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1-Introduction générale

Pour préserver sa santé, I’homme s’est toujours défendu contre les agressions qui nuisent a
son confort et a son économie. D¢s 1’antiquité, les sages recommandaient que la construction
des villes et des villages se fasse loin des marécages qui sont des zones favorables a la
prolifération des moustiques (Diptéeres: Culicidés) (Darriet, 1998). En effet, plusieurs
maladies infectieuses sont transmises par les moustiques avec parmi elles, la fievre jaune
(Aedes sp.), la dengue hémorragique (Aedes sp), le chikungunya (Aedes sp.), la maladie du
West Nile (Culex sp), I’encéphalite japonaise (Culex sp.), le virus de la Vallée du Rift ainsi
que certaines filarioses (Anopheles sp, Culex sp) et le paludisme (Anopheles sp) (Kettle, 1995;
Gratz, 1999).

L’agent parasite responsable du paludisme est un protozoaire du genre Plasmodium. Quatre
espéces sont parasites de I’homme : Plasmodium vivax, P. malariae, P. ovale et P.
falciparum. Les especes P. malariae et P. ovale ne semblent pas provoquer d’acces grave.
Mais les infections a P. vivax sont plus séveres et en général non mortelles, alors que P.
falciparum est dangereux pour les individus non immunisés (Collins et Paskewitz, 1995). En
2009, les cas de paludisme dans le monde ont été estimés a 225 millions avec 781 000 déces
(World Health Organization, 2010). L’Afrique est le continent ou la transmission est la plus
intense (Snow et al., 2005). Au Bénin, le nombre de cas de paludisme enregistrés dans les
formations sanitaires de 1981 a nos jours a été le plus important des affections parasitaires.
Son incidence pour les deux formes simple et grave est de 139 pour 1000 habitants en 2006
(Ministére de la Santé de la République du Bénin, 2007). Au cours de I’année 2006, le
paludisme a été la principale cause de morbidité et de mortalité chez les enfants de moins de
cinqg ans dans les formations sanitaires de 1’Ouémé et du Plateau (Ministére de la Santé de la
République du Bénin, 2007). La lutte contre le paludisme repose sur la lutte contre 1’agent
pathogéne et la lutte contre le vecteur. Au Bénin le principal vecteur qui transmet 1’agent
pathogene est Anopheles gambiae (Akogbéto, 1992).

Pour lutter contre 1’agent pathogene on utilise des médicaments ayant pour effet de tuer les
parasites, d’empécher leur reproduction et ou de bloquer leur transmission. Selon les modes
d’action on distingue des schizontocides tissulaires ( Primaquine , Proguanil, Pyriméthamine),
des schizontocides sanguins (Chloroguine, Mefloquine, Quinine, Halofantrine, Quinidine,
Sulfonamide ), des sporontocides (Primaquine) et des gamétocytocides ( Primaquine,

Artémesinine).
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Pour lutter contre 1’agent vecteur, 1’'usage des insecticides a été le principal moyen utilisé.
Cette pratique remonte a 1’antiquité et a été 1’objet de plusieurs travaux de recherches. Pline
I’Ancien (23-79 aprés Jésus-Christ) recommandait 1’usage de I’arsenic comme substance
insecticide (Darriet, 1998). Au milieu du XX°® siécle, grace aux progrés de la chimie
organique, de nouveaux insecticides plus rémanents et plus toxiques que les insecticides
naturels ont été synthétisés. Ce contexte a favorise au cours des années 50-60 la mise en
ceuvre d’un projet ambitieux d’éradication du paludisme basé sur de vastes campagnes de
pulvérisation intradomiciliaire (PID), dans différents pays par la chimioprophylaxie et
I’utilisation des poudres mouillables ou des émulsions de Dichloro-Diphényl-Trichloroéthane
(D.D.T) et dieldrine (Coosemans, 1978). Ces campagnes ont entrainé une diminution
importante de la transmission du paludisme dans de nombreuses régions du monde et ont
probablement joué un réle décisif dans 1’éradication du paludisme en Europe et en Amérique
du Nord (Najera et Zaim, 2004). Elles ont aussi donné de bons résultats dans certains pays
dont le Bénin (Joncour, 1959) et le Madagascar (Rakotomanana, 2001). Mais la communauté
scientifique internationale s’est rendue compte que la politique d’éradication pronée n’était
pas possible dans les pays tropicaux. Les principales raisons de cet échec étaient la longue
persistance du DDT (12 ans) dans 1’environnement, les effets nocifs des insecticides sur la
santé de I’homme puis 1’applicabilité des méthodes de lutte proposées qui ne tenaient pas
compte des conditions socio-économiques des populations (Darriet, 1998). A cela il faut
ajouter, ’apparition de la résistance au D.D.T et a la dieldrine (Brown and Pal, 1971)
largement répandue dans toute 1’ Afrique principalement chez An. gambiae. L’entrain observé
pour I’éradication de la maladie s’est arrété et a fait place a une politique de contréle du
vecteur, par la promotion d’autres méthodes complémentaires de lutte dont 1’utilisation des
ennemis naturels de An. gambiae. C’est le controle biologique faisant appel aux prédateurs ou
pathogénes d’insectes, tels que les crustacés et les poissons larvivores (Riviére et al 1987 ;
Sherratt and Tikasingh, 1989), les nématodes (Rojas et al.,1987 ; Santamaria,1987), les
microsporides (Anthony et al., 1978; Sweeney and Becnel, 1991), les spiroplasmes
(Humphery-smith ~ and Chatel,1991; Vorms-le morvan, 1991) ou encore les virus
(Lacey,1982 ; Federici, 1985) et les bactéries entomopathogenes (Nicolas et al., 1987). Ces
méthodes ont donné des résultats encourageants au laboratoire mais n’ont toujours pas
convaincu de leur efficacité dans les conditions naturelles (Hougard, 1992). A ces méthodes,
il faut ajouter celle de I’utilisation des moustiquaires non imprégnées qui constituent une
protection efficace contre les nuisances occasionnées par les insectes nocturnes agressifs pour

I’homme et contre les piqlres infectantes de nombreux vecteurs de paludisme. C’est au milieu
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des années 80 qu’ont été reconnu I'intérét épidémiologique potentiel et les avantages en santé
publique représentés par le traitement des moustiquaires avec un insecticide pyréthrinoide
comme méthode de protection contre le paludisme (OMS, 2003). Les pyréthrinoides ont été
les seuls insecticides recommandés par I’OMS en raison de leur rapidité d’action, leur effet
excito-répulsif, leur faible dose d’utilisation, et leur bonne tolérance pour I’homme (Zaim et
Guillet, 2002). A partir de cette période, la Chine, la Gambie (D’Alessandro et al., 1995 ;
D’Alessandro et al., 1997), les lles Salomon et le Viet Nam ont mis en oeuvre des projets
d’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) a 1’échelle nationale. La Chine
et le Viet Nam ont privilégié le traitement des moustiquaires existantes plutét que la
distribution des MII et sont parvenus a des taux relativement élevés de retraitement. Au
Burkina Faso dans un village rizicole, I’imprégnation de moustiquaires trouées a 25 rng/m2 de
deltaméthrine a réduit de 32 % les contacts entre un homme placé sous cette moustiquaire et
les moustiques agressifs (Darriet, 1998). En Gambie (D’Alessandro et al., 1995 ), au Ghana
(Binka et al., 1996) et au Kenya (Nevill et al., 1996), I’utilisation des MII a réduit de 50% les
épisodes cliniques de paludisme non compliqué dus a P. falciparum et a P. vivax, tout en
réduisant la parasitémie et cela a épargné les enfants agés de 1 a 59 mois protégés par une
MILI.

Malheureusement, la résistance de P. falciparum aux produits pharmacologiques et celle de
An. gambiae s.s aux pyréthrinoides se sont propagées dans les régions endémiques et de ce
fait menacent sérieusement la promotion des moyens de lutte. La résistance de An. gambiae
aux pyréthrinoides est une grande préoccupation a I’heure actuelle en Afrique. Le premier
cas en Afrique de I’ouest a été signalé en Cote-d’Ivoire (Elissa et al., 1993). De nombreux
autres cas ont été aussi décrits au Kenya (Vulule et al., 1994), au Burkina (Chandre et al.,
1999 ; Diabaté, 1999), en Cote-d’Ivoire (Chandre et al., 1999), en Afrique du sud
(Hargreaves et al., 2000). Au Bénin, des travaux ont montré que An. gambiae a développé
une forte résistance aux pyréthrinoides et au DDT avec une fréquence du gene kdr tres élevee
de I’ordre de 80% en milieu urbain de Cotonou (Chandre, 1998 ; Akogbéto et Yacoubou,
1999 ; Akogbéto et al., 2006 ; N’Guessan et al., 2007 ; Djogbénou et al., 2008 ; Yadouléton
et al., 2010). Toutefois, malgré la résistance développée par An. gambiae aux pyréthrinoides
les moustiquaires imprégnées conferent une bonne protection a travers leurs roles de barriére
mécanique (Curtis et al., 1998).

C’est dans ce contexte de forte résistance des anopheles aux insecticides, que le Programme
National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) du Bénin a entrepris, pour compter de 1’année

2008, un programme de lutte anti-vectorielle a grande échelle dans le département de
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I’Ouémé ou deux unités paysageres se distinguent : la vallée et le plateau. L’approche de lutte
retenue repose sur deux méthodes : la PID dans tous les ménages des localités du plateau et
I’utilisation a grande échelle des moustiquaires imprégnées a longue durée d’action (MIILD)
dans les localités de la vallée. Cette approche s’inscrit dans le cadre d’application du plan
stratégique national de lutte contre le paludisme au Bénin. Ce plan vise 1’atteinte des objectifs
du Partenariat « Roll Back Malaria ». Ces objectifs consistent a réduire le nombre de cas et
de déces imputables au paludisme d’au moins 50 % d’ici fin 2010 et d’au moins 75 % d’ici
2015 par rapport aux chiffres de 2000 (World Health Organization, 2010). Une des stratégies
retenue pour atteindre ces objectifs est la couverture universelle des moyens de prévention et
de traitement du paludisme.

En Afrique et en Asie du sud, les méthodes PID et MIILD ont donné de bons résultats (Curtis,
2001). Toutefois, chacune d’elles a ses inconvénients. Si le cout-efficacité varie selon le
contexte, il est globalement le méme pour chacune des deux méthodes (Curtis, 2001). Mais, le
principal probléeme des MIILDs est la résistance des populations d’anophéles aux
pyréthrinoides (N'Guessan et al., 2007) qui se propage si rapidement. Pour y remédier des
chercheurs ont proposé d’imprégner les moustiquaires avec des mélanges d’insecticides non
pyréthrinoides et de répulsifs comme une alternative aux pyréthrinoides (Pennetier et al.,
2005 ; N'Guessan et al., 2006 ; N'Guessan et al., 2008). Malheureusement, la limite majeure
de cette nouvelle stratégie est la faible rémanence des répulsifs sur la moustiquaire (2 a 6
semaines en conditions naturelles selon les études) (N'Guessan et al., 2006; Pennetier et al.,
2007). Concernant la méthode PID, auparavant appropriée pour la prévention des épidémies
de paludisme et pour des situations particuliéres d’urgence, elle a ét¢é recommandée par
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) depuis janvier 2006 pour toutes les zones
d’endémie. Cette méthode qui avait été¢ abandonnée en Afrique, a fait son retour d’abord en
Afrique de I’Est et Australe avec un impact significatif sur la baisse de I’incidence du
paludisme, puis tout récemment en Afrique de 1’Ouest (Faye, 2007) ou les programmes
nationaux de lutte contre le paludisme ont adhéré entiérement a la mise en ceuvre de cette
stratégie. Toutefois ces programmes sont confrontés au choix de I’insecticide a utiliser pour le
traitement des maisons, a cause de la forte résistance développée par An.gambiae vis-a-vis des
pyréthrinoides. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles molécules insecticides. En
attendant ces nouveaux produits, il urge de disposer des non pyréthrinoides, pour la gestion
de la résistance qui risque de compromettre 1’efficacité de la lutte antivectorielle contre le
paludisme. Les insecticides disponibles sont les carbamates et les organophosphorés. Ils font

