement des
différenciation au niveau des populations d'An. labranchiae (Bullini et al., 1980). Trois ans plus
tard, De Zulueta et al. (1983) ont publiés une étude approfondie sur la population de /’4n.
labranchiae du Maroc et ils ont montré que la morphologie des oeufs varie de la forme typiques
d’An sicaulti a la forme typique d’An labranchiae, mais que la plupart des ceufs étudiés (60,5%)
¢taient intermédiaires. Des formes typiques des chromosomes se sont avérés étre
homosequential. Cependant ce résultat reste sans aucune preuve ce qui a motivé les auteurs a

nouveau de proposer la synonymie d'An. sicaulti avec An. labranchiae.

Au Maroc, des études associé¢es d'allozyme ont indiqué que la divergence génétique était
basse entre An. labranchiae et la population prétendue d’An sicaulti (D=0.014), par conséquent

An. sicaulti représentait une variété géographique d'dn. labranchiae (De Zulueta et al., 1983).

L’utilit¢ d'un fragment d’ADN standardisé court du geéne de cytochrome oxydase
mitochondriale pour l'identification précise d'especes, a été pour la premicre fois préconisé par
Hebert et al. (2003), et depuis, il a ét¢ prouvé utile pour la délinéation d'especes dans un certain
nombre de taxons d'insecte (Hogg et Herbert, 2004; Ballet Armstrong, 2006 ; Hajibabaei et al.,
2006), incluant les moustiques (Cywinska et al., 2006 ; Kumar et al., 2007 ; Azari-Hamidian et
al., 2010 ; Ruiz et al., 2010 et Gonzalez et al., 2010). A ce jour, Aucune étude n’a été réalisée sur

le séquengage de I’ADN mitochondriale d’An labranchiae du Maroc et aussi de 1’ Algérie.

Notre objectif est de contribuer a la résolution des problémes d’identification du
complexe maculipennis. Dans cette optique, nous avons mené deux axes d’études, I’application
de la PCR multiplex pour I’identification du complexe Anopheles maculipennis au nord du

Maroc et I’¢tude de I’ADN mitochondriale d ’4n labranchiae au nord du Maroc et de I’ Algérie.

» Le premier axe d’étude s’intéresse a déterminer la composition du complexe maculipennis a

travers 1’étude de populations d’anopheles capturées dans le nord marocain.

» Et le second axe a pour but d’évaluer si les populations d ’An. labranchiae du nord du Maroc

et de I'Algérie existent comme une seule espece ou si elles sont génétiquement différentes.
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II- IDENTIFICATION MOLECULAIRE DU COMPLEXE ANOPHELES
MACULIPENNIS PAR LA PCR MULTIPLEX

Au total, 407 Anopheles maculipennis sl, récoltés entre 2007 et 2009 dans 8 provinces
appartenant au nord-ouest du Maroc, ont été identifiés par la PCR multiplex. Les résultats de

cette analyse ont révéle la présence d’une seule espece qui est An. labranchiae (tableau 12).

Tableau 12: Collection des anopheles dans les 8 provinces au nord du Maroc

Provinces Secteurs Localités Année de Nature de Nombre de Identification des
collecte I’échantillon specimens especes
collectées
El Houceima lkaouen Azib jro 2009 Larve 25 An. labranchiae
Azib bouflou 2009 Larve 17 An. labranchiae
Larve

Tanger Gzeinaya Gzeinaya 2009 28 An labranchiae
Chrada Badrouine 2009 Larve 10 An labranchiae
Sefah Larve 15 An labranchiae

i Larve .
Tétouan QOued law Chroda 2009 13 An labranchiae

Tizgharite Larve 15

Chefchaouen  Bab berrad Imizegane 2007 Adulte 8 An labranchiae
Larache Kasba Beggara 2007 Adulte 25 An labranchiae
Laouamra Boucharen 2007 Adulte 30 An labranchiae
2007 Adulte 100 An labranchiae
2009 Larve 80 An labranchiae
Taza Qued Amlil Oued Amlil 2007 Larve 10 An labranchiae
Salé Bouknadel Shoul 2009 Larve 9 An labranchiae
Khémisset Roumani Ait 2007 Adulte 22 An labranchiae

Hamousghir
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IT1I- SEQUENCAGE DE L’ADN MITOCHONDRIALE D’ANOPHELES LABRANCHIAE

Les fragments d’ADN mitochondrial (COI) ont été amplifiés a partir de 89 spécimens
dont 79 provenant du Maroc et 10 de 1'Algérie (tableau 13). L'alignement de 658 pb nucléotides a
montré que la composition moyenne des nucléotides était de 39,0% de T, 29,3% de A 16,6% de
G, et 15,1% de C (la richesse moyenne en AT = 68,3%).

Au sein de la séquence de 89 anopheles, 52 haplotypes uniques ont été détectés avec une
diversité d'haplotypes globale (HD) de 0,9402 (tableau 14). Treize haplotypes du COI sont
partagés par plus d'un individu - HI (n = 21; 19 du Maroc, 2 de 1'Algérie), H2 (n = 4; 4 du
Maroc), H3 (n = 4; 3 du Maroc, 1 de I’Algérie), H4 (n = 3; 3 du Maroc) et H5-13 (n = 2 chacun);
H5-7 ; 1 du Maroc, 1 de I’Algérie; H8-13, 2 du Maroc). Les 39 haplotypes restantes (H14-H52)

sont uniques (tableau 13, figure 21).
Tableau 13 : Détails de 89 especes d’An. labranchiae séquencées collectées

au Maroc et 1’Algérie

Pays Provinces (Secteurs, Nombre Numéro d’haplotypes
Localités) d’anopheles (fréquence)
(haplotype)
Maroc Chefchaouen, Bab Berrad, 303) 4,37,49
Amzegane
Khémisset, Roumani, Ait 22 (18) 1(5),2(2),4,6,8,9,10, 13,
Hamousghir 21, 25, 26, 27, 30, 31, 39, 40,
45
Larache, Kasba, Beggara 20 (15) 1(4), 3(2),9, 12, 22, 23, 28,
29, 32,41, 43, 44, 46, 50, 51
Larache, Laouamra, Boucharen 34 (23) 1(10), 2(2), 3, 4,5, 7, 8, 10,

11(2), 12, 13, 18, 19, 20, 24,
33,34, 35,36,42, 47,48, 52

Algérie El Tarf, El Kala, Douar Tonga 10 (9) 1(2),3,5,6,7, 14, 15,16, 17

Globalement, la comparaison de séquences (n = 89) par paires a révélé 49 mutations dans
46 bases (6,99%), avec une moyenne de différence nucléotides de 3.324 et une diversité des
nucléotides entre les individus est de 0,51%. Seize bases sont composées par une seule mutation
(Singleton), avec 30 étant la parcimonie informative. Parmi elles, trois bases ont présenté trois

variantes alors que les 27 restants ont seulement deux variantes (figure 21).
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1111131131222 22222223333333333334444444444445550660606660
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Figure 21: L'alignement de la séquence d’ADNmt COI (658 pb) pour 89 An. labranchiae ; le Maroc (n = 79) et
'Algérie (n = 10) et (52 haplotypes uniques), et les taxons outgroup au sein du groupe maculipennis: An. atroparvus
(n = 2), de I’Angleterre, An. maculipennis (n = 2) de I’'Iran et An. melanoon (n = 2) de la Gréce). Les localités pour
An. labranchiae sont: MCA: Maroc province Chefchaouen, Bab Berrad, Amzegane; MKR : Maroc, Province de
Khémisset, Roumani, Ait Hamousghir; MLK : Maroc, Province de Larache, Kasba, Beggara; MLL : Maroc,
Province de Larache, Laouamra, Boucharen ; ALG: Algérie, Province d’El Tarf, Douar Tonga.
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La recherche FASTA a révélé que I’haplotype du gene COI le plus proche d'An.
labranchiae est An. earlei (un membre néarctique du groupe maculipennis; Numéro d’accession
au GenBank est AF425843) a 94,7% d'homologie, le systtme IDS BOLD a révélé une forte
similarit¢ d'An. labranchiae (97,71%) a An. atroparvus en se basant sur les données de séquence

générées par le systeme MBI.

Pour tester si les populations d'An. labranchiae du Maroc et de I’Algérie sont
génétiquement distinctes, on a procédé a un groupement des spécimens par pays. Dans les
¢chantillons algériens, 13 sites polymorphes ont été¢ détectés, soit neuf haplotypes dans 10
individus, alors que 46 sites polymorphes ont été détectés dans I'échantillon plus large du Maroc,
avec 48 haplotypes détectés dans 79 especes (tableau 14). Malgré la différence dans le nombre
des échantillons testés, les valeurs de la diversité des haplotypes (HD) (Maroc: 0,93866; Algérie:
0,97778) et le nombre moyen de différences nucléotidiques (Maroc: 3,32684; Algérie: 3,35556)

¢taient remarquablement similaires.

Tableau 14: Tableau comparatif de la séquence du gene Cytochrome Oxydase sous unité [ (COI)
de la population d’An. labranchiae du nord du Maroc et de 1’ Algérie.