actuellement, 1’objet d’un regain d’intérét en santé publique. Déja les carbamates comme le
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propoxur et le bendiocarb furent utilisés en aspersions intradomiciliaires pour lutter contre les
vecteurs du paludisme (Carnevale et Mouchet, 1990). Des études en cases expérimentales
portant sur I’efficacité résiduelle et I'irritation dues au bendiocarb (Mpofu et al., 1991), ont
montré que l'effet Iétal du bendiocarb sur An. arabiensis a été plus prononcé que son effet
irritant. Cependant, les implications de ces résultats par rapport a sa faisabilité et le potentiel
d'utilisation dans la lutte antipaludique a grande échelle n’ont pas été prouvées. Par ailleurs,
un essai de pulvérisation sélective et complete en cases expérimentales a été réalisée dans les
Philippines (Asinas et al., 1994) ou le bendiocarb s’est révélé trés prometteur, tant en termes
defficacité et de codt-efficacité, pour le contrdle de An. flavirostris, aux Philippines. Plus
tard, d’autres ¢études réalisées en cases expérimentales ont montré que certains
organophosphorés et carbamates étaient particulierement efficaces sur des populations
naturelles de vecteurs fortement résistantes aux pyréthrinoides (Kolaczinski et al., 2000 ;
Mabharaj et al., 2003). En février 2004 sur I'fle de Bioko en Guinée équatoriale, la PID a base
de bendiocarb a permis de contrdler avec succés An. gambiae s.s., An. funestus et An. melas
(Sharp et al., 2007). Au Bénin, des travaux ont €té réalisés en cases expérimentales, sur une
stratégie de gestion de la résistance des vecteurs du paludisme par 1’association de bache en
polyéthyléne traitée & base du bendiocarb avec les moustiquaires imprégnées (Djénontin et
al., 2009). Les résultats ont révélé 1’efficacité de cette stratégie pour la lutte anti-vectorielle du
paludisme. Contrairement a la stratégie du PNLP, la plupart de ces projets de Mll et de PID
ont été réalises a petite échelle et n’ont concerné que quelques villages ou un district. Dans le
cas de la présente these, environ 150.000 lieux de couchage des communes de Adjohoun,
Dangbo, Missérété et Seme sont a pulvériser pour protéger 350 000 personnes contre
An.gambiae fortement résistant aux pyréthrinoides. Si le choix d’un insecticide non
pyréthrinoide est fait a travers cette these, il est impossible de réaliser la PID dans les villages
lacustres des communes choisies pour éviter la pollution des eaux par I’insecticide, lors des
opérations de PID. La solution proposée a été la distribution des MIILDs a tous les ménages
de ces villages non éligibles pour la PID. Toutes ces stratégies de contrdle des vecteurs basées
sur I'utilisation d’insecticides nécessitent une implication des populations concernées. Nous
avons donc recherché des informations sur les connaissances, attitudes et pratiques (CAP) de
ces populations en matiére de lutte contre les moustiques, pour les prendre en compte en vue
du succes des interventions de lutte a mener (Kyawt-Kyawt et Alan, 2004). Nous avons aussi,
trouvé nécessaire de mener une étude approfondie de la biologie, de 1’écologie des vecteurs
responsables de la transmission et des mécanismes de résistance vis-a-vis des insecticides

dans les communes ciblées. Par conséquent, il nous a fallu mettre en place un suivi régulier
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de la dynamique de transmission et de la sensibilité des populations naturelles de An. gambiae
aux insecticides utilisés. Ces études ont permis d’apprécier 1’efficacité de la stratégie et de
I’améliorer. Ces informations se justifient parce que les études antéricures (Greenberg et al.,
1989; Ongore et al., 1989; Yeneneh et al., 1993; Aikins et al., 1994; Shey et al., 2011) ont en
général montré que les données relatives aux connaissances des populations sur la cause du
paludisme et les autres déterminants en Afrique sont pauvres. Par ailleurs, tres peu de données
entomologiques existent pour la région du sud est du Bénin et sont trés anciennes (Hamon,
1954 ; Akogbéto, 1992). C’est sur cette base que nous avons choisi d’entreprendre les
travaux de cette thése qui s’intitule : "Contr6le de Anopheles gambiae (Diptera,
Nematocera, Culicidae), vecteur du paludisme, par le bendiocarb en pulvérisation
intradomiciliaire a grande échelle dans le département de I’Ouémé au Bénin**

Ce théme est justifié par les hypotheses ci-apres :

-Hypothese principale : le bendiocarb en aspersion intradomiciliaire est une alternative
potentielle de lutte contre An. gambiae dans une zone de forte résistance de cette espéce aux
pyréthrinoides.

-Hypothéses secondaires :

e les connaissances des mesures de lutte contre le paludisme facilitent 1’acceptabilité

de la PID par les communautés;

e la zone d’¢tude choisie remplit les conditions entomologiques et les

caractéristiques de ’habitat pour la mise en ceuvre de la PID ;
e [D’action létale du bendiocarb varie selon les supports imprégnés ;

e |e bendiocarb est efficace sur les moustiques résistants aux pyréthrinoides et par

conséquent réduit la transmission du paludisme ;

e [’utilisation du bendiocarb a grande échelle peut freiner 1’évolution de la résistance

aux pyréthrinoides de An. gambiae.

Le principal objectif visé par la présente étude est d’évaluer I’impact d’un non pyréthrinoide
en pulvérisation intradomiciliaire a grande échelle sur la transmission du paludisme et
I’évolution de la résistance dans les communes sous PID.

Pour atteindre cet objectif, nous avons subdivisé 1’étude en 3 parties :

-Dans un premier temps (chapitre 2) nous avons évalué en cases expérimentales 1’efficacité de
la K-Othrine WG 250 (Deltaméthrine 250g/kg), de Ficam M (Bendiocarb 800g/kg), de
Fendona 5WP (Alpha-cyperméthrine 50g/kg), de Sumithion 40 WP (Fénitrothion) et de
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Master Quick ZC (un mélange Chlorpyriphos 250g/l + Deltaméthrine 12g/l) contre les
moustiques résistants. Cette évaluation a pour but de conduire au choix d’un insecticide non
pyréthrinoide pour I’aspersion intradomiciliaire (Article 1).

-Dans un deuxiéme temps (chapitre 3) nous avons recueilli des donnees de base sur la
transmission du paludisme en prélude a la campagne de PID et a I’utilisation généralisée des
moustiquaires imprégnées (Permanet 2.0) dans la zone d’étude. Cela a permis d’apprécier les
expériences de la population d’étude sur le contréle des moustiques et leur degré d’adhésion a
la PID (Article 2) puis de savoir les informations sur la biologie du vecteur cible et sa
sensibilité aux insecticides (Article 3) avant la mise en ceuvre de la stratégie.

-Enfin dans un troisieme temps (chapitre 4) nous avons conduit une étude sur I’impact de la
PID et de I’utilisation généralisée des MIILDs. Dans ce chapitre les travaux ont été organisés
en 4 étapes :

La premiére étape a été consacree aux effets du bendiocarb et de la couverture totale en
Permanet 2.0 sur le comportement de An. gambiae. Il s’agit des changements de
comportement exophage et exophile du vecteur en réponse a 1’application du bendiocarb sur
les murs (Article 4). Ensuite 1’étude de I’impact de la PID au bendiocarb et de la couverture
totale en Permanet 2.0 sur la transmission du paludisme a été réalisée (Article 5). Elle a pour
but d’évaluer la baisse de la longévité et de I’infectivité du vecteur. Enfin une étude sur la
rémanence du bendiocarb sur les supports imprégnés pour apprécier la durée d’efficacité
résiduelle du bendiocarb sur les murs (Article 6) et une autre sur I’évolution de la résistance

de An. gambiae aux insecticides dans les zones sous intervention ont été réalisées (Article 7).

2- Généralités

2-1- Epidémiologie du paludisme

2-1-1- Répartition du paludisme dans le monde

Le paludisme est endémique dans différentes zones du monde en 1’occurrence les zones
intertropicales. A I’heure actuelle, cette maladie continue de sévir en Amérique, en Asie, et
en Afrique (Figure 1). Cependant, c’est en Afrique sub-saharienne que I'on trouve 85 a 90 %
des morts du paludisme (Layne, 2005). La distribution géographique du paludisme est

complexe. On trouve en effet des zones paludiques et non-paludiques proches I'une de l'autre.
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Les niveaux d’endémie et de transmission du paludisme sont trés variables au sein d’un méme
pays et méme dans une région relativement petite. Les niveaux d’endémie et de transmission
dépendent de facteurs climatiques que sont la température et la pluviométrie, puis des facteurs
démographiques tels que les modes d’utilisation des terres agricoles, I’irrigation,
I’urbanisation et 1’activité économique. Selon I’OMS (2003) on distingue les niveaux ci-
apres :

- Le niveau holoendémique caractérisé par une forte transmission pérenne du paludisme
provoquant une immunité importante dans toutes les classes d’age, surtout chez les adultes (le
taux parasitaire constamment supérieur a 75% chez les enfants &gés de 2 a 9 ans).

-Le niveau hyperendémique caractérisé par une transmission intense mais saisonniére et ou
I’immunité est insuffisante pour prévenir les effets du paludisme dans toutes les classes d’age
(taux parasitaire constamment supérieur a 50% chez les enfants agés de 2 a 9 ans).

-Le niveau mésoendémique caractérisant les communautés rurales avec une transmission
d’intensité variable (taux parasitaire situé entre 11 et 50% chez les enfants agés de 2 a 9 ans).
-Le niveau hypoendémique caractérisé par une transmission faible dans les milieux ou le
paludisme ne touche pas la population générale de facon significative (taux parasitaire

inférieur @ 10% chez les enfants agés de 2 a 9 ans).

®% Zone a risque limité
- ®% Zone de transmission du paludisme

Zone ou le paludisme a disparu, a été édradiqué, ou n'a jamais existédb

Figure 1 : Répartition géographique du paludisme dans le monde (OMS, 2003)
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Le paludisme est une maladie parasitaire & transmission vectorielle. Il dépend de ce fait de 3

" protagonistes" que sont I’homme, le parasite et le vecteur.

2-1-2- Les parasites

On pensait a l'origine que le paludisme provenait des zones marécageuses, d'ou son dérivé du
mot ancien ‘palud’, marais. C’est en 1880 que Laveran a decouvert la véritable cause du
paludisme, un parasite unicellulaire du genre Plasmodium. Ce parasite est un protozoaire de
type sporozoaire appartenant a 1’ordre des Haemosporidideae. Trois espéces spécifiquement
humaines sévissent en Afrique. 1l s’agit de Plasmodium falciparum (la forme pernicieuse), P.
vivax et P. ovale (formes plus bénignes). Une quatrieme espéce, P. malariae est a la fois
commune a ’homme et aux grands singes africains (Mazier, 1991). Ces quatre especes
plasmodiales, parasites intracellulaires, ont une multiplication asexuée chez I’homme et une
multiplication sexuée chez le moustique femelle (figure 2). A la suite de la piqiire d’un
homme infecté, les parasites au stade de gamétocytes sont ingérés par le moustique et forment
des gametes dans I’estomac de 1’anophéle. Ces gamétes male et femelle vont se féconder pour
donner un zygote mobile appelé ookinéte. Ce dernier pénétre la paroi de I’estomac de
I’anophéle et devient un oocyste sphérique. A D’intériecur de ce dernier, le noyau subit
plusieurs divisions (sporogonie) et forme de nombreux sporozoites et 1’oocyste grossit.
Lorsque les sporozoites sont complétement développés, 1’oocyste se rompt et libérent les
sporozoites qui migrent alors vers les glandes salivaires. A ce niveau, ils deviendront matures.
La durée du cycle sporogonique varie selon la température et I’espece plasmodiale. Elle est de
12 jours pour P. falciparum en Afrique tropicale (Gentilini, 1993). Ces sporozoites sont
injectés dans le sang avec la salive du moustique lorsqu’il pique un homme. Par voie
sanguine, ils atteignent alors le foie, ou ils se multiplient durant une période de 7 a 12 jours.
Ces multiplications donnent des mérozoites qui sont libérés dans la circulation sanguine et
envahissent les globules rouges a I’intérieur desquels ils croissent et donnent des trophozoites.
Ceux-ci se multiplient par schizogonie. Chaque cycle schizogonique dure environ 48 heures.
Aprés plusieurs cycles schizogoniques apparaissent dans les hématies les gamétocytes males
et femelles. En prenant son repas sanguin sur un paludéen, 1’anophé¢le femelle absorbe les

gamétocytes males et femelles et un nouveau cycle recommence.
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Figure2 : Cycle de développement du P. falciparum (Ghosh et al., 2000)

2-1-3-Les anopheles vecteurs

2-1-3-1-Taxonomie

La position systématique des anophéles se présente comme suit:
-Regne : Animal

-Embranchement : Arthropodes
-Sous-embranchement : Antennates

-Classe : Insectes

-Sous-classe : Ptérygotes

-Super-ordre : Mécoptéroides

-Ordre : Diptera (LINNE, 1758)

-Sous-ordre : Nematocera (LATREILLE, 1825)
-Famille : Culicidae (LATREILLE, 1825)
-Sous-famille : Anophelinae (THEOBALD, 1905)
-Tribu : Anophelini (BELKIN, 1962)

-Genre : Anopheles

glands sokivaire
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2-1-3-2-Répartition dans le monde

Il existe 484 especes d’anophé¢les (Harbach, 2004), dont une soixantaine assurent, la
transmission des plasmodies humaines. Les anopheles ont une répartition quasiment mondiale
(Kiszewski et al., 2004) (figure 3) dépendant de la température et de la pluviosité. En Afrique,
au sud du Sahara, une dizaine d’espéces d’anopheles est directement impliquée dans la
transmission du paludisme mais seuls deux grands complexes d’espéces assurent la presque
totalité de cette transmission : An. gambiae Giles, 1902 et An. funestus Giles, 1900 (Darriet,
1998). Le complexe An. gambiae comporte 7 espéces jumelles: An. gambiae s.s, An.
arabiensis, An. melas, An. merus, An. bwambae, An. quadriannulatus A et An.
guadriannulatus B (White, 1974, Hunt et al., 1998). Le groupe An. funestus quant a lui
comporte six especes jumelles : An. vaneedeni, An. rivulorum, An. parensis, An. leesoni, An.
rivulorum-like, et An. funestus s. s. Seule cette derniére est anthropophage et joue un réle
dans la transmission du paludisme (Darriet, 1998).
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Figure 3 : Distribution globale des anophéles vecteurs principaux, secondaires et potentiels
(Kiszewski et al., 2004)

2-1-3-3- Distribution du complexe An. gambiae au Bénin

Anopheles gambiae s.| est rencontré, dans tous les milieux au Bénin. Sur un total de 3 755
anopheéles récoltés au Bénin de septembre 1983 a novembre 1987 suivant un transect sud-nord
Bénin-Togo, Akogbéto a obtenu 1 302 An. melas soit (34, 67 %), 2 382 An. gambiae s.s soit
(63,43 %) et 71 An. arabiensis soit (1,89 %). Pour An. gambiae s.s, le développement d’outils
moléculaires d’identification a permis de définir deux formes moléculaires M et S (Della
Torre et al.,, 2001) qui correspondent au Burkina Faso, respectivement aux formes

chromosomiques Mopti et Savane (Favia et al., 1997). Les formes moléculaires M et S
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présentent des préférences écologiques différentes (Della Torre et al., 2001). Au Bénin, ces
formes moléculaires M et S existent toutes deux du Sud au Nord, mais affichent des
fréquences tres différentes selon les sites écologiques (Djogbénou et al., 2008). An. gambiae
s.s vit en sympatrie avec An. melas en zone coti¢re au sud du Bénin de méme qu’avec An.
arabiensis, qui est au centre du Bénin a 92% dans Glazoué et Bohicon, puis au nord du
Bénin respectivement a 87%, 47% et 13% dans Parakou, Kandi et Tanguiéta (Djogbénou et
al., 2008). Par contre, les captures effectuées dans les quartiers périphériques de Cotonou, en
bordure du lac Nokoué et a Abomey-Calavi, un centre périurbain de Cotonou, en plein
développement situé au bord du méme lac sont constitués exclusivement de An. gambiae s.s
(Akogbeto, 1992). Les villages du type traditionnel, notamment les villages de pécheurs dans
les zones de cours d’eau saumatre a Ganvié, sont plus favorables a la multiplication de An.
melas. Le développement des villes telles que Cotonou et Porto-Novo vers leurs périphéries
crée de nouveaux gites, favorables a An. gambiae s.s dont les larves trouvent des conditions
de reproduction au détriment de An. melas.

2-1-3-4- Biologie de An. gambiae s. I.

Anopheles gambiae est un insecte a métamorphose compléte, dont le cycle de développement
(figure 4) est caractérisé par une phase pré-imaginale aquatique et une phase adulte aérienne.
Le développement larvaire de An. gambiae s.l. a lieu dans les collections d’eau stagnante,
claires, temporaires, peu profondes, calmes, ensoleillées, pauvres en matiéres organiques et
dont la température ne dépasse pas 30°C. Aprés accouplement, la femelle conserve les
spermatozoides dans le spermatheque. Pour la maturation de ses ccufs, la femelle de An.
gambiae a besoin d’un repas de sang (Coluzzi et al., 1979). C’est surtout dans la nuit, attirés
par le CO2, que les femelles de An. gambiae piquent leurs proies, pour prélever le sang dont
elles ont besoin. Pour cela, les anopheles femelles volent vers les habitations humaines, sans
s’éloigner de plus de 2 km de leur lieu de reproduction. Cependant, une dispersion passive est
assurée par le vent et les moyens de transport. Les femelles de An. gambiae s.s peuvent aussi
se montrer zoophiles lorsque du bétail se trouve a proximité des zones habitées. Apres leur
repas de sang, les femelles de An. gambiae s. | se reposent a des endroits tres variés qui sont
sombres, frais et souvent humides. Les abris extérieurs sont moins favorables. Anopheles
gambiae s. | est dans I’ensemble naturellement endophage et endophile c’est-a-dire que les
femelles piquent a I’intérieur des cases d’habitation et y restent pour digérer leur repas de

sang. A la différence de An. gambiae s.s, An. arabiensis est capable de se developper dans
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des zones totalement sauvages, adoptant alors un comportement exclusivement zoophile
(Duchemin et al., 2001). A cause de ce caractere zoophile An. arabiensis est plus exophage et
exophile. Mais en milieu c6tier lagunaire au Bénin, Akogbéto a montré que An. gambiae s.s
se nourrit presque exclusivement sur I’homme (80%), An. melas se nourrit sur les animaux
(> 70%) de préférence sur le porc et que les deux espéces ont des taux de parturité similaires.
Cependant An. melas de méme que An. arabiensis ont une potentialité de transmission du
paludisme faible par rapport a An. gambiae s.s, a cause de leurs caractéres exophile et

zoophile.

ﬁStade oeufs ala surface de Leau
a3 :

;1 ‘ h : \; ) Stade nymphal a la surface de 1'eaun

Stade larvaire a la surface de I'eau

Figure 4 : Cycle de développement de An. gambiae

2-2- La lutte antivectorielle

La lutte antivectorielle est une lutte préventive et integre une somme de connaissances. Elle
ne fait pas appel a une seule méthode standard. Les stratégies de lutte contre les vecteurs du
paludisme sont basées sur la réduction de leur capacité vectorielle ou de leur compétence
vectorielle. La réduction de la compétence vectorielle consiste a développer chez le vecteur
un caractere réfractaire vis-a-vis du parasite, P. falciparum, et ceci par un controle génétique
par exemple (Varmus et al., 2003; Clayton, 2006). La réduction de la capacité vectorielle des

vecteurs quant a elle consiste a I’aménagement de l'environnement ou a [’utilisation des
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ennemis naturels de ces vecteurs et des produits chimiques. L’utilisation de barriéres de
protection tels que les moustiquaires puis les grillages et rideaux pour portes et fenétres, en
réduisant le contact homme-vecteur contribue aussi a une réduction de la capacité vectorielle

des moustiques. La lutte contre les vecteurs peut étre dirigée contre les larves ou les adultes.

2-2- 1- La lutte anti larvaire

La lutte anti larvaire se fait par des méthodes mécaniques, chimiques et biologiques. Les
méthodes mécaniques sont basées sur I’aménagement de 1I’environnement & grande échelle par
le drainage, I’écoulement des eaux, le remblayage des trous, la destruction des récipients
pouvant servir de gites et I’intervention sur les rives des riviéres et des lacs pour les rendre
impropres au développement de I'anopheéle. L utilisation de larvicides tels que le malathion, le
théméphos, le Methoxychlore, et le méthyl-Dursban, sont des exemples de lutte chimique
contre les larves. Quant a la lutte biologique, elle fait appel a 1’utilisation des poissons
larvivores (Gambusia affinis), des prédateurs invertébrés (Toxorhynchites), des parasites
(nématodes, protozoaires, champignons) ou des bactéries pathogénes (Bacillus thuringiensis
israeli, Bacillus sphaericus). Malgré les espoirs suscités par cette lutte biologique, la lutte anti
larvaire est limitée par des difficultés d’ordre opérationnel telle la rémanence, le colt et les
préférences écologiques de certaines especes comme An. gambiae s.I (Carnevale, 1995). En
effet, cette espéce peut accomplir son cycle pré imaginal dans des biotopes trés variés, des
petites flaques temporaires comme les empreintes de pas, les orniéres de voitures, les trous
d'emprunt de terre, aux vastes zones rizicoles dont les casiers a riz sont propices au
développement des larves a certaines périodes de la riziculture (Coosemans, 1985 ; Robert et
al., 1988). Une telle multiplicité des gites n’est pas favorable pour 1’utilisation de la lutte anti
larvaire. De plus cette lutte exige une technicité pointue et n'agit que sur la réduction de la
densité des anophéles, mais pas de leur longeévité. Or, au plan épidémiologique, le parametre

important dans la transmission du Plasmodium est la longévite du vecteur (Carnevale, 1995).

2-2- 2- La lutte contre les adultes

2-2- 2-1- La pulvérisation intradomiciliaire d’insecticides a effet rémanent

La pulvérisation intradomiciliaire d’insecticides a effet rémanent peut étre définie comme

I’application d’un insecticide liquide qui séche et forme un dépot cristallin rémanent sur les
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surfaces pulvérisées (Najera et Zaim, 2004). L'application intradomiciliaire d'insecticides a
effet réemanent a été la meilleure méthode pour lutter contre les vecteurs du paludisme en
Afrique tropicale (Coosemans, 1978). Le choix de linsecticide et de la formulation a
appliquer reposent sur la sensibilité des vecteurs locaux, les caractéristiques des divers
composés, le colt et une collaboration soutenue de la population. Il faut également tenir
compte d’autres problémes locaux spécifiques, tels que les contaminations potentielles ou les
effets nefastes sur des cultures essentielles pour I'économie locale. En effet, les élevages
d’abeilles ou vers a soie, les récoltes conservées dans les greniers pendant de longues
périodes, comme lors du séchage du mais, etc. peuvent étre contaminés au cours des
pulvérisations. Pour les pulvérisations intradomiciliaires, les produits insecticides

recommandés par I’OMS sont mentionnés dans le tableau | ci-apres:

Tableau | : Insecticides recommandés par ’OMS pour la pulvérisation a effet rémanent a

I’intérieur des habitations contre les vecteurs du paludisme

Insecticides et formulations Classe Dosage (g/m?2) Rémanence (mois)
Alpha cyperméthrine P 0,02-0,03 4-6
PM et SC

Bendiocarbe PM C 0,1-0.4 2-6
Bifenthrine PM P 0,025-0,05 3-6
Cyfluthrine PM P 0,02-0,05 3-6
DDT PM ocC 1-2 >6
Deltaméthrine PM, GDE P 0,020-0,025 3-6
Etofenprox PM P 0,1-0,3 3-6
Fénitrothion PM OP 2 3-6
Lambda-cyhalothrine PM P 0,02-0,03 3-6
Malathion PM OP 2 2-3
Pirimiphos-méthyl PM et CE opP 1-2 2-3
Propoxur PM C 1-2 3—

CE (concentré émulsionnable) ; GDE (granules dispersibles dans 1’eau) ; PM (poudre mouillable) ; SC
(suspension concentrée) ; OC (organochloré) ; OP (organophosphoré) ; C (carbamate) ; P (pyréthrinoide).
(Najera et Zaim, 2004)

Cette application intradomiciliaire d'insecticide induit une mortalité tres importante des
vecteurs adultes en réduisant leur longévité et par conséquent la probabilité que le
Plasmodium puisse achever son développement en leur sein. De cette facon, cette méthode
baisse le taux d’agressivité pour ’homme ainsi que I’espérance de vie infectante du vecteur,
deux facteurs déterminants de sa capacité vectorielle (Mac Donald, 1956 ; Gillies et de
Meillon, 1968). Mais I’application intradomiciliaire d'insecticide est trop onéreuse et présente

I’inconvénient de ne pas éliminer les moustiques les plus exophages et/ou exophiles, qui
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continuent de prendre des repas sanguins, assurant ainsi un niveau minimal de transmission
(Curtis et Mnzava, 2001).