Résumé statistique Toutes les données Maroc Algérie
Nombre de séquences 89 79 10
Nombre de sites polymorphiques 46 46 13
Nombre total de mutations 49 49 14
Nombre d’haplotype 52 uniques haplotypes 48 9
La diversité d’haplotype 0.94025 0.93866 0.97778
Moyenne de la différence nucléotide 3.324 3.32684 3.35556
La diversité des nucléotides 0.00510 0.00506 0.00510
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En effet, la distance moyenne (K2P) par pairwise entre les populations du Maroc et celles
de I'Algérie était de 0,0051 ce qui est similaire a la distance moyenne globale de l'ensemble des
données, l'absence de différenciation entre les deux populations des deux pays. Mais ces résultats
reste statiquement non significatifs (p= 0,5817). Cela est en outre soutenu par les cinq haplotypes
du gene cytochrome oxydase I (COI) mitochondrial qui sont partagés entre les populations

marocaines et algériennes (H1, H3, HS, H6 et H7) (tableau 14).

L'arbre Neighbour-joining (NJ) (figure 22) indique clairement la présence d'une seule
espece, An. labranchiae, au Maroc et en Algérie. An. labranchiae a été le plus étroitement li¢ a
An. atroparvus, suivie par An. melanoon et An. maculipennis. En se basant sur leurs distances
génétiques et qui sont de 2,66%, 2,76% et 2,86% respectivement. An. atroparvus et An.
maculipennis étaient les plus génétiquement diversifiées, avec une distance moyenne génétique

de 3,12%. La variation moyenne intraspécifique pour An. labranchiae est 0.015%.

Les données de séquences d’ADNmt d’An. labranchiae sont disponibles dans le GenBank
sous les numéros d'accession suivants: (Algérie: HQ860403-HQ860412; Maroc: HQ860331-
HQ860402).
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Figure 22: Parbre Neighbour-Joining a été créé en utilisant la matrice de distance (K2P) de 89, An. labranchiae
(d'Algérie (n = 10) et le Maroc (n = 79)), et les taxons outgroup au sein du groupe maculipennis: An. atroparvus (n =
2), de I’Angleterre, An. maculipennis (n = 2) de I’Iran et An. melanoon (n = 2) de la Gréce). Les localités pour An.
labranchiae sont: MCA: Maroc, Province de Chefchaouen, Bab Berrad, Amzegane; MKR: Maroc, Province de
Khémisset, Roumani, Ait Hamousghir; MLK : Maroc, Province de Larache, Kasba, Beggara; MLL : Maroc,
Province de Larache, Laouamra, Boucharen. ALG: Algeria, Province d’El Tarf Douar Tonga.
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IV- DISCUSSION
IV-1 PCR multiplex

Plus de la moiti¢ des vecteurs du paludisme dans le monde comportent des espéces
isomorphes des complexes (Harbach, 2004; Foley et al., 2007). L'identification correcte des faxa
composants est essentielle pour le controle efficace des vecteurs, car certaines especes du

complexe sont considérées comme des vecteurs compétents.

Le choix de la PCR multiplex comme méthode de diagnostic moléculaire servant a
I’identification du complexe d’Anopheles maculipennis est dicté par sa rapidité, sa simplicité, sa
reproductibilité. Elle a été considérée comme outils fort pour 1’identification des insectes. En
effet, I’application de la PCR multiplex pour 407 especes, récoltées au nord ouest du Maroc, a
mis en évidence la présence d’une seule espéce An. labranchiae dans les différentes régions
¢tudiées a différentes périodes ; nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Faraj et al., en
2004 dans une étude préliminaire sur le complexe Maculipennis au Maroc (Faraj et al., 2004). En
se basant sur ces résultats, il est apparu clairement qu’An. labranchiae est le seul représentant du

complexe Maculipennis au nord du Maroc.
IV-2 Séquencgage de I’ADN mitochondrial

Malgré I’importance d’An labranchiae dans la transmission du paludisme, peu d’études
ont ét¢ réalisées sur l'analyse de son ADN a travers son aire géographique. Bien que 21
séquences d’ADN soient disponibles pour An. labranchiae dans le GenBank, elles sont toutes
représentantes de la région d’ADN ribosomiale nucléaire (ITS2). Les résultats obtenus dans notre
¢tude sont considérés comme les premicres séquences d'ADN mitochondriale pour An

labranchiae du Maroc et de I’ Algérie (Laboudi et al., 2011).

L’¢tude génétique de 89 échantillons d’An labranchiae, originaires du nord du Maroc et
de I’Algérie, au moyen de marqueurs mitochondriaux (COI) a permis [’identification
d’haplotypes identiques au sein des deux pays. La diversité génétique a I’intérieur des spécimens
provenant de 1'Algérie et du Maroc se sont avérés identiques (0.51%). Cette variabilité génétique
correspond clairement a la variation intra spécifique (Cywinska et al., 2006; Azari-Hamidian et
al., 2009 ; Ruiz et al., 2010; Gonzalez et al., 2010). Les résultats de notre travail rejettent
I’hypothese qui dit que les populations d’An. labranchiae sont génétiquement distinctes a travers
les montagnes de 1’Atlas (Roubaud, 1935 ; Bailly-Choumara et Ramsdale 1973, rapporté par
White, 1978 ; Laboudi et al, 2011), et soutiennent la synonymie d'dAn sicaulti avec An.

labranchiae comme elle a été proposée par De Zulueta et al (1983).
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Actuellement, le systeme MBI abrite des données de séquence d’ADN pour 463 especes

d'anophe¢les officiellement reconnues dans le monde (http://mosquito-taxonomic-inventory.info/).

La séquence de I’ADN mitochondriale du géne Cytochrome Oxydase I rapportée dans notre
travail présente une similarité¢ de 97,71% avec celle d’An. atroparvus, rapporté antérieurement
comme espece sceur d’An. labranchiae en se basant sur le séquengage de I’ADN ribosomale du

gene ITS2 (Marinucci ef al., 1999).

L’étude de la morphologie des ceufs a été largement considérée comme une méthode de
référence utilisée par les systématiciens pour [’identification des espeéces européennes
composantes du complexe Maculipennis (Hackett et Missiroli, 1935; Guy et al., 1976; Romi et
al., 2000). En effet, les ceufs d'dn. labranchiae montraient des variation de couleur, de motif et
du mode¢le chorionique avec des niveaux élevés (Roubaud, 1935; Bailly-Choumara et Ramsdale,
1973 non publiés, rapporté par White, 1978). An. melanoon et An. subalpinus ont été¢ considéré
depuis longtemps comme des espéces séparées. Cette hypothese est basée sur la morphologie
différente de leurs ceufs. Les ceufs d’An. subalpinus possédent une couleur gris, tachetés tandis
que ceux d’An. melanoon sont complétement noirs. Toutefois, I'analyse de la séquence d'ADN a
prouvé que les deux especes étaient effectivement des espéces conspécifiques, d'ou An.
subalpinus a été réduite a un synonyme d’An. melanoon (Linton et al., 2002 et Boccolini et al.,
2003). L'analyse de séquence d'ADN a également montré que les trois types d'ceufs
morphologiquement distincts d’An. stephensi Liston sont également des variantes différentes

d'une seule espece (Oshaghi et al., 2006 et Azari-hamidiens et al., 2010).

Au Maroc, An. labranchiae est une espéce trés ubiquiste qu’on retrouve sur les plaines
maritimes méditerranéennes et atlantiques, jusqu’au sud d’Agadir. Son aire de distribution
continentale recouvre pratiquement tout le territoire, englobant les chaines de montagne du Rif et
du Moyen-Atlas (Anfreville, 1916; Delanoe, 1917; Charrier, 1924; Seguy, 1930; Sicault et al.,
1935; Langeron, 1938; Callot, 1940; Ristocelli, 1946; Bonjean, 1947; Gaud, 1953; Guy, 1963;
Trari, 1991; Himmi, 1987; 1991; Faraj et al., 2010). Cette espece est tres dominante dans le nord-
ouest du Maroc avec des densités €levées, associ¢es a des zones de culture de riz (Gaud et al,,
1949), avec des pics durant le mois d'été qui correspond a la période d’irrigation des riziéres

(Faraj et al., 2008a).

En Algérie, An. labranchiae est la seule espéce connue du complexe Maculipennis
(Sergent, 1937, 1939; Senevet et Andarelli, 1961). Il est largement réparti dans la région nord de
I'Algérie aussi bien dans le littoral et les plaines que dans les régions de montagne. An.
labranchiae a été également trouvé dans le désert du Sahara, dans le petit village de Silet (Seguy,

cité par Senevet et Andarelli; 1956).
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Des ¢tudes antérieures réalisées sur les populations marocaines d'An. labranchiae (Faraj
et al., 2008b) ont montré la susceptibilité de cet insecte au propoxur, au fénitrothion, a la
perméthrine et sa résistance a divers degrés au DDT. Les essais moléculaires ont indiqué
I’absence de mutation de gene kdr et la résistance semble étre due a des mécanismes de

détoxication spécifiques au DDT (Faraj ef al., 2008b).

En conclusion, I’application de 1’outil PCR multiplexe a I’identification du groupe
Anopheles maculipennis nous a permis de conclure que la seule espéce reconnue de ce complexe
est An. labranchiae. D un autre coté, 1’étude de I’ADN mitochondriale d’An labranchiae est
importante puisqu’elle apporte des ¢léments nouveaux sur cette espéce, non seulement au Maroc

mais aussi en Algérie ou il n’y avait jamais eu d’études de séquencage de I’ADN mitochondriale.
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CHAPITRE 11 :

APPROCHE ECOLOGIQUE
D’ANOPHELES LABRANCHIAE
AU NORD DU MAROC : REGION DE LARACHE

I-PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

Au Maroc, jusqu’a la fin de la premic¢re moiti¢ du XX siecle, le paludisme représentait
encore a coté des autres maladies pestilentielles; typhus, peste, variole et fievre récurrente ; une
des grandes endémo-¢épidémies qui ravageaient le pays depuis des siecles. Il se présentait comme
une maladie endémique avec des poussées épidémiques estivo-automonales fréquentes. Ces
derniéres étaient fonction de I’'importance du réservoir de parasite et de la densité anophélienne.
Depuis le début des années vingt, les autorités sanitaires du pays avait fait de la lutte
antipaludique une priorité et c’est en 1965 qu’un programme de lutte contre cette maladie a été
lancé. A partir de 1999, le Maroc a adopté une nouvelle stratégie de lutte basée sur un ensemble
d’interventions et des campagnes de lutte par utilisation du DDT, le dépistage actif et le
traitement des cas. Cependant, on a assisté a une recrudescence du nombre de cas de paludisme

autochtones a P. vivax depuis 1’année 2002 pour arriver a zéro cas en 2004 (OMS, 2007).