2-2-2-2- L'utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue duree
d’action

La deuxieme méthode aussi efficace pour la lutte imagocide est celle de 1’utilisation a grande
échelle des moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action. Cette stratégie
qui vise a établir une barriére (physique et/ou chimique) entre I’homme et le moustique est
utilisée depuis longtemps pour se protéger des piqlres de moustiques (Snow et al., 1987).
L’efficacité¢ des moustiquaires a été renforcée lorsqu’elles ont été imprégnées d’insecticides
(Darriet et al., 1984). Actuellement, cette imprégnation se fait au moyen des pyréthrinoides
qui sont les seuls insecticides recommandés pour le traitement des moustiquaires. Le tableau
Il énumere les insecticides recommandés par ’OMS pour le traitement des moustiquaires. 11
convient de relever que les pyréthrinoides énumérés ont un effet excito-répulsif important,
mais spécifique pour la plupart des espéces de vecteurs. L’imprégnation réalisée a I’aide de
ces pyréthrinoides protege efficacement le dormeur d’une barriére chimique qui renforce la
barriére physique souvent affaiblie par les trous et les déchirures. L’effet 1étal de I’insecticide
contribue a faire baisser la densité des vecteurs et le taux d’agressivité. Alors que I’effet
répulsif de I’insecticide empéche les piqlres a travers la moustiquaire et la pénétration des
moustiques a travers les trous. Cette utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides
est une mesure de protection personnelle efficace. Plusieurs études effectuées sur les
évaluations de moustiquaires imprégnées de perméthrine et de deltaméthrine au niveau de
villages ont donné des résultats prometteurs (Carnevale et al., 1988 ; Li zuzi et al., 1987 ;
Snow et al., 1988). Mais, la nature nomade de certains groupes ethniques, les habitudes
culturales des paysans, les habitudes des villageois a dormir hors de leur case pendant les
périodes de chaleur et les représentations liées aux croyances sont autant de barriéres qui
peuvent rendre inefficaces 1’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide. A cela
s’ajoute son colt élevé, car elle reste pour beaucoup de gens résidant dans les zones rurales,
inaccessible car trop onéreuse. Par contre, en milieu urbain ou les revenus et le niveau de vie
sont supérieurs, 1’usage de la moustiquaire imprégnée pourrait étre généralisé afin de protéger

efficacement les populations contre les moustiques (Hougard, 1991).
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Tableau Il : Insecticides recommandés par I’OMS pour le traitement des moustiquaires

Insecticide® Dosage (Substance active
en mg/m2 de tulle)
Alpha-cyperméthrine 10% SC 20-40
Cyfluthrine 5%EW 50
Deltaméthrine 1% SC et CP 25% 15-25
Etofenprox 10%EW 200
Lambda-cyhalothrine 2,5% CS 10-15
Perméthrine 10% CE 200-500

SC = suspension concentrée aqueuse ; EW = émulsion, huile dans I’ecau ; CP = comprimé a disperser
dans I’eau ; CS = suspension en capsule (micro-encapsulée) ; CE = concentré émulsionnable. (Najera
et Zaim, 2004)

2-2-2-3- Autres méthodes de lutte contre les adultes

La lutte contre les adultes peut aussi se faire au moyen de répulsifs qui sont des produits
naturels ou des produits de synthése. Ces produits présentent des propriétés excito-répulsives
contre les insectes piqueurs. On peut les appliquer directement sur la peau sous forme de
créme, lotion, ou aérosol ou sur les vétements. C’est une pratique ancestrale qui mettait en jeu
des dérivés de plantes. Elle a connu un véritable développement avec I'apparition des produits
de synthése a action prolongée, non toxiques, acceptables en applications cutanées, et
efficaces contre de nombreux insectes, plus particulierement depuis la découverte du diéthyl-
m-toluamide ou DEET en 1953 (McCabe et al., 1954). Actuellement, de nouvelles substances
actives sont commercialisées (N-buthylacetylaminopropionate) et ont montré des
performances intéressantes sur les insectes nuisants et/ou vecteurs de maladies (Nentwig,
2003; Badolo et al., 2004; Lundwall, et al., 2005). Cette méthode peut étre utilisée en
complément aux moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides et aux pulvérisations
intradomiciliaires d’insecticides (Pennetier, 2005). Des études réalisées au Burkina Faso ont
également montré que I’application de répulsifs pouvait réduire significativement le nombre
de piqdres infectantes a P. falciparum, agent responsable de la forme grave du paludisme
(Costantini et al., 2004). Malgré cela, ces composés n'‘ont jamais été utilisés en santé
publique, en I’absence de preuves tangibles sur leur capacité a

réduire la transmission du paludisme.
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Les habitudes de toilette, les périodes de chaleur, les représentations liées aux croyances, la
faible rémanence et le colt élevé pour les populations rurales sont autant de barrieres qui
peuvent rendre inefficaces 1’utilisation des répulsifs.

Ajoutons aussi que sous les tropiques, les populations ménent la lutte contre les moustiques
en utilisant des diffuseurs d’insecticides volatils en particulier sous forme de serpentins
antimoustiques et de diffuseurs électriques. En outre, les populations assurent la protection
des habitations par la pose de grillages sur les fenétres, les avant-toits et les portes. C’est une
méthode efficace si elle est appliquée et maintenue correctement. Elle constitue presque
exclusivement une méthode de protection individuelle et familiale, mais nécessite un
investissement important et entraine des colts d'entretien éleves (Najera et Zaim, 2004).

La lutte contre les vecteurs du paludisme, peut étre aussi menée, en utilisant des moustiques
transgéniques qui, a I’issue de manipulations génétiques, ne pourraient plus assurer
I’accomplissement du cycle sporogonique du Plasmodium (Collins et al., 1986 ; Collins,
1994 ; Crampton et al., 1992 ; Curtis, 1994 ). Cependant, il faut considérer cette méthode
comme a un stade de recherche et non opérationnelle dans le contexte habituel du terrain
(Spielman, 1994).

2-2-3- Les procédures de gestion des insecticides en santé publique

L’utilisation des pesticides a des fins de santé publique s’effectue dans les lieux ou résident
des étres humains et il est important d’en assurer une bonne gestion. Cette utilisation doit étre
confiée a un service central de lutte contre les vecteurs et les nuisibles. Il y a donc nécessité
urgente de le créer s’il n’existe pas ou de le renforcer s’il existe déja. Son role est de guider,
de soutenir, de superviser et de surveiller les activités de lutte antivectorielle sur I’ensemble
du territoire national. Sa direction doit étre confiée a des professionnels de la lutte
antivectorielle. Outre le fait que les programmes de lutte contre les maladies a transmission
vectorielle ne disposent que de ressources limitées, I’arsenal de pesticides agréés présentant
toutes les garanties de sécurité et d’efficacité tend a se réduire, ce qui oblige a utiliser ces
produits de maniére judicieuse et sélective dans le cadre de la gestion intégrée des populations
de vecteurs (WHO, 2003). Cela exige alors une collaboration intersectorielle entre le
ministére de la santé et ceux de I’agriculture et de I’environnement ou avec d’autres
partenaires également concernés. L’OMS a défini des principes généraux a respecter, malgré
les politiques générales adoptées dans ce domaine par certains pays. Ces principes sont : le

controle législatif, les mécanismes administratifs, I’homologation, I’acquisition, le stockage et
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le transport, la distribution, I’épandage, la conservation et I’élimination ainsi que le controle et

la surveillance des produits, la gestion du probleme de la résistance et le contrdle de qualité.

2-2-3-1- Homologation des produits

Chaque Etat membre de I’OMS devrait inclure dans sa législation sur les pesticides des
dispositions permettant de faire en sorte que la délégation d’autorité pour la surveillance des
pesticides, la promulgation de la réglementation et le contrdle de son application soient
accordés a un seul et méme service. Ce service serait chargé de veiller a ce que 1’utilisation
des pesticides par des organismes publics, des firmes commerciales ou des particuliers soit
conforme aux normes nationales prescrites. Au Bénin, ce service est le Comité National
d’Agrément et de Controle des Produits Phytopharmaceutiques (CNAC). Les dispositions
Iégislatives particuliéres qui sont prises concernant les pesticides utilisés en santé publique,
sont contenues dans la loi n°® 91-004 du 11 février 1991 portant réglementation phytosanitaire

en République du Bénin.

2-2-3-2- L’acquisition des pesticides

L’acquisition des pesticides est une opération trés specialisée et complexe. Les commandes
doivent étre faites suffisamment a 1’avance pour que les stocks soient reconstitués a temps.
C’est a un personnel expérimenté et compétent qu’il faut confier les achats de produits
destinés a la lutte antivectorielle. L’appui technique, la formation, le recyclage des produits et
I’¢limination des récipients vides sont des activités qui font partie du service apres-vente
attendu des fabricants et doivent étre spécifiées dans les appels d’offres selon les directives
nationales applicables aux achats de produits destinés a la lutte antivectorielle. Aussi 1’on doit
respecter scrupuleusement des lignes de conduite de I’OMS (WHO, 2003) a adopter pour

I’acquisition des pesticides destinés a la santé publique.

2-2-3-3- La qualité du produit et le réemballage

Il est essentiel, pour des raisons d’efficacité mais aussi pour réduire au minimum les risques
liés a I’épandage, de n’employer que des produits dont les formulations sont de bonne qualité
et dont la teneur en matiere active est conforme a celle déclarée. Le réemballage de la

formulation peut s’avérer nécessaire au niveau local pour des raisons de distribution. Dans ce
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cas, I’industrie doit, en coopération avec les pouvoirs publics, veiller a ce que les opérations
d’emballage ou de réemballage s’effectuent conformément aux normes de sécurité en vigueur

conformément a la réglementation nationale relative aux pesticides.

2-2-3-4-Le stockage et le transport

Le stockage des pesticides et du matériel d’épandage doit se faire dans des entrepOts situés a
distance des habitations humaines ou abris pour animaux, des sources d’eau, des puits et des
canaux. Ces entrepdts doivent étre ventilés et situés sur une hauteur et sécurisés par des
clétures, avec un acces facile et réglementé pour limiter les risques de pollution et maintenir
la qualité du produit. Les pesticides doivent étre entreposés a I’abri de la lumiére solaire, de
I’eau ou de I’humidité. Les récipients contenant les pesticides et les cartons doivent étre
empilés dans de bonnes conditions de sécurité, en limitant la hauteur des piles pour assurer
leur stabilité. Leur transport ne doit pas se faire dans un méme véhicule contenant des
produits agricoles, des denrées alimentaires, des vétements, des jouets ou des cosmétiques qui
pourraient étre contaminés et devenir dangereux. Au cours du transport, il est impératif de
respecter les réglementations nationales relatives au transport des pesticides et celles définies
dans le document intitulé : Recommandations relatives au transport des marchandises

dangereuses : Réglement type (Nations Unies, 2002).

2-2-3-5- L’épandage

L’épandage des pesticides nécessite que les opérateurs concernés soient expérimentés et
connaissent bien le travail & faire pour que la technique d’épandage voulue soit utilisée
efficacement et dans de bonnes conditions de sécurité. Pour cela il faut une formation a tous
les niveaux, et tous les membres du personnel ayant des responsabilités d’encadrement ou de
direction devront étre soumis a un controle de connaissances sanctionné par un certificat
d’aptitude qui permettra de s’assurer qu’ils en ont assimilé le contenu. L’opérateur doit faire
en sorte que le produit soit épandu a I’endroit de fagon homogene et au moment voulus, selon
les regles et sous la surveillance d’un chef d’équipe qualifié. L’épandage doit se faire dans de
bonnes conditions de sécurité en portant rigoureusement des vétements protecteurs. Le
matériel d’épandage devrait étre convenablement entretenu (notamment en Ce qui concerne
I’¢étalonnage) et il devrait permettre d’épandre les produits en toute sécurité et efficacité,

conformément aux bonnes pratiques de gestion définies par ’OMS (Najera et Zaim 2002).
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2-2-3-6- L’élimination

L'utilisation des insecticides en santé publique et dans 1’agriculture engendre divers types de
déchets : restes de pesticides devenus obsolétes ou inutilisables pour une autre raison ;
récipients et sachets de pesticides vides ; moustiquaires a imprégnation durable déchirées ou
dont la date defficacité est dépassée ; matériel de protection personnel contaminé ; et
équipement de vaporisation abandonné. Lors des opérations de pulvérisation, le matériel hors
d’usage tels que les emballages et les récipients vides doivent étre retirés de la réserve,
décontaminés et démontés afin qu’ils ne soient pas utilisés a d’autres fins. Les solutions a
pulvériser non utilisées, doivent étre éliminées ainsi que les eaux de lavage, en veillant a
éviter toute pollution de 1’environnement. Les procédés d’élimination peuvent se faire par
incinération ou hydrolyse avec des dispositifs appropriés. L'incinération est un processus
d'oxydation thermique a haute température au cours duquel les molécules de pesticides sont
décomposées en gaz et en solides imbrdlables. Pour réduire la pollution, l'incinérateur peut
étre équipé d'un dispositif d'épuration des gaz, comme un laveur de gaz et/ou des filtres
électrostatiques. L'incinération conduite correctement peut, en principe, détruire les déchets
de pesticides avec un taux de rendement d'élimination par destruction de 99,99 pour cent ou
supérieur. Cependant l'efficacité de I'incinération dépend de nombreux facteurs, tels que: la
conception; le contréle du procédé et le maintien des valeurs appropriées de temps de
rétention, de température et de turbulence; le type de produits incinérés; et la capacité et
I'efficacité des équipements de dépollution de l'air.

L'hydrolyse est une méthode couramment utilisée; c'est la réaction d'une substance avec l'eau
qui brise les liaisons de la molécule. L'hydrolyse en milieu basique, dans laquelle on ajoute
une substance alcaline forte comme I'nydroxyde de sodium, la lessive ou la chaux, peut
détruire les phosphates organiques et les carbamates, et réduire fortement leur activité
biologique et les risques pour I'environnement.

Dans le cas de la PID dans I’Ouémé, ce sont les techniques d’élimination par hydrolyse et par
incinération qui ont été retenues. La technique d’hydrolyse a été adoptée pour éliminer
I’insecticide des outils de travail qui sont lavées avec de I’eau et du savon. Les eaux de lavage
sont évacuées vers des fosses d’épuration de 1 m de profondeur, contenant du bas vers le haut
des couches successives de sciure de bois, de charbon, de galets, du sable et de graviers. La
technique d’incinération permet d’éliminer les matériaux solides comme les emballages, les
gants, les cache-nez, les sacs et les futs d’insecticides. L’’incinérateur de I’hopital de Porto-

Novo a été utilisé a cet effet.
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2-2-3-7- Le suivi et la surveillance

Il est nécessaire aux unités de lutte antivectorielle de contrdler de facon réguliére le
comportement du produit sur les supports pulvérisés et la résistance des vecteurs aux
pesticides et d’en rendre compte. Elles doivent ¢galement veiller a ce que les pesticides soient
manipulés et épandus dans de bonnes conditions de sécurité. Si des dommages écologiques ou
une réduction de I’efficacité sont constatés et signalés a temps, il est souvent possible de
prendre des mesures correctives. L’exposition du personnel et des opérateurs doit Etre
contrblée par une équipe médicale spécialisée selon la périodicité et les méthodes
recommandées par ’OMS. Le suivi des intoxications par des pesticides est capital et il est
impérieux de prendre des mesures préventives et de se doter de moyens de diagnostic et de

traitement des cas d’intoxications.

2-2-3-8- Renforcement des capacités et la mobilisation de la communauté

Le renforcement des capacités et la mobilisation de la communauté sont indispensables pour
une bonne gestion des pesticides. Pour le renforcement des capacités, il faudra élaborer les
outils Iégislatif et réglementaire nécessaires, recruter et former du personnel en nombre
suffisant, mettre a disposition les moyens techniques voulus et mettre en place I’infrastructure
et, enfin, allouer des ressources suffisantes. La planification de 1’action en matiere de
renforcement des capacités doit s’appuyer sur une analyse critique des ressources et de
I’infrastructure existantes et s’inspirer des principes directeurs ¢énoncés par la FAO
(Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et 'agriculture) et ’OMS (OMS, 2003).
Il est nécessaire d’élaborer des stratégies a long terme et des approches efficaces pour éduquer
la population et toutes les parties prenantes, de maniere qu’elles soutiennent les programmes
de lutte antivectorielle et les activités pratiques de gestion des pesticides. Cette éducation doit
permettre a la population de prendre conscience des enjeux, de les comprendre et d’adhérer

pleinement aux activités de lutte au niveau local.

2-3- Les résistances du parasite aux medicaments et du vecteur aux insecticides

Selon I’OMS en 1957 "la résistance d’une souche (ou race) d‘un insecte vis-a-vis d‘un
insecticide correspond au développement d’une capacité de tolérer des doses de toxiques qui

seraient létales pour la majorité des individus d’une population normale de la méme espece”
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(OMS, 1957). Plus tard en 1985, Magnin et al., ont défini les individus résistants comme des
individus capables de survivre et de se reproduire malgré la présence dans leur environnement

de composés toxiques pouvant tuer les individus dits " sensibles™ .

2-3-1- La résistance de Plasmodium falciparum aux médicaments

Les antifoliques et les antifoliniques sont, apres la chloroquine, les antipaludiques les plus
utilisés depuis 50 ans contre P. falciparum. Mais, ce parasite est devenu résistant a ces
composés 1 an (antifolates) a 15 ans (chloroquine) aprés leur mise sur le marché (Le Bras,
1999). Depuis 30 ans environ, la chimiorésistance de I’agent du paludisme grave ne cesse de
s’étendre en Afrique. Actuellement, le paludisme a P. falciparum polychimiorésistant est trés
répandu en Asie du Sud- Est et en Amérique du sud. Le continent africain, qui supporte la
plus lourde charge de morbidité et de mortalité paludéennes, est également atteint (OMS,
2005). Cette résistance peut étre croisée ou simultanée. La résistance simultanée est
principalement la conséquence d’une utilisation simultanée importante de plusieurs
antipaludiques induisant une forte pression sélective (Le Bras, 1999). Ainsi, en Asie du Sud-
est, la résistance a la chloroquine s’est complétée d’une résistance a la pyriméthamine
sulfadoxine a mesure que cette derniére relayait, a un codt similaire de traitement, la
chloroquine. Mais I’intérét mondial accordé a la lutte contre le paludisme a permis de mettre
au point depuis une quinzaine d’années un nouveau groupe d’antipaludiques que sont les
dérivés de P’artémisinine, en particulier 1’artésunate, 1’artéméther et la dihydroartémisinine.
Ces composes ont une action thérapeutique (baisse de la numération parasitaire et résolution
des symptdmes) tres rapide, sont efficaces contre le paludisme a P. falciparum
polychimiorésistant et sont bien tolérés par les malades (OMS, 2005). Aucune résistance du
parasite aux dérivés de D’artémisinine n’a été observée a ce jour au Bénin, bien qu’une
décroissance de sensibilité ait été détectée in vitro au Vietnam (OMS, 2005 ) et au Cambodge
(Wongsrichanalai et Meshnick, 2008). Il faut toutefois noter que les dérivés de
I’artémisinine sont trés colteux et ne sont donc pas accessibles aux populations. Leur achat

nécessite souvent une aide financiére extérieure (OMS, 2004).

2-3-2- La résistance de Anopheles gambiae aux insecticides

La lutte chimique contre An. gambiae s’est soldée par la sélection d’individus résistants. C’est

apres 1’utilisation généralisée des organochlorés dans le domaine agricole et en santé publique
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en Afrique que la résistance des principaux vecteurs (An. gambiae s.l. et de An. funestus) a ces
produits, en particulier a la dieldrine, a été clairement établie (Coz et al., 1968 ; Davidson,
1956; Davidson et Hamon, 1962 ; Self et Pant, 1966 ; Service, 1964 ; Service et Davidson,
1964). De plus, les pyréthrinoides et les organophosphores sont largement utilisés aujourd’hui
en agriculture, en santé publique et dans les ménages sous forme de serpentins et de bombes
acrosols pulvérisées a I’intérieur des habitations humaines. Ce sont ces comportements des
hommes, qui ont contribué a sélectionner chez les anophéles des mécanismes de résistance
aux insecticides. Ces mécanismes sont trés divers. Ils peuvent étre comportementaux,

physiologiques et biochimiques. Les mécanismes biochimiques sont les plus connus.

2-3-2-1- La résistance métabolique

Le premier cas de résistance de type métabolique fut décrit en 1950 avec la découverte du
DDE (Dichlorodiphényldichloroéthyléne), composé résiduel inoffensif fabriqué a partir de la
métabolisation du DDT (Dichlorodiphényltrichloroéthane) (Perry et Hoskins, 1950). Elle
consiste en une augmentation de [’activité enzymatique assurant la détoxication des
insecticides. Les principales enzymes impliquées dans ces mécanismes de résistance sont les
esterases, les oxydases a cytochrome P-450 et les glutathion-S-transférases (Oppenoorth,
1985). Les hydrolases ou estérases dégradent les groupements esters en alcools et en acides.
Les organophosphorés, les carbamates et les pyréthrinoides de synthese étant des esters, les
monoxygénases induisent des réactions d’oxydation qui conduisent & la destruction des

insecticides par la déstructuration de leurs molécules.

2-3-2-2- La modification de cible

Les principales cibles des pyréthrinoides, des organophosphorés et des carbamates sont les
canaux ioniques ou enzymes intervenant dans la transmission de I’influx nerveux.

Les organophosphorés et les carbamates inhibent 1’acétylcholinestérase responsable de
I’hydrolyse de I’acétylcholine dans les synapses cholinergiques (Figure 5). La résistance a ces
toxiques implique donc chez I’insecte une suppression ou une diminution de I’inhibition de
I’acétylcholinestérase des synapses (Weill et al., 2003), ce qui ne perturbe plus transmission
de I’influx nerveux du moustique qui survit. La figure 5 illustre ce mécanisme en considérant
I’exemple du bendiocarb. En 1964, Smissaert a été le premier a montrer 1’existence de ce

mécanisme chez ’acarien Tetranychus urticae dont la résistance au diazoxon est associée a
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une modification de I’acétylcholinestérase. Aussi, le méme mécanisme a été identifié chez de
nombreux dipteres, Musca domestica (Tripathi et O’Brien, 1973), Anopheles albimanus
(Ayad et Georghiou, 1975), Drosophila melanogaster (Tobgy et al., 1976), Culex pipiens
(Raymond et al., 1985). Il semble que la modification affecte la structure de I’enzyme de telle
sorte que 1’acces au site catalytique soit rendu plus difficile pour 1’insecticide et parfois, mais
d’une maniére moindre, pour son substrat naturel, I’acétylcholine (Magnin et al, 1985).