Anopheles (Anopheles) labranchiae Falleroni, 1926 a toujours été considéré comme le
vecteur principal du paludisme au Maroc. Cette espéce qui colonise une trés grande partie du
pays trouvait sa zone de prédilection dans les plaines atlantiques au nord-ouest comme la région

de Larache ou elle constituait plus de 95 % du peuplement anophélien (Gaud et al., 1950).

Dans la province de Larache, ou notre étude a eu lieu, le paludisme a P. vivax était
endémique et transmis par An. labranchiae. Les derniers cas du paludisme autochtones ont été
signalés en 1997. Au-dela de cette année, aucun cas autochtone n’a été enregistré (Ministere de la
santé, 2007). Toutefois, des activités agricoles récentes dans la région de Larache telles que
l'irrigation et la culture du riz ont augmenté la densité des moustiques. Récemment, Faraj et al.,
2008 ont rapporté une forte abondance des larves d'An. labranchiae dans cette région, avec un
pic durant les mois d'été qui correspondent a la période d’irrigation des rizieres. Par conséquent,
cette région demeure un site potentiel a risque de transmission du paludisme. Ces observations
suggerent que les responsables du Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP)
doivent étre plus vigilants et constamment prét a évaluer la répartition spatiale et temporelle des

larves de moustiques.
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Par ailleurs, des études antérieures sur les gites de développement larvaire au Maroc ont
donné des informations importantes sur la biologie et I'écologie des espéces larvaires de
moustiques. En 1991, Trari a rapporté le role de la salinité et le pH de 1'eau sur 'apparition et la
distribution des larves de moustiques. En 1995, Louah a montré que le principal facteur de
l'apparition des larves de moustiques est la salinité de 1'eau ainsi que les facteurs humains tels que
l'utilisation des terres Himmi (2007) a mené des études temporelles sur les caractéristiques des
habitats aquatiques des Culicidés incluant les anopheles. Elle a rapporté que les plus importants
facteurs influencant la propagation des larves étaient la profondeur et la température du gite
larvaire. Malgré ces constatations, la relation entre les parameétres environnementaux et
l'abondance des larves de moustiques nécessite encore d'autres études pour mieux comprendre la

dynamique des gites larvaires du vecteur principal du paludisme au Maroc, An. labranchiae.

Cette étude a pour objectif de déterminer la caractérisation spatiale des habitats larvaires,
ainsi que la corrélation entre les facteurs environnementaux et la densité d’An. labranchiae

répartie dans différents gites de la région de Larache.
II- PROPORTION DES LARVES D’ANOPHELES COLLECTEES

Parmi 54 sites échantillonnés, 52% ¢étaient productifs de larves d'anopheles. Au total,
1145 larves d'anophéles ont été collectées, 829 appartiennent aux 3°™ et 4°™ stades larvaires et
316 appartiennent aux 1< et 2°™ stades larvaires. Le coefficient de corrélation entre les premiers
et les derniers stades larvaires était d'environ 1 (1> = 1, p <0,05). L'identification morphologique
des larves d’anopheles du troisieme et quatriéme stade larvaire, par l'utilisation de la microscopie
a révélé, que 76% (n = 629) appartenant au groupe An. maculipennis et les 24% restants (n =

200) ont été identifiés comme An. cinereus (tableau 15).

Tableau 15 : Le nombre total des larves d’anopheles du troisieéme et quatrieéme stade collectés

dans 10 secteurs de la province de Larache

Secteurs
Laoum Rissana  Rissana Beni souk Souk 0

ra zouada Janoubia Chamalia Ayacha aarouss Zaaroura - Sahel lgqoula  tolba Total %
Nombre degite 5 1 6 2 2 2 1 1 4 2 54
prospecté
Nombre
d’An. labranchiae 357 105 82 10 13 22 11 0 19 10 629 76
Nombre 0 0 33 15 12 66 24 0 26 24 200 24
d’An. Cinereus
Total 357 105 115 25 25 88 35 0 45 34 829
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III- IDENTIFICATION MOLECULAIRE DU COMPLEXE ANOPHELES
MACULIPENNIS

L’identification du complexe Anopheles maculipennis par la PCR multiplex a montré la
présence uniquement de I’espece An. labranchiae (figure 23). Cette derniere a été trouvée dans
tout type d'habitat prospecté. Cette espece €tait la plus prédominante dans les secteurs de
Laouamra et de Zouada proche de la ville de Larache et rare dans le nord restant des zones
d'étude (tableau 15). Bien que la productivité d 'An cinereus se trouve abondante dans les secteurs

de Beniarouse et de Rissana janoubia, cet anoph¢le n’est présent que dans les riviéres.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000pb  —_
500 pb

275pb —>

Figure 23 : Exemple du résultat de la PCR multiplex : 1 Marquer de taille, 2-11: échantilons,
12: controle négatif, 13 : contrdle positif
IV- ANALYSE MULTIVARIEES
IV-1 Corrélation entre les paramétres physico-chimiques

Le traitement de la matrice par Analyse factorielle des correspondances multiple
(PAFCM) (Annexe 2) fait apparaitre des valeurs propres et des pourcentages d’inertie pour les

premiers axes.

Les deux premiers axes descripteurs sont conservés et totalisent 45,36 % de 1’information
recueillie avec respectivement de 29,56 %, 15,80 % pour les axes de F1 et F2 (figure 24). Les
valeurs propres de ces deux axes (F1 et F2) sont élevées, en particulier celui du premier axe
(29,56 %) ; ceci implique une bonne diagonalisation des données sur chaque axe et indique un
assez recouvrement entre les stations et les espéces récoltées. Cette information est suffisante

pour ressortir les caractéristiques qui organisent la répartition des espéces dans ces stations.
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L’examen de la matrice de corrélation entre les variables révéle la présence d’un premier
ensemble de variables, constitué¢ de descripteurs bien corrélés entre eux. Il s’agit de la turbidité
(Tr)/type de gite (Tg) et le pH/Tr qui montrent une corrélation trés significative (Tableau 16).
Les autres ¢léments a savoir la profondeur (pr)/ la turbidité (Tr) a une corrélation moyennement

significative. Par contre, le reste des parametres ont des corrélations faiblement significatives.

Tableau 16 : Matrice de corrélation entre les variables étudiées

VARIABLES Tg Pr pH Tr Cd Od Sa Te Paf Pem Dh Dal

Tg 1,00

Pr 0,46 1,00

pH 0,14 0,52 1,00

Tr 0,52 041 0,69 1,00

Cd(us/cm) 0,15 042 0114 021 1,00

Od(mg/l) 0,04 -0,03 -0,01 0,15 046 1,00

Sa 0,37 0,26 008 0,13 047 035 1,00

T 0,07 026 0,08 0,07 006 -024 023 1,00

Paf 0,50 -0,03 -0,48 -0,01 -0,01 0,07 0,05 -0,09 1,00

Pem -0,35 -0,52 -045 -035 -029 -0,13 -0,31 -0,08 0,22 1,00

Dh 0,08 0,20 0,17 040 006 -0,03 -022 0,15 0,02 0,12 1,00
Dal 0,64 -0,62 -0,63 -0,70 -0,16 0,01 -0,26 -020 -0,02 0,39 -0,20 1,00

Par ailleurs, le tableau ci-dessus montre une association négative entre le type du gite
(Tg), le pH, la profondeur et la turbidité de I'eau et la densité d’An. laranchiae. D'autre part, la
présence des plantes émergentes (Pem) est 1égérement positivement associée a la densité d'An.

labranchiae
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IV-2 Corrélation entre les parametres physico-chimiques et environnementaux avec

la densité de larves d'anophéles

a- L’axe factoriel F1

En coordonnées positives plusieurs classes des différentes variables étudiées
particulierement la classe 0 de la profondeur (Pr0), la classe 0 de la turbidité (Tr0), la présence
des plantes émergentes (Peml) et le PhO. Ces variables sont fortement corrélées avec la densité
¢levée d'An. labranchiae (figure 24).

En coordonnées négatives plusieurs classes de variables contribuent a la constitution de
cet axe F1, les classes de profondeur (Prl) et I’absence des plantes émergentes (Pem0). Ces
variables sont associées avec la faible densité d'An. labranchiae.