Une autre cible est le canal sodium de la membrane nerveuse de I’insecte. Les insecticides
organochlorés (DDT) et les pyréthrinoides perturbent les échanges ioniques au moment de la
conduction de I’influx nerveux paralysant brutalement le moustique (Narahashi, 1983). Si la
dose n’est pas mortelle, alors cette réaction de paralysie disparait. Ce phénomene de paralysie
est appelé « knock-down » et est provoqué par des doses graduelles d’insecticides chez les
insectes sensibles et résistants (Farnham, 1973). Mais des mutations ponctuelles au niveau
des geénes codant pour le canal sodium diminuent son affinité entre I’insecticide et son site de
fixation (Pauron et al 1989). Au Bénin, Chandre (1998), Akogbéto et al, (1999) ont aussi
observé ce mécanisme de résistance aux pyréthrinoides chez An. gambiae. Ce mécanisme est
responsable d’une résistance croisée avec le DDT. Inversement la sélection au DDT induit
une résistance croisée a ce composé et aux pyréthrinoides (Priester et Georghiou, 1980 ;
Orner et al., 1980).
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Figure 5: Roéle de 1’acétylcholinestérasel (ace-1) dans la transmission synaptique.(Weill,
2003, modifié)

46



A. Situation d’un moustique sensible sans bendiocarb. L’ace-1 dégrade 1’excés
d’acétylcholine dans la synapse. B. Situation d’un moustique sensible en présence du
bendiocarb. Les insecticides inhibent 1’ace-1 qui ne dégrade plus suffisamment
I’acétylcholine, ce qui conduit & un prolongement toxique de I’influx nerveux. C. Situation
d’un moustique résistant en présence du bendiocarb. Le bendiocarb n’inhibe plus 1” ace-1%.
En revanche, 1’acétylcholine est moins bien dégradée par I’enzyme mutée que par I’enzyme

sauvage, ce qui conduit a une transmission du signal non optimal.

2-3-3- Gestion de la résistance

Un suivi régulier de la résistance des moustiques aux insecticides permet de conserver leur
efficacité pour contrdler les populations des vecteurs et de nuisibles. Pour y arriver, il est
nécessaire de disposer d’outils moléculaires et biochimiques permettant la détection précoce
des mécanismes de résistance dans les populations de vecteurs et, d’autre part, de connaitre
les facteurs intrinséques et extrinséques capables d’influencer la dynamique de ce phénomeéne
sur le terrain. Celle-ci est liée a des facteurs biologiques, genétiques et opérationnels
(Georghiou et Taylor, 1977; Georghiou 1980). Les facteurs biologiques concernent
directement le cycle de vie de I’insecte cible et son écologie, alors que les facteurs génétiques
intéressent les propriétés des genes de résistance. D’autres facteurs dits opérationnels sont liés
aux qualités du traitement et des produits utilisés. Toute stratégie de gestion de la résistance
doit obéir a ces facteurs. Les modes de gestion de la résistance peuvent se faire par
modération en maintenant la population sensible, par saturation en augmentant les doses
d’insecticides a utiliser, ou par ’utilisation de combinaisons d’insecticides. En santé publique,
les cas concrets de gestion raisonnée de la résistance sont rares (Pennetier, 2005). Le cas le
plus intéressant est celui du programme OCP (Onchocercociasis Control Program) en Afrique
de I’Ouest, dans lequel une rotation systématique d’insecticides chimiques et biologiques a
permis de bloquer I’évolution de la résistance aux organophosphorés chez les larves de
simulies (Kurtak 1990; Hougard et al., 1993).

Nous exposons dans la suite la méthodologie suivie pour atteindre nos objectifs et renvoyons

aux annexes pour les détails de nos protocoles.
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Chapitre 2 . Matériels et Méethodes
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1-Evaluation en cases expérimentales de I’efficacité de quelques insecticides

pyréthrinoides, organophosphorés et carbamate en pulvérisation intradomiciliaire

1-1-Présentation de la station d’étude

La station expérimentale qui a servi a ’exécution de I’étude a été construite par le Centre de
Recherche Entomologique de Cotonou (CREC) a Akron (figure 6), a la périphérie de Porto-
Novo, capitale du Bénin. Porto-Novo est une ville située a 6°33 de latitude nord et 2°37 de
longitude est au sud du Bénin, a une dizaine de kilometres de I’océan Atlantique. Akron est
situé en bordure de la lagune de Porto-Novo, dans une zone marécageuse entretenue pour la
culture des légumes. Les espaces situés autour des parcelles de légumes de cette zone
maraichere sont de véritables gites de An. gambiae qui est le principal vecteur du paludisme.
Cette espéce est permanemment présente sur le site et a développé une forte résistance aux
pyréthrinoides ; le principal mécanisme de cette résistance est la mutation kdr avec une
fréquence supérieure a 0,8 (Yadouleton et al., 2010). L’étude a réaliser exige la présence de
six cases expérimentales ou « cases- pieges » (figure 7). Cinq cases seront traitées aux
insecticides et une case non traitée servira de témoin. Le concept de case-piege a été élaboré
dans les années 1950 afin d’étudier le comportement des moustiques a 1’ intérieur des maisons,
mais aussi pour 1’évaluation de I’'impact du DDT en PID (Coz, 1965). Construites dans les
villages et au sein des communautés, les cases expérimentales permettent d’avoir une image
presque réelle de ’efficacité de 1’outil de lutte. L’appellation « cases -piéges » est liée au fait
que leur conception permet une entrée des moustiques par les chicanes mais la sortie est quasi
impossible. La seule sortie ou entrée possible pour les moustiques ayant pénétré dans les
cases, est une véranda piege (figure 8) sur le cté opposé a celui de la porte. Chaque case a
une longueur de 2,50m et une largeur de 1,75m pour une hauteur au plafond de 2m. Les murs
sont faits de parpaings enduits de ciment, le sol de ciment et le toit de tole ondulée. Une bache
en plastique est tendue sous le toit pour proteger de la chaleur et faciliter la capture des
moustiques. Chaque case est entourée d’une rigole pleine d’eau pour empécher I’entrée des

fourmis et des araignées, grandes consommatrices de moustiques.
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Figure 6 : Carte de localisation de Akron
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Figure 7 : Cases expérimentales construites a Akron
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Figure 8 : Détails et description d’une case- piege (WHO, 2006).



1-2- Evaluation de Dattractivité des cases pour les moustiques : captures au temps

zéro (To)

Au début de I’évaluation, nous avons organis¢ deux semaines de captures de nuit a
I’intérieur des cases-pieges pour apprécier attractivité de chaque case et vérifier si cette
attractivité pour le moustique est la méme ou si certaines cases sont plus attractives que
d’autres. Pour capturer les moustiques, le principe a consisté a faire dormir de jeunes adultes
volontaires autochtones d’Akron dans les cases-pieges, sous moustiquaires non imprégnees.
Ces volontaires ont été recrutés parmi les habitants d’Akron et des quartiers environnants et
dorment dans les cases de 21 heures & 6 heures. Au total, nous avons utilisé six captureurs-
dormeurs, un captureur par case. Ceux-ci capturent, des le réveil a 6 heures du matin, tous les
moustiques qui sont entrés dans les cases la nuit, a I’aide d’un aspirateur a gobelet. Pour éviter
une éventuelle influence des captureurs sur 1’attractivité des cases pour les moustiques, une

rotation des captureurs est assurée chaque nuit.
1-3- Traitement des cases

Le traitement insecticide des cases a €té fait a 1’aide d’un pulvérisateur a dos. Apres avoir
déterminé le volume d’absorption de la solution insecticide par metre carré du support a
pulvériser, le volume total V de solution insecticide a préparer est calculé par mesure des
dimensions des surfaces a pulvériser dans la case. Ensuite la quantité totale du produit
insecticide a pulvériser est mesurée puis versée dans le réservoir du pulvérisateur. Cette
quantité est complétée par de I’eau de puits ou de robinet jusqu’au volume V de solution
insecticide a pulvériser. Ensuite le réservoir est hermétiqguement fermé, puis vigoureusement
agité pendant au moins 30 secondes afin de bien mélanger I'insecticide et I’eau. Chaque
insecticide a étudier est attribué par tirage au sort a 1’'une des cases pour la durée de 1’étude.
La capacité de rétention des murs par case a eté determinée et a été de 112mL/m?, celle du toit
(en polyéthylene), des chicanes et de la porte (en métal revétu de peinture) a été de 53,13
mL/mz2. La surface des murs & traiter est de 15m? et celle du plafond, de la porte et des
chicanes & traiter est de 5,097 m?Pour I’imprégnation des murs d’une case, nous avons alors
préleve 1,71 d’eau et pour les portes, les chicanes et le toit, 270,82 mL d’eau.

La case 1 a été traitée au bendiocarb & 200 mg/m? selon le dosage recommandé par I’'OMS

(0,1 g/m* 4 0,4 g/m2) (Najera et Zaim, (2004). Nous avons utilisé une formulation qui est une
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poudre mouillable contenant 80% de matiére active (WP 80 FICAM). Le bendiocarb étant a

800g/kg la quantité g, ( Pleass et al ., 1993) qu’il faut utiliser pour les 15 m? est :

200x 15x1000 = 3750mg. Cette quantité a été mesurée avec une balance puis diluée dans
800

V=1,7L d’eau pour traiter les murs de la case 1. Le méme procédé est suivi pour calculer la

quantité g, de bendiocarb qu’il faut utiliser pour les 5,097 m? soit :

200x 5,097 x1000 =1274,25mg. Cette quantité a été mesurée avec une balance puis diluée
800

dans V=270,82 mL d’eau pour traiter les supports du plafond, de la porte et des chicanes.

Selon le dosage recommandé par ’OMS (Najera et Zaim, 2004) et en appliquant le méme

mode de calcul, nous avons obtenu pour chacune des autres cases les quantités suivantes :

e Lacase?2: a 0,025g/m® avec la deltaméthrine 250g/kg (0,020 g/m? & 0,025 g/m2)
soient g; =1,5g et g, = 0,51g.
e Lacase 3: 40,03 g/m? avec I’alpha-cyperméthrine 50g/kg (0,020 g/m? & 0,03 g/m2)
soient g; =99 et g, = 3,05g.
e Lacase 4: & 29/ m? avec du fénitrothion 400g/kg (2 g/m?) soient q; =759 et g, =
25,48g.
La case 5 a été traitée avec une formulation liquide du melange chlorpyriphos 2509/l +
deltaméthrine 12g/l dont il faut prélever 200mL pour préparer 10L de solution & pulvériser
correspondant & une dose de 0,025 g/m? de deltaméthrine (normes OMS) et une dose de 0,56
g/m? de chlorpyriphos (& titre expérimental). Cela correspond & 2,24 mL de mélange
Chlorpyriphos 250¢/l + Deltaméthrine 12g/l a diluer dans 112 mL - 2,24 mL = 109,76 mL
d’eau pour 1 m?donc g; =34 mL de mélange & diluer dans V=1700 mL - 34 mL = 1666 mL
d’eau et q2 = 5,41 mL de mélange a diluer dans V=270,82 mL - 5,41 mL= 265,41 mL d’eau.

1-4- Captures aprés traitement des cases a ’insecticide

Les captures ont démarré 72 heures apres le traitement des cases pour éviter des intoxications
des captureurs. Chaque matin, a 6 heures, le volontaire baisse le rideau séparant la piece
centrale de la véranda pour empécher les moustiques de changer de compartiment sous 1’effet
de I’insecticide. A 8 heures, tous les moustiques sont récoltés dans chaque case. Leur

localisation (case ou veéranda) et leur état physiologique (mort, vivant, gorgé ou non) sont
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enregistrés. Les moustiques vivants sont maintenus en survie (nourris avec du jus sucré) pour

mesurer la mortalité 24 heures apres leur exposition au traitement.