Ce premier axe F1 montre un gradient croissant de la profondeur, du pH et de la turbidité

du coté positif vers le coté négatif de I’axe.

b- L'axe factoriel secondaire F2

En coordonnées positives plusieurs classes de variables particuliérement la classe 1 de
salinité (Sal) et la présence des algues filamenteuses (Afl). Ces deux variables sont en
corrélation étroite avec la forte densité d'An. cinereus,

En coordonnées négatives plusieurs classes de variables contribuent a la construction de
cet axe F2, a savoir les classes 0 de la salinité (Sa0) et la classe 2 de la turbidité (Tr2)

Nous pouvons dire que ce deuxiéme axe montre deux gradients a savoir :

» Un gradient croissant de salinité croissant du coté négatif vers le coté positive
» Deux autres gradients, la turbidité qui est croissante du coté positif vers le coté négatif de cet

axe.
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Figure 24: Approche graphique de I’AFCM des paramétres physicochimiques et la densité des
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I'V-3 Distribution spatiale des larves d’anopheles

L’AFCM réalisée entre la densit¢ des larves d'anopheles et le type de gite a montré
qu’'An. labranchiae est fortement associée avec les rizicres et que An. cinereus est associ¢ a des
cours d'eau (rivieres), tandis que les marécages ont montré la présence des deux especes avec des

densités faibles (Figure 25).
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Figure 25 : Distribution des habitats aquatiques avec la densité des especes récoltées sur le plan
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V- DISCUSSION

V-1 Les anophéles récoltés

La caractérisation de I'habitat aquatique des larves d'anopheles et sa corrélation avec les
facteurs biotiques et abiotiques de l'environnement est essentielle pour la lutte antivectorielle
contre le paludisme.

Notre enquéte a été réalisée afin de déterminer la relation entre les différents parameétres
d'environnement et la densité des larves d'anopheles en particulier An. labranchiae. Elle a montré
que parmi les 54 gites larvaires échantillonnés, seulement 52% ont été confirmés positifs pour les
larves d'anophéles. Ce taux faible de positivité des gites larvaires pourrait étre due a une
combinaison de différents facteurs dont on peut citer le contréle biologique, en 1’occurrence la
présence des poissons Gambusia sp qui se nourrissent des larves aquatiques (Rishikesh et al .,
1988), l'activité humaine, ainsi que la pollution due a des rejets de divers déchets industriels qui
peuvent conduire a modifier la structure qualitative des habitats aquatiques, ce qui réduit la
population des larves (Ramdani, 1986).

Parmi les 829 larves d’anophéles appartenants aux 3°™ et 4™ stades larvaires, 76% sont
An. labranchiae et 24% sont An. cinereus. An. labranchiae a été 1'espéce la plus répandue dans
la zone d’¢tude, elle est la seule représentante du complexe maculipennis (Faraj et al., 2004 ;
Laboudi et al., 20011) et le principal vecteur du paludisme au Maroc. Cette espece est présente
en forte densité dans le nord ouest du Maroc (Benmanssour et al., 1972 ; Faraj et al., 2008a). Elle
est connue par sa grande capacité vectorielle et sa préférence trophique pour une grande partie du
bétail dans la province de Larache (Faraj et al., 2008a). D'autre part, An. cinereus est considéré
comme un moustique omniprésent connu dans l'ensemble de I'Afrique du Nord et dans les
régions montagneuses du Maroc (Trari ef al., 2004 ; Laboudi et al., 2012). Bien que cette espece
a été trouvée porteuse de sporozoites de Plasmodium durant l'épidémie qui s'est produite a
Midelt, au Maroc en 1972, son role reste limité dans la transmission du paludisme (Ed et Sergent,
1928 ; Benmanssour, 1972). La coexistence d'An. labranchiae et An. cinereus dans le méme
habitat aquatique était attendu dans la zone d'étude (Gaud et al., 1952). La coexistence de plus
d'une espéce dans un habitat aquatique a un moment donné indique que ces especes de moustique
présentent la méme nature et les mémes préférences d'interagir les unes avec les autres (Pemola
et al., 2007). Ceux ci prouvent que les deux especes ont probablement les mémes comportements
dans les mémes habitats aquatiques.

Parmi les 1145 larves d'anophéles collectées, 829 (72 %) appartiennent au 3™ et 4™

stade larvaire et 316 (28 %) des anophéles appartenant aux 1°* et 2°™* stades larvaires.
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La disproportion (28 %) et (72 %) observée entre les premiers et les derniers stades
larvaires pourrait s'expliquer par le fait que les larves des premiers stades sont plus facilement
dispersées par le mouvement de 1’eau (Ulrike Fillinger et al.,, 2009). Par ailleurs, la survie des
larves dépend de différents facteurs comme la taille de I'habitat, la stabilité et la conductivité de
I'eau (Bentley et al., 1989). Ces facteurs sont importants pour les femelles des larves adultes qui
cherchent des sites de ponte et par conséquent, ils peuvent avoir un impact sur la survie des
larves jeunes. De plus, la compétition entre les espéces sympatriques établis pour la nourriture
peut expliquer le taux faible des premiers stades larvaires. Roubaut et Treillard (1934) ont montré
que le taux des derniers stades larvaires obtenu d'An. maculipennis sl a été plus important quand
ils ont recu une nourriture riche. Seules les larves du 3°™ et 4™ stade étaient plus compétitives
et utilisent plus de nourriture que les premiers stades larvaires. Metge et El Alaoui ont montrés
(1987) que les comportements de cannibalisme ont été exprimés par les larves des derniers stades
plutot que ceux des premiers stades larvaires, lorsque la température de 1'eau dépasse 12 °C. Cela
a ¢été expliqué par le phénoméne interspécifique et intraspécifique qui est un processus
d'autorégulation de la population des larves dans les sites de reproduction (Metge et El Alaoui,
1987).

V-2 corrélations entre les paramétres physicochimiques et la densité d’anopheles

De nombreuses études sur la distribution spatiale des larves de moustiques au Maroc ont
été ¢tudiées et analysées statistiquement par ’AFCM (Dakki, 1985 ; Qninba et al., 1985
Benhoussa ef al., 1993 ; El Alami, 2002 ; Belqat, 2002). Dans la présente étude, l'analyse
factorielle des correspondances multiples a montré que la turbidité et la profondeur de 1’habitat
aquatique ont été les facteurs prédicateurs de la densité des larves d’An. labranchiae. 11 semble
que la turbidité diminue la densit¢ des larves d'anophéles. Ce résultat est en accord avec les
travaux de Sattler et al, (2005) qui ont constaté que les larves d'anophéles sp sont plus
susceptibles d'étre présentes dans des eaux claires. Des rapports similaires (Robert et al., 1998 ;
Minakawa et al., 1999 et Edillo et a/.,2002) ont montré que les anopheles immatures préferent les
eaux limpides et légerement troubles pour leurs reproductions. L'habitat aquatique de moins de
0,5 m de profondeur est considéré comme le lieu de reproduction idéal pour les larves d’An.
labranchiae, surtout que les faibles profondeurs facilitent la ponte de cette espéce (Himmi,
2007). Des études antérieures en Tanzanie ont montré que la profondeur inférieure a 0.5m est
corrélée positivement avec la richesse des especes de moustiques (Sattler et al., 2005).

Concernant le pH de l'eau, il était considéré comme un facteur important pour le
développement des moustiques par de nombreux auteurs. Notre étude a rapporté que le pH entre
6 et 7 coincide avec la forte densité d'An. labranchiae. En effet, tous les sites de larves d’An.
labranchiae sont productifs quand les valeurs de pH sont proches de la neutralité. Cependant, la
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densité¢ des moustiques est faible dans les eaux polluées a forte turbidité avec des valeurs de pH
supérieur a 8. En 1929, Mac Gregor a confirmé le role indirect de ce parametre sur la microfaune
et la flore. Cependant, en 1931 Pruthi a montré que les larves ont été capables de vivre dans 1'eau
ou le pH ne serait pas si propice a leur développement, tandis que Rioux (1955) et El Alaoui
(1985) n'ont trouvé aucun effet significatif du pH sur la survie des larves d’anopheles.

Par ailleurs, 4n. cinereus était limité dans I'habitat fluvial ou la salinité est plus élevée.
Cela peut étre expliqué par le comportement des femelles gravides d'An. cinereus qui préférent
les rivieéres comme type de site de reproduction.

Notre ¢tude a révélé que la présence des plantes émergentes est positivement associée
avec la forte densité des larves d'An. labranchiae. Elles constituent la source principale de
nourriture pour les larves de moustique (Gimming et al., 2002). Des études précédentes avaient
montré une forte association entre la végétation et la présence des larves d'anopheles (Savage et
al., 1990 ; Rajmankova et al., 1992; Rodriguez et al, 1993; Rajnikant et al., 1996 ; Aditya et al.,
en 2006) ; elles ont également signalé la relation entre la végétation et les stades immatures des
larves d'anophéles ainsi que le lien entre I’abondance des larves et la présence d’un type
particulier de végétation. Il apparait clairement dans notre étude qu'An. labranchiae préfere les
rizieres tandis qu'An. cinerius préfere les rivieres pour leur reproduction.

V-3 Distribution spatiale

L’AFCM menée entre la densité des larves d'anophéles et le type d’habitat a montré
qu'dn. labranchiae a été associée a des champs de riziéres et An. cinereus a été associée a des
rivieres, alors que les marécages sont caractérisés par la présence des deux espéces avec de
faibles densités.

Les rizieres sont des sites d'eau artificielles et permanentes, exposées directement au
soleil. Leur irrigation se fait durant le mois de Mai. La profondeur du site ne dépasse pas
généralement 0,5 m. La seule plante émergente dans ce site était Oryza sativa. Chimiquement,
cet habitat aquatique possede des eaux claires caractérisées par leur faible salinité et leur teneur
en oxygene dissous et leur pH neutre. Ce type de gite est caractérisé par la présence d’une seule
espece qui est An. labranchiae avec des densités beaucoup plus élevées que dans les autres types
d'habitats. Faraj et al., (2008) ont également rapporté la plus grande réceptivité des riziéres par
rapport aux marécages.

D'autre part, les rivieres connues comme sites de reproduction permanents sont dominées
par des plantes émergentes de la famille Cypéracées et Apocynacées. Ce site a été caractérisé par
une salinité €élevée par rapport aux autres types d'habitat. Il était dominé par une densité élevée

des larves d'dAn. cinereus. Ce site de reproduction de larves a été caractérisé¢ par une turbidité
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moyenne et la présence d'algues filamenteuses. Ces dernicres avec la présence des plantes
émergentes semblent étre la principale source alimentaire pour les moustiques d’anopheles.

Finalement, les marécages sont des sites aquatiques permanents ou temporaires dépendant
des précipitations saisonnicres. Ils sont dominés par des plantes émergentes appartenant a la
famille des Thypaceae. Deux especes de larves d'anopheles étaient présentes avec une densité
faible: An. labranchiae et An. cinereus. Ce faible taux de larves d’anopheles est dii aux différents
parametres physiques: une forte turbidité, pH> 8, la température entre 30-36 °C et une
conductivité élevée.

VI- CONCLUSION

Le choix de la province de Larache comme région d’étude était basé sur sa situation
cotiere, les caractéristiques de ses especes culicidiennes et son passé¢ épidémiologique dans la
transmission du paludisme.

Lors de cette étude, la composition du groupe Anopheles maculipennis a été étudiée. Il en
résulte la présence de la seule espéce An. labranchiae connue comme vecteur principal du
paludisme au Maroc. De plus, cette étude a permis de conclure que les densités de larves
d'anopheles sont beaucoup plus élevées dans les habitats aquatiques caractérisés par une faible
profondeur et un taux faible en turbidit¢ avec la présence de plantes émergentes telles que
Oryza sativa. En outre, le pH neutre de l'eau constitue le lieu idéal de ponte des larves
d’anophéles. Par conséquent, les principales cibles potentielles importantes de la lutte
antivectorielle contre le paludisme au Maroc sont les larves d'dAn. labranchiae. Grace a la
modification de I'habitat des larves, le contrdle du site de reproduction pourrait continuer a étre la
clé de lutte antivectorielle. La compréhension de la relation existant entre les habitats aquatiques,
les facteurs environnementaux et I'apparition des larves de moustiques est nécessaire pour une
application efficace des méthodes de lutte contre les moustiques. D'autres études et enquétes avec
plus de variables et d'autres sites de larves de moustique au nord-ouest du Maroc, sont

recommandées.
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CHAPITREIV :
ELEVAGE D’ANOPHELES LABRANCHIAE

I-INTRODUCTION

L’¢levage de moustiques en général et des anopheles en particulier se révele étre un
instrument d'investigation indispensable en entomologie médicale. 11 offre de nombreuses
possibilités d’étude dans des domaines aussi divers que: la systématique, la physiologie,
I'éthologie, la détermination de la sensibilité aux insecticides, destinés la lutte anti-vectorielle et
la transmission expérimentale d’agents pathogenes.

Au Maroc, de part son abondance, sa densité ainsi que sa capacité vectorielle et sa large
répartition géographique, An. labranchiae constitue le principal vecteur du paludisme, L’étude de
son ¢écologie ainsi que sa relation avec la transmission du paludisme ont ét¢ largement étudices
sur le terrain ; toutefois, peu de données existent sur sa biologie particulierement au laboratoire.
An. labranchiae, espéce eurygame dont la reproduction ne peut étre obtenue en captivité que
difficilement et aprés une période de vol libre en chambre spéciale d’ou la difficult¢ de la
stabilité des colonies d’An. labranchiae aux conditions de laboratoire permettant d’obtenir un
nombre suffisant des moustiques (Abid, 1989).

Dans notre étude, nous avons suivi le développement préimaginal d’An. labranchiae dans
les conditions d’¢élevage au laboratoire d’Entomologie Médicale a I’Institut National d’Hygiene
de Rabat et déterminer les principaux parametres biologiques.

II- DEVELOPPEMENT PRE-IMAGINAL
Les résultats bruts de cet élevage sont consignés dans I’ Annexe 3
I1-1 élevage de groupe

L'¢levage de groupe ne permettant pas de suivre avec précision le passage d'un stade
larvaire a un autre, nous a permis de noter pour chaque lot, le nombre de larves atteignant 1'état
de nymphe, le nombre de nymphe devenant imago et le nombre de moustiques males et femelles.

a- Eclosion des ceufs

L’étude de la premicre génération d’An. labranchiae, élevée au laboratoire, a permis de
déterminer le nombre moyen d’ceufs pondus dans les cages @ m =404 + 230 (tableaul6)

La durée d’incubation des ccufs est de 48 h. Les larves de stade I, II, III et IV ont été
dénombrées pour la détermination des différents paramétres de 1’élevage.

Le rapport du nombre d’ceufs éclos (NOE) par rapport au nombre d’ceufs total récoltés

(NOR) a permis de calculer le Taux d’éclosion (Te) ; il est de 70% (tableau 17).
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Tableau 17 : Taux d’éclosion observés expérimentalement chez An. labranchiae

(au laboratoire)

N° des plateaux 1 2 3 4 5 6 7  Total Moyenne

Nombre d'ceufs

. , 200 300 280 700 700 150 500 2830 404
récoltés

Nombre d'ceufs

, 150 218 200 330 680 114 256 1948 278
éclos

Taux d’éclosion

(Te) (%) 75 73 71 47 97 76 51 491 70

b- Production larvaires
Durant le développement de différents stades larvaires, le taux de survie larvaire (TsL) a
été calculé par rapport au nombre de larves qui arrivent au stade IV, il est estimé de 58%
(Annexe 3).
c- Développements nymphal
Le taux de nymphose (Tn) (estimé a 46%) était calculé selon le rapport du nombre de
nymphes obtenues par rapport au nombre obtenu des larves de stade 4.
d- Production de I’élevage
L’émergence des imagos d’An. labranchiae a lieu au laboratoire le soir. Le taux
d’émergence (Tem) est calculé par le rapport du nombre d’adultes par rapport au nombre de
nymphes obtenu, il est de 54 %.
La proportion de nymphes non écloses en fonction du nombre total de nymphe nous
donne le taux d’inhibition de I’émergence (Tiem) qui est estimé a 46%.
En plus, la proportion de nymphes obtenues en fonction du nombre d’ceufs éclos qui est
de 25%, nous donne le rendement pré imaginal (Rpi)
Nous avons obtenu a partir des 278 larves de stade 1 constituant I’ensemble des lots. 209
moustiques dont 139 femelles et 70 males soit respectivement 33,49 % et 66,50% (tableau 18).
La proportion d’adultes obtenus en fonction du nombre d’ceufs pondus nous donne le

rendement global (Rg) qui présente 8%. Dans la génération F1, le sex-ratio est ¢gal a 0,50.
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Tableau 18: Sex-ratio de la génération F1 pour An. labranchiae €élevé en insectarium.

Males %) Femelles (%)  Effectifs

La premiére génération de I’élevage : F1 70 (33,49%) 139 (66,50%) 209

II-2 Elevage individuel
a- La durée des stades larvaires

La durée totale du développement pré imaginal de 10 larves de 1¥ stade suivi en élevage

pour une seule génération est en moyenne de 11,66 + 0,51jours.

Selon les conditions de laboratoire, la durée des différents stades larvaires est de (1,8
jours £ 0,42) pour le stade I, (2,40 £0,69) pour le stade II, (2,4 = 0,51) pour le stade Il et (2,1 +
0,31) pour le stade IV (tableau 19).

Tableau 19 : Evolution des larves d’An. labranchiae obtenue par ¢levage individuel

ours | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Durée du
cycle
N° préimaginal
lot
1 Stl | Stl | St2 | St2 | St2 | St3 | St3 | St4 | St4 Nymphe | Adulte 12
2 Stl | Stl | St2 | St2 | St2 | St3 | St3 | St4 | St4 Nymphe | Adulte 12
3 Stl | Stl | St2 | St2 | St3 | St3 | St3 | St4 | St4 Nymphe | Adulte 12
4 Stl | Stl | St2 | St2 | St2 | St3 | St3 | St4 | St4 Nymphe | Adulte 12
5 Stl | Stl | St2 | St2 | St2 | St3 | St3 | St4 | St4 Nymphe | Adulte 12
6 Stl | St2 | St2 | St2 | St3 | St3 | St4 | St4 | Nymphe | Mort 11
7 Stl | Stl | St2 | St2 | St3 | St3 | St3 | St4 | St4 Nymphe | Adulte 12
8 Stl | Stl | St2 | St2 | St3 | St3 | St3 | St4 | St4 Nymphe | Mort 11
9 Stl | St1 | St2 | St3 | St3 | St4 | St4 | St4 | Nymphe | Mort 11
10 Stl | St2 | St2 | St2 | St3 | St3 | St4 | St4 | Nymphe | Mort 11

11-3 Effet de deux types de nourriture sur la durée du cycle de développement

Le type de nourriture utilis¢é pendant le développement larvaire a une influence sur la
durée du cycle de développement (Tableau 20). Dans le cas de nutrition par la poudre de Tetra
fish food, la durée du cycle est estimée a une moyenne de 12,33 + 0,51jours, alors que dans le
cas de nourriture par les croquettes de viandes, la moyenne de la durée est de 10,50 + 0 ,54.
L’analyse des variances obtenues par le test ANOVA a montré que le résultat obtenu est

statiquement significatif (p-value < 0,05).
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Tableau 20 : Effet du type de nourriture sur la durée du développement préimaginale

d’4n. labranchiae au laboratoire

N° de Lot 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Type de nourriture A A A A A A B B B B B B

durée du Cycle de 10 10 11 10 11 11 13 12 12 12 12 13
développement en jour

A : croquettes de viande pour chat réduites en farine et finement tamisées
B : poudre de Tetra Baby Fish Food

Une analyse par régression linéaire a montré une corrélation statistiquement significative
(p-value < 0,05) de r*= 0,78 avec un entre la nature de la nourriture et la durée du cycle de
développement ont été analysées. Ce qui montre une corrélation modérée statiquement

significative.