1-5- Les lachers-recapture

En raison de la faible densité d’anophe¢les au cours de 1’étude, nous avons procédé, par mois
et a partir de 20 heures, a des lachers dans les cases expérimentales, d’un nombre de 60 a 80
femelles de An. gambiae a un stade physiologique précis de leur développement. Trois
répliques de lachers sont effectuées par mois pour chaque case. Au total 1920 An. gambiae
sont lachés pour les six cases et 1420 sont capturés soit un pourcentage de 73,96%. Il s’agit en
I’occurrence de femelles n’ayant encore jamais pris de repas de sang et agées de 5 jours. Ce
sont des An. gambiae dont les larves ont éeté prélevées a Akron autour de la station
expérimentale et élevée sur place. Les lachers se font 15 minutes avant ’entrée des

volontaires dans les cases (temps d’acclimatation).

1-6- Parameétres étudiés

Au cours de I’é¢tude quatre indicateurs entomologiques sont utilisés pour évaluer 1’impact
des insecticides sur les moustiques :
-L’effet dissuasif

C’est la réduction du taux d’entrée ou taux de réduction, qui est obtenu en faisant la
différence : nombre de An gambiae des cases témoins (N témoin) moins nombre de An
gambiae des cases traitées (N traité) multiplié par 100 divisé par le nombre de An gambiae
des cases témoins soit :

Taux de réduction = (N témoin — N traitée) X 100/N témoin

-L’ exophilie
Elle est déterminée par le rapport : nombre de An gambiae qui sortent de la case pour se
réfugier dans la véranda piége (N véranda) multiplié par 100 divise par le nombre total de An
gambiae des cases (N case). Pour les cases traitées, on détermine 1’exophilie induite et pour

les cases témoins 1’exophilie naturelle. L’on peut écrire :

Exophilie = ( N véranda) x 100/N case
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-Le taux de gorgement
Ce taux est obtenu en faisant le rapport : Nombre de An gambiae gorgés (N gorgés) multiplié
par 100, divise par le total de An gambiae capturés (N total). Ce qui permet de comparer les

taux de gorgement de la case témoin avec celles des cases traitées :

Taux de gorgement = (N gorgés) x 100/N total

-L’effet 1¢tal

C’est l’action létale due a I’insecticide. Trois parametres ont été évalués: la mortalité
immédiate : c’est le nombre de An gambiae récoltés morts (N morts) multiplié par 100, divisé
par le nombre total (N total) de An gambiae ; la mortalité différée c’est le nombre de An
gambiae morts apres 24 heures (N morts retardés) multiplié par 100, divisé par le nombre
total (N total) de An gambiae ; la mortalité générale est la somme de la mortalité immédiate
et de la mortalité différée.

Mortalité immédiate = (N mortes) X 100 /N total
Mortalité dif férée = (N morts retardés) X 100/N total
Mortalité Totale : Mortalité immédiate + Mortalité différée
-Si la mortalité chez le témoin est comprise entre 5% et 20%, la mortalité dans la case
traitée est corrigée selon la formule d’Abott :
Mortalité totale corrigée = (E — C) x 100/(100 — C)

E : mortalité dans la case traitée ; C : mortalité dans la case témoin.

1-7- Informations sur les effets secondaires des insecticides utilisés

Les insecticides utilisés pourraient en cas d’intoxication chez 1’homme, avoir des effets
toxiques pour le systeme nerveux, central et/ou périphérique : inhibition des cholinestérases
pour les organophosphorés et les carbamates, action sur le canal sodique pour les
pyréthrinoides de synthese. Pour cette raison des collectes de données qualitatives ont été
réalisées par des entretiens individuels pour recueillir les avis des dormeurs —captureurs sur
les effets des traitements des cases dés le premier mois et a la fin des captures au quatriéme

mois (voir la structure du guide d’entretien en annexe).
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2-Evaluations a I’échelle communautaire

2-1-Présentation de la zone d’étude

La zone d’étude est située dans le département de ’Ouémé et comprend 4 communes :
Adjohoun, Dangbo, Missérété et Sémeé-Kpodiji (figure 9) couvrant une superficie de 977 km?.
Le total de la population est de 310400 habitants (INSAE, 2004) pour 64799 ménages dont
62890 enfants de 0 a 5 ans répartis dans 174 villages (INSAE, 2004). C’est une population
trés variée constituée d’agriculteurs et de commergants. La plus importante frange sont les
Ouémenou essentiellement a Dangbo et Adjohoun. La deuxiéme frange est constituée des
Torinou a Missérété et des Xwla a Seme. Ces populations pratiquent, dans 1’ensemble du
département de ’Ouémé, le catholicisme (37, 1%), le christianisme céleste (12,3%) et I’islam
(12,1%) et I’animisme (38,5%) (Institut National de Statistique et d’Analyse Economique,
2004).

Au plan sanitaire, 1’incidence du paludisme (grave et simple) est de 143,8 %o dans le
département de I’Ouémé qui occupe la deuxieme place dans le pays apres le département du
Littoral (Ministére de la Santé de la république du Bénin, 2007). Par ailleurs, de 2002 a 2006,
le département de 1’Ouémé fut 1'un des plus touchés par la mortalité due au paludisme:
1,43% en 2006 et 3,68% en 2004. En 2003 et 2005 les taux de mortalité étaient similaires
2,12% puis 2,81% (Ministére de la Santé de la république du Bénin, 2007). A Adjohoun,
Dangbo, Missérété et Séeme, le nombre de cas de paludisme a été respectivement de 9264,
13505, 8864 et 23971 au cours de ’année 2007. Le taux de couverture en infrastructures
sanitaires est de 75% pour la commune de Adjohoun et de 100% pour les 3 autres communes
(Ministere de la Santé de la république du Bénin, 2007). Le taux de fréquentation des
formations sanitaires est respectivement de 32%, 41%,20%, et 40% a Adjohoun, Dangbo,
Misserété et Seme (Ministére de la Santé de la république du Benin, 2007).

Au plan écologique, les 4 communes sont caractérisees par un climat de type subequatorial
et présentent deux types d’environnement: la zone du plateau et celle de la vallée en bordure
du fleuve Ouémé et de la lagune de Porto-Novo.

Le plateau est caractérise par un sol en terre de barre, un mélange assez homogene d’argile
kaolinitique et de sable quartzeux. La végetation est essentiellement anthropique constituée
d’arbustes, de palmiers a huile et de graminées avec quelques reliques foresti¢res par endroits.
Le relief est assez accidenté et sous forme de pente orientée vers les dépressions

marécageuses. Cette situation est tres accentuée a Adjohoun, Dangbo et Missérété ou
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1I’érosion du sol creuse de nombreux trous, lieux de rétentions d’eaux temporaires durant les
saisons pluvieuses. Cela constitue pour les moustiques des gites favorables.

Le deuxiéme type d’environnement est la dépression du fleuve Ouémé a Adjohoun et Dangbo
et de la lagune de Porto-Novo a Seme. La dépression de Sémé est une plaine sableuse sans
relief, couverte par une forét mésophile tres dégradée et des plantations de cocotiers. La nappe
phréatique y est tres peu profonde et affleure le sol, comme a Cotonou (Akogbéto, 1992).
Cette absence de relief, associée a un mauvais drainage des eaux, provoque des inondations a
la saison pluvieuse et favorise la multiplication des gites de An gambiae. En bordure de la
lagune, Sémeé est marqué par la présence d’une plantation de mangrove a Rhizophora
racemosa qui pourrait servir de lieu de repos a An. melas. En effet, les gites de moustiques
issus de la lagune de Porto-Novo, une étendue d’eau légérement saumatre, seraient favorables
au développement des larves de cette espece (Coluzzi et al.,1979 ; Akogbéto et Di Deco, 1995
; Akogbéto et Romano,1999). La dépression d’Adjohoun et Dangbo encore appelée la vallée
de ’Ouémé est constituée de sols marécageux entretenus pour la culture des légumes.
L’aménagement des terres en périmétre maraicher, crée de véritables gites de An. gambiae
principal vecteur du paludisme fortement résistant aux pyréthrinoides (Padonou, 2008). A
Dangbo et Adjohoun, la nature argileuse des sols et la nappe phréatique peu profonde,
permettent, en saison pluvieuse, la rétention d’eau en surface. Cela a pour conséquence le
développement de nombreuses flagues d’eau qui sont des gites favorables a la reproduction
rapide de An. gambiae. De plus, le régime climatique soudanien caractéristique de la région
centrale du pays soumet le fleuve Ouemé et la lagune de Porto-Novo a un régime de crues et
de décrues qui influence la dynamique de la population culicidienne et le profil
épidémiologique du paludisme. Pendant la crue, la plupart des gites de An. gambiae sont
lessivés. A la décrue, le retrait des eaux crée de petites poches d’eau ca et la, favorables au
développement de An. gambiae.

Dans le contexte actuel de la promotion généralisee de Il'utilisation de moustiquaires
imprégnées d'insecticide, il n'est pas facile de trouver un bon contrdle. Toutefois, nous avons
choisi une région périphérique et une région centrale de la ville de Porto-Novo (figure 9) qui
présente les mémes caractéristiques écologiques et géographiques, comme les 4 communes
mentionnées ci-dessus. Dans chaque commune, nous avons choisi 4 quartiers ou villages qui
ont servi de sites de capture: 2 dans la zone périphérique marécageuse inondable et 2 sur le

plateau (figure 9).
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Figure 9 : Carte de la zone d’étude montrant les communes sélectionnées
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2-2-Volet sociologique

2-2-1- Collecte des données

Il s'agit d'une étude transversale, descriptive et analytique basée sur un questionnaire
quantitatif et qualitatif. Le questionnaire quantitatif a été administré par des intervieweurs
qualifiés a 3228 personnes, en particulier aux hommes et femmes chefs de ménages aprés leur
consentement. Le contenu du questionnaire (voir annexe) a porté sur le niveau d'instruction
des enquétés, leurs connaissances, attitudes et pratiques relatives a la nuisance des moustiques
(pigQres, maladies), aux moyens utilisés pour se protéger contre les moustiques
(moustiquaires, spirales, pulvérisations intradomiciliaires) et au traitement du paludisme
(médecine traditionnelle, médecine moderne). Des observations directes sur le terrain nous
ont permis de noter les types d’habitats rencontrés dans le milieu (maisons en ciment ou en
banco) et la surface des murs (lisses, rugueux). Les sujets qui ne pouvaient pas lire ou écrire
ou comprendre la langue francaise ont communiqué en langue locale. L'unité statistique a été
le chef de ménage. Outre les informations individuelles recueillies grace au questionnaire, un
focus groupe (Krueger, 1994) impliquant les leaders d'opinion (taille de 10) a été réalisé dans
chaque village afin de mieux comprendre les attitudes des gens, leur compréhension et leur

perception des moustiquaires et de la PID.

2-2- 2- Echantillonnage

Selon les caractéristiques écologiques et les données sociologiques liées a la prévention et
a la gestion du paludisme de la zone d’étude, une dizaine de villages représentatifs ont été
sélectionnés dans chaque commune. La taille de I'échantillon a été déterminée en utilisant la

formule proposée par Wayne (2005):

N =t*xp(1 —p)/M?
N = taille d'échantillon requise
t = niveau de confiance a 95% (valeur type de 1,96)
p = prévalence estimative du paludisme dans la zone
m = marge d'erreur a 5% (valeur type de 0,05)
A cause de I'absence de données statistiques fiables sur la prévalence du paludisme, p a été
estimée a 50% (Wayne, 2005; Seck et al, 2008 ; Albouy-llaty, 2009) pour chague commune.
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Par conséquent la taille de I'échantillon équivaut a N = 384. Une marge d'erreur m = 384 x
5/100 a été ajouté a N pour corriger les imprévus tels que la non-réponse due aux erreurs
d’enregistrement. Ensuite la valeur corrigée de la taille a été multipliée par 2 afin de
réduire I'effet de grappe (Seck et al., 2008). Cela donne la valeur définitive de N = 807

personnes a interroger par commune.