I11- DISCUSSION

L’observation de la productivité de I’¢levage d’An. labranchiae a montré une difficulté
d’adaptation aux conditions de laboratoire. La proportion des ceufs éclos était de 70% dans notre
1 génération. Ce taux estimé a 70% reste relativement €élevé par rapport au taux moyen obtenu
pour la génération F1 d’An. arabiensis en insectarium, qui est estimé a 54,4% (Diop et al., 1998)
et qui a augmenté de génération en génération. Nos résultats rejoignent ceux qui ont été rapportés
par Armstrong ef al., (1961) dans son étude d’¢élevage en insectarium d’An. gambiae sl avec un
taux d’émergence de 74%, mais les temps d’incubation reste différents.

La ponte des ceufs s’est effectuée apreés 48h d’incubation, Himmi (2007) a indiqué ce
méme intervalle de temps qui a besoin les ceufs d’An. labranchiae pour éclore dans les
conditions naturelles. A I’opposé de 1I’An gambiae sl, pour qui I’éclosion des ceufs s’est effectuce
4 jours apres la ponte (Armstrong et al., 1961). Le taux d’émergence obtenu en F1 (54%) peut
étre di a la difficulté d’adaptation d’¢élevage au laboratoire. Malgré le bon entretien de notre
insectarium, 1’¢levage des anopheles peut rencontrer certains problémes dont les plus courants
sont les contaminations par des bactéries et des champignons. Le taux de survie des stades
préimaginaux, pour les larves de stade I ayant atteint le stade IV est de 58 %. Ce taux reste
relativement faible par rapport au taux de 80% obtenu par Diop et al., (1998), pour la génération
F1 lors de 1’élevage d’An arabiensis. Nos observations peuvent probablement étre dues a la
qualité et/ou a la quantité de I’aliment utilisé en élevage des larves. Il est connu chez les
populations d’anophéles que les larves se dévorent entre elles au besoin. Aussi, les conditions de

laboratoire qui peuvent permettre la prolifération microbienne. De plus, le taux d’émergence
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d’adultes ne dépasse pas 54%, ce taux est faible comparé a celui d’An arabiensis estimé a 92 %
en F1, ce qui leur permet d’obtenir un nombre suffisant d’anophéles pour I’obtention d’autres
générations (Diop et al., 1998), ce qui peut expliquer de plus le taux faible d’émergence d’adulte.
Ce taux reste €levé par rapport a celui de la génération F1 d ’An arabiensis (Ambene et al., 1996).
En revanche, le rendement globale reste relativement faible (8%), ceci est li¢ aux taux de
mortalité élevés des larves au cours du cycle de développement préimaginale. Nos résultats
expliquent la difficulté du maintien continue des anophéles marocains, dans les conditions, de
laboratoire pour I’obtention d’autres générations.

En insectarium, ou la température a ét¢ maintenue entre 23 °C et 26 °C, la durée du cycle
de développement pré imaginal d’An labranchiae varie de 10 a 13jours avec une moyenne de
11,6 jours. Cette durée est de 10 a 14 jours pour An. arabiensis. Tandis que chez An gambiae, la
durée du cycle de développement est d’une moyenne de 15,8 (Diop ef al., 1998). En général, les
observations ultérieures réalisées sur le terrain pour les anopheles ont montré que la duré des
stades larvaires est éminemment variable selon les conditions météorologiques, la température en
particulier ; elle oscille entre 6jours a plusieurs mois (Diop et al., 1998). En outre, Holstein et
al., (1952) ont rapporté que la durée de développement préimaginal d’An. gambiae est influencée
aussi par la température de 1’eau, elle est de 6 a 8 jours pour une eau de 30 a 34 °C et de 12 a 16
jours pour une eau de 24 °C. Les différences concernant la durée de la vie préimaginale ont été
expliquées par Golvan (1983) qui a noté que plus la température de l'eau se rapproche de
l'optimale (25 a 30 °C) pour l'espece, plus I'évolution larvaire est rapide. Observation similaire a
été rapportée par Mouchet et Carnevale (1991) qui ont noté qu’4n. gambiae accomplit son cycle
préimaginal en moins de 10 jours dans les mares temporaires ensoleillées ou la température de
l'eau dépasse 30 °C.

Par ailleurs, la durée du stade I et II est respectivement de 2 jours et 3 jours. Elle est de 2
jours pour les stades III, VI et stade nymphal. La méme observation a ¢été rapportée pour
An. arabiensis et An. gambiae sl avec une durée de 2 jours (Diop et al., 1998). Ce résultat rejoint
celui trouvé dans la nature pour An. labranchiae et qui a €té estimé de 2 a 3 jours (Bulletin de
I’INH, 1949). En outre, le taux de mortalit¢ nymphale de la génération F1 est de 46 %. Il est
¢élevé, par comparaison avec celui qui a été trouvé en insectarium pour An. gambiae sl, et qui est
de (0 % a 0,2 %). Mais nos résultats sont en accord avec ceux trouvés aux océanes de Dakar chez
An arabiensis avec un taux de mortalité de 80 a 94% et un taux d’émergence de 6 a 20 %. Notre
résultat peut étre du a la forte mortalité des anophéeles pendant le stade d’éclosion car le moindre

remous suffit a noyer les ceufs.
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La qualité et la quantit¢ de la nourriture ont toujours joué un role pour la survie des
anopheles. En effet, le manque de nourriture ou son inadaptation au mode de nutrition ou au
régime des organismes en ¢levage peut provoquer la mortalité par inanition (Desfontaines et al.,
1991 ). Toutefois, la qualité de la nourriture des larves peut avoir une influence sur la durée du
cycle de développement larvaire ; ’analyse statistique a montré une corrélation modéré avec r°
de 0,64 (p <0,05), ce qui a permis de déduire que I’alimentation des larves par des croquettes de
viande peut remplacer celui de la poudre de Tetra Baby Fish Food ; cet aliment a toujours été
montré comme le nutriment habituel des larves en élevage. Desfontaines et al., (1991) ont montré
I’influence de la qualité des aliments en insectarium sur 1I’émergence ; dans leur étude, le
mélange de tétramine et de Tetra Medica a permis d’obtenir un fort pourcentage d’émergence

dans un temps acceptable et pourrait remplacer celui a base de poudre de Tetra Baby Fish Food.

An. labranchiae est eurygame ce qui rend sa copulation au laboratoire difficile.
Cependant, notre étude a permis d’obtenir une seule génération Fldont le sex-ratio fit de 0,50 ;
elle est similaire a celle rapportée par Brumpt (1949), qui a révélé que dans les €élevages de larves
et de nymphes, on obtient toujours un pourcentage sensiblement ¢gal de moustiques males et
femelles a condition de 1'établir sur un nombre important de larves.

IV- CONCLUSION

La présente étude nous a permis de déterminer la durée de différents stades larvaires du
cycle préimaginal en insectarium, et de montrer que 1’¢levage des larves et nymphe d’An.
labranchiae est possible dans les conditions de laboratoire, bien que son entretien s’est avéré
difficile a réaliser.

De plus, la production des larves d’An. labranchiae en élevage nous a permis, de
préciser la durée des différents stades de développement de ce moustique et nous a éclairé sur
certains parametres de sa reproduction tels que: la ponte, le pourcentage d'éclosion, le sex-ratio
etc. Par ailleurs, les résultats obtenus sur I’¢levage d 'An. labranchiae en insectarium ne peuvent
en aucun cas étre comparés a ceux observeés dans les gites naturels soumis a des conditions
bioclimatiques et prédateurs.

Toutefois, notre étude permettra une assez bonne approche de la biologie et des
prétérendums d’An. labranchiae, et nous permettra par conséquent de continuer a travailler sur
I’¢levage au laboratoire pour le réussir afin d’envisager de nombreux programmes de recherches

entomologiques.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La réussite d’un programme de lutte contre le paludisme nécessite une connaissance
préalable et approfondie de ses vecteurs. Dans cette optique, nous avons mené des recherches
¢cologiques et des études moléculaires sur le complexe Anopheles maculipennis au nord du
Maroc.

En effet, le complexe Anopheles maculipennis est 1’un des groupes les mieux étudiés
parmi les insectes vu son importance médicale. Le role du complexe dans la transmission du
paludisme a motivé de nombreuses études de systématique et de taxonomie avec les outils
classiques (morphologie, écologie) ou sur la base de caractéres moléculaires. Ces travaux ont
permis la découverte de nouvelles especes, le démembrement du complexe et la publication
d’inventaires taxonomiques. Ces efforts ont été menés afin de cerner la dimension spécifique
qui constitue le niveau taxonomique central en biologie et aussi dans le but d’¢lucider le role
de chaque espéce dans 1’épidémiologie du paludisme.

Au cours de ce travail, et dans un premier temps, 1’identification moléculaire par la
PCR multiplex des anophéles appartenant au complexe Anopheles maculipenis récoltés du
nord du Maroc a montré la présence d’une seule espéce qui est An. labranchiae.

D’un autre coté, le séquencage de I’ADN mitochondriale d 'An. labranchiae provenant
du Maroc et de I’ Algérie a montré une grande similitude génétique entre les deux population
de ces deux pays.

Par ailleurs, la caractérisation spatiale d’An. labranchiae a révélé que les conditions
parfaite de développement de ce vecteur du paludisme, semble étre les habitats aquatiques a
faible profondeur, avec un pH neutre, une faible turbidité et qui abritent suffisamment de
plantes émergentes telles que Oryza sativa.

Et finalement, I’étude préliminaire de 1’¢levage d’An. labranchiae au Laboratoire
d’Entomologie Médicale a été trés difficile a réaliser, elle n’a pas pu étre mené d’une fagon
continue et ceci est du a la difficulté¢ de 1’accouplement de ce moustique a I’insectarium, ce
qui n’a permis d’obtenir qu’une seule génération F1. Cependant, I’analyse de la phase pré-
imaginale a permis de déterminer les paramétres biologiques de la premiere génération: 70 %
pour le taux d’éclosion, 54 % pour le taux d’émergence, 46 % pour le taux de nymphose, 25
% pour le rendement pré-imaginal et 46 % pour le taux d’inhibition de I’émergence avec un

sex-ratio de 0,5.
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L’identification précise du vecteur du paludisme reste primordiale pour
I’épidémiologie de la maladie. La recherche de caractéres moléculaires, toujours associés a
I'¢tude morphologique, s'avere utile pour préciser les différences inter et intraspécifiques et
tenter de mettre en évidence de nouvelles interventions de lutte antivectorielle.

Les informations obtenues par cette étude permettent d'envisager de nouvelles
perspectives pour la surveillance des populations vectrices et par la mise en place de projets
de lutte intégrant des techniques nouvelles. Ainsi, nous pensons, qu'il sera souhaitable :

o D’entreprendre une étude plus vaste sur toute la gamme d’especes, y compris d'autres
populations dans le nord de I'Afrique (Algérie, Maroc et Tunisie). Idéalement, une étude
plus détaillée avec une approche par la génétique des populations pour déterminer les
origines de l'espéce et le flux génétique entre les populations nord et sud du bassin
méditerranéen.

o Mieux comprendre les mécanismes d'adaptation des anopheles a leur environnement
pour mieux prévenir leur expansion en zone urbaine ;

o D'intégrer les méthodes de biologie moléculaire pour I’identification des especes
anophéliennes comme technique de routine a co6té des méthodes d’identification

morphologique
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ANNEXE 1

FICHE TECHNIQUE DU GITE LARVAIRE
DANS LA PROVINCE DE LARACHE

Secteur.....ovviiiiii Coordonnées géographique @............c.oovennen.
Localit€........covvniiiiii e Typede gite :oovvvniiiiiiiiiiien,
Distance entre le gite et 1’habitat humain le plus proche : O < 100m

0> 100m

2. Caractéristiques du gite

Origine : O Naturel
O Artificiel

Nature : O Temporaire
O Permanent

3. Parameétres physico-chimiques

Température de I’eau : pH :
Conductivité : Oxygéene dissout :
Turbidité : Salinité :

4. Résultats des parameétres environnementaux
Algues filamenteuse : 00 Absente
O Présente
Plantes émergents : [ Absente
O Présente
Nom de la plante :
5. Résultats des péches larvaires

Densité larvaire :

Espéces trouvées :




ANNEXE 2

Tableau des résultats bruts des différentes paramétres étudiés

Ne Localité Nom du gite TG Pr | pH | Tr Cd Od Sa | T° | Paf | Ppe | Ph Tp Ter Présence ou Densité Densité An. | Densité
Stati (ns/c | (mg/l absence anopheles | Labranchiae An.
on m) ) d'Anophéles cinereus
1 Boucharemn | Boucharemn | Riziére | 25 | 6 54 1325 110,58 | 0,3 | 26 | Non | Oui | Non (0N AL Positif Elevé Elevé faible
2 Boucharemn | Boucharemn | Riziére | 25 | 6 54 12020 | 9,12 | 0,3 26 | Non | Oui | Non OS AL Positif Elevé Elevé faible
3 Boucharemn | Boucharemn | Riziére | 25 | 7 54 732 7 0,3 26 | Non | Oui | Non OS AL Positif Elevé Elevé faible
4 Boucharemn | Boucharemn | Daya | 50 | 8 | 150 | 874 | 8,25 | 0,2 | 26 | Non | Non | Non pas de | Absence des Négatif Faible Faible Faible
plante larves
3 | Boucharemn | Boucharemn | Daya | 50 | 8 | 160 | 859 | 8,14 | 02 | 26 | Non | Oui | Non | NA, Abiznwcjsdes Négatif Faible Faible Faible
6 | Boucharemn | Boucharemn | Daya | 50 | 8 | 150 | 858 | 8,11 | 02 | 26 | Non | Oui | Non | NA, Ab?g?‘f;des Négatif Faible Faible Faible
7 Oulad skhar | Oulad sekhar | Daya |150| 6 106 | 1080 | 6,48 | 0,3 | 32 | Oui | Oui | Oui LG AL Positif Faible Faible Faible
8 Aouvamra D | Aouamra D Daya 50 | 6 140 | 1138 | 6,83 0,3 27 | Oui | Oui | Non TD AL Positif Elevé Elevé Faible
g Bargha Bargha Daya |130| 8 | 150 | 990 | 8,9 0,8 | 30 | Non | Non | Non pasde | Absence des Négatif Faible Faible Faible
plante larves
101 Chkaifene | Chkaifene | Daya | 50 | 7 | 116 | 877 | 836 | 02 | 27 | Oui | Non | Oui gi‘jﬂ‘iz AL Positif Elevé Elevé Faible
11 Chkaifene Chkaifene Daya |[100| 7 130 | 1063 | 10,1 0,3 27 | Oui | Oui | Oui TL AL Positif Elevé Elevé Faible
12
Diab Diab Daya | 50 | 8 | 200 | 840 | 56 | 02 | 31 | Non | Oui | Oui | TL Ab?gﬁvceesdes Négatif Faible Faible Faible
13 . . . . Absence des o . . .
Diab Diab Daya | 50 | 8 | 300 | 830 5,6 0,2 | 30 | Non | Oui | Oui TL larves Négatif Faible Faible Faible
14| Ouldben Oued Oued |100| 6 | 140 | 840 | 7.2 | 02 | 26 | Oui | Non | Non | P39 | Aret AC Positif Elevé Faible Elevé
sayad makhazine plante
e Oulad Dig. Daya | 25| 7 | 110 | 1417 | 89 | 03 |26 | Oui | Oui | Non | TD Al Positif Elevé Elevé Faible
mesbah makhazine
16 Oulad Sayar | Oued sayar Qued | 50 | 7 100 | 1203 | 7,22 | 04 | 27 | Oui Oui | Non NO Alet AC Positif Elevé Faible Faible




N° Localité Nom du gite TG Pr (pH |Tr Cd Od Sa | T° | Paf | Ppe Ph Tp Ter Présence ou Densité Densité An. | Densité
Stati (ns/c | (mg/l absence anopheles | Labranchiae An.
on m) ) d'Anophéles cinereus
17 Kharba Oued kharba | Oued | 50 | 7 100 | 632 | 3,79 | 0,1 28 | Oui Oui Oui NO Alet AC Positif Elevé Faible Elevé
18 Boujbel Oued kabir Qued | 50 | 7 120 | 691 | 4,15 0,1 28 | Oui Oui | Non NO Alet AC Positif Elevé Faible Elevé
19 Sidi ali Oued Hrech | Oued [100| 7 | 100 | 382 | 2,89 | 0,1 | 32 | Oui | Oui | Oui NO Alet AC Positif Elevé Faible Elevé
20 Tazmart Daya [150| 8 | 120 | 443 | 2,66 | 0,1 | 31 | Non | Oui | Oui | TD Abj;?‘f;des Négatif Faible Faible Faible
21 Ayacha Oued Ayacha| Oued | 40 | 6 130 | 853 | 5,12 0,2 | 29 | Oui | Oui | Non NO Alet AC Positif Elevé Elevé Faible
22 Doukala Doukala | Daya [100| 8 | 113 [1357| 8 | 02 |29 | Non | Oui | Non | NAO Ab?;rf;des Négatif Faible Faible Faible
2 Bdawa Bdawa Daya |80 | 8 | 255 | 985 | 47 | 0,1 | 30 | Non | Non | Non | Pasde | Absencedes | o i Faible Faible Faible
plante larves
24 | Ouladben | i zine | oued |100] 8 | 200 | 1180 | 7.2 | 04 | 32 | Non | Non | Non | Pasde | Absencedes | o i Faible Faible Faible
sayad plante larves
2 Oulad Dig. Daya | 25| 6 | 110 | 620 | 3,72 | 0,1 |33 | Oui | Oui | Non | TD Al Positif Elevé Elevé Faible
mesbah makhazine
26 Bghada Graa Daya [150| 8 | 100 | 267 | 1,61 | 0,1 | 31 | Oui | Oui | Non | NA, Ab?zi}f;des Négatif Faible Faible Faible
20 Bnanda Oued cheikh | Oued |150| 8 130 | 725 | 434 | 0,1 31 | Non | Non | Non | P2 de | Absence des Négatif Faible Faible Faible
plante larves
28 | Naamine Oued =1 ued |150| 7 | 140 | 936 | 5.62 | 02 | 31 | Oui | Non | Non | P29¢ | Ajer AC Positif Elevé Faible Elevé
ouarour plante
2 Harara Ouedazla | Oued |150| 8 | 145 | 570 | 342 | 02 | 36 | Non | Non | Non | P3sde | Absencedes | oo e Faible Faible Faible
plante larves
= Limitrophe Oued QOued |[150| 6 136 | 1751 | 10,54 | 0,7 | 34 | Non | Non | Non pasde | Absence des Négatif Faible Faible Faible
loukous plante larves
31 Fdane jbel Oued touitat | Oued | 70 | 6 130 | 1398 | 8,38 0,5 34 | Oui | Oui | Non NO Alet AC Positif Elevé Faible Faible
= Limitrophe m(jrlllse(?ur QOued | 70 | 7 120 | 859 | 5,15 0,2 | 36 | Oui | Oui | Non NO Alet AC Positif Elevé Faible Faible
33 | Boucharen | Boucharen | Daya |100| 8 | 160 | 745 | 447 | 0,1 | 27 | Non | Oui | Oui | NA, Ab?g;‘vcfsdes Négatif Faible Faible Faible
34 Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 7 60 645 | 3,87 | 0,1 28 | Non | Oui | Non OS AL Positif Elevé Elevé Faible
= Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 7 65 627 | 3,76 | 0,1 28 | Non | Oui | Non OS AL Positif Elevé Elevé Faible
36
Absence Faible
Diab Diab Daya | 70 | 8 | 460 | 930 5,6 0,2 | 30 | Non | Oui | Oui TL Négatif Faible Faible

d'espece




N° Localité Nom du gite TG Pr | pH Cd Od Sa | T° | Paf | Ppe Ph Tp Ter Présence ou Densité Densité An. | Densité
Stati (us/c | (mg/l | (g/) absence anopheles | Labranchiae An.
on Tr m) ) d'Anophéles cinereus
37 | Chkaifene | Chkaifene | Daya [100| 8 | 170 | 888 | 533 | 02 | 27 | Non | Non | Non | Pasde | Absencedes | o e Faible Faible Faible
plante larves
= Chliha Chliha | Daya [150| 8 | 160 | 1002 | 7.9 | 03 | 34 | Non | Oui | Oui | LG Abj;;f:sdes Négatif Faible Faible Faible
= Chliha Chliha | Daya [150| 8 | 200 | 1002 | 7.9 | 03 | 34 | Non | Non | oui | Pasde | Absencedes | \o e Faible Faible Faible
plante larves
e Chliha Chliha Daya |150| 8 | 120 | 993 | 591 | 03 | 34 | Non | Non | oui | P2de | Absencedes |\ i Faible Faible Faible
plante larves
. Shishat Chliha | Daya [150| 8 | 125 | 968 | 5,74 | 03 | 28 | Non | Non | Non | Pasde | Absencedes | \o e Faible Faible Faible
plante larves
2 Shishat Chliha Daya |150| 8 | 130 | 817 | 49 | 02 |29 | Oui | Oui | Non | NA Ab?jfv‘““:sdes Négatif Faible Faible Faible
3| Ainchouk | Ainchouk | Daya |150| 8 | 110 | 1004 | 508 | 03 | 27 | Non | Non | Non | Pasde | Absencedes | o i Faible Faible Faible
plante larves
# | Ainchouk | Ainchouk | Daya |100| 8 | 140 | 743 | 445 | 0,1 | 26 | Non | Non | Non | Pasde | Absencedes | e Faible Faible Faible
plante larves
45 | Ainchouk | Ainchouk | Daya |100| 8 | 70 | 1480 | 89 | 0.8 | 30 | Non | Non | Non | Pasde | Absencedes | o e Faible Faible Faible
plante larves
46 Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 6 70 645 | 3,87 | 0,1 28 | Non | Oui | Non OS AL Positif Elevé Elevé Faible
47 Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 6 70 627 | 3,76 | 0,1 28 | Non | Oui | Non (0N AL Positif Elevé Elevé Faible
48 Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 6 70 | 645 | 3,87 | 0,1 | 28 | Non | Oui | Non oS AL Positif Elevé Elevé Faible
49 Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 6 | 70 | 627 | 3,76 | 0,1 | 28 | Non | Oui | Non (N AL Positif Elevé Elevé Faible
50 Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 6 70 645 | 3,87 | 0,1 28 | Non | Oui | Non (O AL Positif Elevé Elevé Faible
51 Boucharen Boucharen | Riziére | 25 | 6 90 627 | 3,76 | 0,1 28 | Non | Oui | Non OS AL Positif Elevé Elevé Faible
52 Begara Begara Daya | 50 | 7 | 130 | 859 | 6,14 | 0,2 | 32 | Oui | Oui | Non TL AL Positif Faible Faible Faible
58 Begara Begara Daya | 50| 7 | 170 | 857 | 5,14 | 0,2 | 33 | Oui | Oui | Non TL AL Positif Faible Faible Faible
% | Khrachba Oued Oued |170| 8 | 170 | 1190 | 7,13 | 04 | 30 | Oui | Non | Non | P2Sde | Absencedes |\ i Faible Faible Faible
laghnam plante larves
AL : An. labranchiae AC : An. cinereus Pr : profondeur Tr : Turbidité Cd: Od: Sa: TO: Psl: Tp:
conductivité Oxygene salinit¢ ~ températu présence des  Type
dissous re algues de
filamenteux plante
Ppe : présence des Ter : type d’especes NO : Nérium TL : Typha NAO : Nasturtium officinalis LG : Lemna gibba TD : Typha
plantes émergentes récoltées oleander latifolia domingensis




ANNEXE 3 :

Tableau des résultats brut de I’élevage de I’Anopheles labranchiae a I’insectarium

Nombre
Nombre Nombre Nombre | Nombre
Nombre des Nombre Nombre des
Parameétres d’ceufs des larves d’adultes | d’adultes | Te Tsl Tn Tem | Tiem | Rpi Rg
d’ceufs écloses nymphes | d’Anophéles | nymphes non
récoltés de stades 4 Femelles Males) (%) | (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(NOE) obtenus (NA) éclos (NNNE)
(NOR) (NLS4) (NF) (NM)
Lots (NNO)
Lot 1 200 150 88 83 27 56 20 7 75 59 94 33 67 55 14
Lot2 300 218 140 56 44 12 30 14 73 64 40 79 21 26 15
Lot 3 280 200 150 17 10 7 6 4 71 75 11 59 41 9 4
Lot4 700 330 120 83 29 54 18 11 47 36 69 35 65 25 4
Lot5 700 680 280 144 59 85 39 20 97 41 51 41 59 21 8
Lot 6 150 114 79 28 13 15 10 3 76 69 35 46 54 25 9
Lot7 500 256 150 31 27 4 16 11 51 59 21 87 13 12 5
Total 2830 1948 1007 442 209 233 139 70 491 403 322 379 321 173 58
Moyenne 404 278 144 63 30 33 20 10 70 58 46 54 46 25 8

Te : Taux d’éclosion

Tn : Taux de nymphose

Tsl : Taux de survie larvaire Tem : Taux d’émergence Tiem : Taux d’inhibition de I’émergence

Rpi : Rendement pré-imaginal

Rg : Rendement global
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Résumé :

Les anopheles sont les seuls vecteurs connus du paludisme. Au Maroc, cette infection
constituait un réel probléme de santé publique. Aujourd’hui, bien que la maladie ait été éliminée, la
région Nord est constituée de véritables gites actifs pour le complexe Anopheles maculipennis. 11
regroupe 12 especes jumelles, que 1I’on ne peut différencier qu’a I’aide de la biologie moléculaire.

En effet, les travaux menés sur le groupe Anopheles maculipennis restent fragmentaires et
limités a certaines zones. Afin d’améliorer et d’actualiser les connaissances sur la composition de ce
complexe et de son écologie, nous avons mené une série d'échantillonnage, dans différents biotopes
et gites larvaires dans le nord ouest du Maroc. Les résultats de I’identification d’espece, par PCR
multiplexe, menée sur 407 anopheles du complexe maculipennis confirment la présence de la seule
espece An. labranchiae représentant le complexe. Par ailleurs, le séquencage de 1’ADN
mitochondriale de 89 spécimens d’An. labranchiae, réalisé pour la premicre fois au Maroc, a été
comparé¢ a celui des populations de I’Algérie ; les résultats prouvent la présence des mémes
caractéres génétiques au sein des deux pays. Aucune différence génétique n’a été¢ détectée entre les
populations récoltées.

En parallele, nous avons effectué une étude transversale dans 25 localités de la province de
Larache. 52% des 54 habitats aquatiques investis se sont avérés étre des gites productifs de larves
d’anophéles. An. labranchiae étant 1’espéce prédominante avec une fréquence de 76 %. L’analyse
statistique a montré que les facteurs influengant 1’abondance des larves d’An. labranchiae sont la
turbidité, la profondeur, le pH du milieu et la présence des rizieres.

D’un autre coté, 1’¢levage d’An. labranchiae en insectarium a permis de déterminer les
parametres biologiques de la premiere génération: 70 % pour le taux d’éclosion, 54 % pour le taux
d’émergence, 46 % pour le taux de nymphose, 25 % pour le rendement pré-imaginal et 46 % pour le
taux d’inhibition de I’émergence. Le sex-ratio de la premicre génération est de 0,50. Bien qu’il soit
difficile d’entretenir cet anophéle marocain, I’obtention de la 1°° génération F1 ne peut étre que
prometteur pour continuer nos expériences dans cet axe étude. Les résultats de ce travail constituent
une base de données intéressante pour prévoir une lutte antivectorielle tres efficace.

Mots-clefs (5) : Paludisme, le complexe Anopheles maculipennnis, PCR multiplex, séquencage
d’ADN mitochondrial, écologie d’An. labranchiae, élevage d’An. labranchiae.
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