2-3-Volet entomologique

L’évaluation sur les données entomologiques de base n’a duré que 7mois de janvier a juillet
2008. Nous n’avons pas pu faire I’enquéte de base au-dela de juillet parce que le PNLP devait
démarrer la mise en ccuvre de la PID nécessairement a cette période en raison des
engagements pris avec le partenaire financier. Par ailleurs, tout le dispositif de la PID était
déja en place y compris 1’équipe de RTI (Research Triangle International) chargée de
I’exécution du programme. Toutefois, malgré la brieveté de I’enquéte (7mois), les travaux ont
porté sur les 2 saisons caractéristiques de 1’année : la saison seche (janvier-mars) et la saison
pluvieuse (avril-juillet). Afin de mesurer I'impact réel de la PID sur la transmission, nous
avons comparé les valeurs des taux d’inoculation entomologique indiquées pour les mémes
périodes (Janvier-Juillet 2008) avant PID et celles de Janvier-Juillet 2009, apreés la PID. Nous
avons exclu Aolt-Décembre 2008 et 2009 de 'analyse. Pour ces 2 périodes d’intervention les
données de base ne sont pas disponibles pour faire des comparaisons. Pour évaluer I’impact
sur le comportement du vecteur, les paramétres entomologiques mesurés portent sur le degré
d’endophagie induite par la présence du bendiocarb sur les murs et des moustiquaires
imprégnées, la réduction du taux d’entrée des An. gambiae dans les maisons sous
interventions, le taux de gorgement, la gravidité, le taux d’endophilie et I’effet 1étal di aux
insecticides. Ces parameétres sont mesurés avant la mise en place des interventions de janvier
2008 a juillet 2008, puis de septembre 2008 a février 2009 aprés la mise en place des
premiéres interventions et d’avril 2009 a septembre 2009 aprés la mise en place des
deuxiémes interventions. Des prospections sur le terrain nous ont permis de récolter des
larves dont I’élevage nous a fourni des adultes de An. gambiae, pour I’étude de la sensibilité

aux insecticides.
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2-3-1-Echantillonnage des moustiques

-Capture de nuit sur des volontaires autochtones

Dans chaque commune, dans les villages sélectionnés les points de capture ont été choisis de
facon raisonnée selon la disponibilité des habitants a participer a I’é¢tude. La récolte des
moustiques a été réalisée a I’aide d’aspirateur a bouche individuel. Dans chaque commune
nous avons utilisé 4 habitations humaines pour les captures a raison de 2 captureurs par
habitation, soit 8 captureurs par commune. Les cases ont été sélectionnées en fonction du
nombre de personnes qui y dorment. Dans les cases que nous avons choisies, il y a eu un seul
habitant par case. Les captures ont lieu a I’intérieur et a I’extérieur (figure 10) des habitations
de 21 h a 5 h, au rythme de deux jours consécutifs par mois. Les moustiques capturés ont été
identifiés et comptés selon I’espéce et le lieu de capture. Une rotation des captureurs sur les
points de captures a €té réalisée au cours des nuits successives de capture afin de minimiser

les biais d'échantillonnage.

Figure 10 : Capture des moustiques sur homme

-Capture par piége-fenétres et par aspersion de bombe aérosol

Un total de 40 pieges fenétres a été posé pour les 5 communes dont le témoin, a raison de 2
pieges fenétres par maison. Le piege fenétre (figure 11) est constitué d’un tulle de téryléne
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montée sur un cadre en fer de forme cubique, mesurant 30 cm d’arréte. L’entrée des
moustiques est facilitée par un trou de 2,5 cm de diamétre fixé au sommet d’un cone tronqué
qui est placé a 25 cm de la face opposée du piége. Le piége est fixé sur un contre plaqué
(figure 11) de 1m? de surface selon les dimensions de la fenétre. Une ouverture de 30 cm de
coté est faite au centre du contre-plaqué pour pouvoir placer le piége. Le piege est posé devant
la fenétre du cOté extérieur de la chambre & coucher. Les chambres choisies sont celles
occupées par une seule personne. Ces chambres n’ont pas d’autres ouvertures en dehors des
portes et fenétres. Deux séances de capture aux pieges fenétres ont été organisées par mois de
18h au lendemain a 06h30 pour récolter les moustiques exophiles. Lesdits moustiques ont
servi a I’identification de I’espéce, a la détermination de I’état physiologique de I’abdomen, a
la recherche du taux d’infection et a la caractérisation moléculaire. Apres la récolte des
moustiques exophiles, une aspersion intradomiciliaire avec une bombe insecticide non
rémanent a permis de récupérer la fraction de la faune résiduelle endophile pour déterminer le

degré d’endophilie des anophg¢les.

Figure 11: Collecte des moustiques dans un piége-fenétre
-Récolte des larves d’anophéles

Dans chaque commune les larves et les nymphes ont été collectées dans les gites de
reproduction (figure 12) prés des habitations humaines, ou les conditions de repas de sang
sont disponibles pour les anopheles. La plupart des gites prospectées sont les petites flaques
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d’eau de pluie, empreintes de pas, caniveaux, fossés, rives, étangs, bassins, marécages, puits
et citernes. Une fois le gite repéré, les larves et les nymphes sont prélevées a la surface de
I’eau avec la louche selon la méthode de trempage (O’Malley, 1995). Le contenu est versé
dans un récipient qui est rempli progressivement. On laisse décanter, puis on filtre avec un
tamis en forme d’entonnoir pour recueillir les larves dans des boites étiquetées en fonction de
chaque localité. Les larves sont élevées dans des conditions standard de température (26 a
30°C) et d’humidité (70 a 80 %) a I’insectarium (figure 13) du Centre de Recherche

Entomologique de Cotonou (CREC) pour obtenir des anopheles adultes.

Figure 13 : Dispositif montrant I’emplacement des larves élevées a I’insectarium du CREC
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2-3-2- ldentification et traitement des anopheles vecteurs.

Les moustiques collectés aprés chaque seéance de capture ont été identifies (figure 14) au
niveau de I’espéce a 1’aide de la clé de détermination morphologique (Gillies, 1968). Le
nombre de moustiques par espece, 1’état physiologique de ’abdomen des femelles a jeun,
gorges, semi gravides et gravides ont été enregistrés sur une fiche de collecte de données. Un
échantillon de chaque spécimen de An. gambiae et An. funestus a été disséqué sur une
lame dans une goutte d’eau distillée et la lecture du taux de parturité a été déterminée selon la
technique de Detinova (1963) basée sur I’aspect des trachéoles des ovaires. Les anophéles a
trachéoles déroulées ont été considérés comme des pares, et ceux a trachéoles enroulés
comme des nullipares. Ensuite, la femelle dissequée est coupée en 2 parties : la téte — thorax
mise dans un microtube étiqueté et destinée a la détermination de 1’indice sporozoitique par
la technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Wirtz et al. , 1987), puis la
carcasse constituée par le reste de I’abdomen, les ailes et les pattes du moustique disséqué est
mise dans un autre microtube étiqueté et a servi a la détermination de 1’espéce, de la forme
moléculaire (M ou S) et de la recherche du géne de résistance (kdr et/ou ace-17) par la
technique PCR (Polymerase Chain Reaction) (Voir protocoles détaillés des examens ELISA
et PCR en annexe) . La conservation des différentes parties du moustique dans les microtubes
a été faite dans des tubes Eppendorf 1,5 ml contenant du silicagel et rangés dans des

cryoboites dans un congélateur a -20°C.
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Identification
An.gambizes.k
An. funestus

Lame-a p-tube-b p-tube-c
Ovaires Téte- Thorax Carcasse

Parturité ELISACSP

Pares/Hullipares IAS: Indice d’Ag
Sp.

Figure 14: Diagramme montrant le processus d’identification et de traitement des anophéles

vecteurs

2-3-3- Test de sensibilité aux insecticides.

Les femelles adultes a jeun, élevées a I’insectarium, agées de 2 a 5 jours ont été soumises aux
épreuves de sensibilité aux insecticides selon le protocole OMS (OMS, 1998). Pour cela, les
papiers imprégnés de DDT, de la perméthrine, de la deltaméthrine et du bendiocarb aux
doses diagnostiques respectives de : 4% ; 0,75% ; 0,05% ; 1%, ont été utilisés. Pour chaque
insecticide, 4 lots de 25 moustiques ont été exposés pendant 1heure a chaque insecticide dans
les tubes en cylindre de type OMS (figure 15). L'accent a été mis sur la deltaméthrine, en
raison de la distribution des moustiquaires de type Permanet 2.0 dans les zones inondables.
L'utilisation du DDT est justifiée par la détection de la résistance croisée entre les
pyréthrinoides et les organochlorés dans les populations d'anopheles (Chandre et al., 1999).

Le bendiocarb (carbamate) est I'insecticide choisi pour la pulvérisation intradomiciliaire dans
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les zones non inondables. Pour chaque commune, cing tubes cylindriqgues OMS ont été
utilisés et contiennent chacun un papier non traité ayant servi de contréle ou un papier
imprégné pour I’exposition des moustiques. Un effectif moyen de vingt-cing moustiques ont
été introduits dans chaque tube. Au cours du test, le nombre de moustiques tombés sous le
choc de I’insecticide (effet kd) au bout de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 minutes d’exposition a été
enregistré. Aprés 1’exposition, les moustiques ont été mis en observation avec un acces libre
au jus sucré de solution glucosée 10%. Les mortalités ont été enregistrées aprés 24 heures et
le statut de résistance de la population a été déterminé selon le protocole recommandé par
I'OMS (WHO, 1998). Les tests n’ont été validés que lorsque la mortalité observée dans les
témoins a été inférieure a 5%. Les moustiques morts et survivants de cet essai biologique ont

été séparément conserveés a -20 ° C pour les tests de PCR.

Figure 15: Réalisation du test en cylindre OMS
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2-3-4- Le traitement des murs

L’insecticide qui a été utilisé pour traiter les murs est le bendiocarb sous forme de poudre
mouillable contenant 80% de matiere active. Un sachet de 1259 de formulation a été mélangé
a 10 litres d’eau et a servi a traiter 250 m? de mur afin d’obtenir un dép6t de 400 mg de
matiére active par m2. Les traitements ont été réalisés durant 4 rounds en début de saison
pluvieuse au cours des mois d’Aott 2008, Mars 2009, Avril et Aolt 2010 respectivement
pour le premier, deuxiéme, troisieme et quatrieme round. Plus de 90% des lieux de couchages
ont été traités a chaque round (Research Triangle Institute, 2010). Le traitement a été réalisé
selon les recommandations de I’OMS par des opérateurs qui ont fait usage d’un pulvérisateur

manuel haute pression HUDSON XPERT.

2-3-5- Réalisation des tests d’efficacité du bendiocarb appliqué sur les murs.

Dans les 4 communes, nous avons identifié les différents types de supports traités au
bendiocarb. Selon les habitudes de construction des populations (Padonou et al, 2011), 5
types de supports ont été en majorité traités : le mur en terre de barre (banco), le mur en
brique de ciment mélangé a du sable, du mur en terre de barre crépi avec de la bouse de
vache, les portes métalliques et les portes en bois. Pour étudier ’efficacité et la rémanence du
bendiocarb sur ces supports, des tests entomologiques en cone basés sur la technique standard
de ’OMS (2006) ont été réalisés. A cet effet, deux types de femelles de An. gambiae agés de
2 a 5 jours ont été utilisées. La population sauvage de An. gambiae issue d’un élevage de
larves et de nymphes récoltées sur le terrain et la souche sensible de référence (Kisumu). La
population sauvage a été utilisée pour évaluer I’efficacité du bendiocarb dans les conditions
de terrain et la souche sensible pour suivre la rémanence du bendiocarb selon les
recommandations de I’OMS (2006). Les moustiques ont €t¢ maintenus en contact avec le
support traite, grace a un cone transparent de type CDC. Pour cela, 15 moustiques de chacun
des 2 types (sauvage et sensible) ont été prélevés a 1’aide d’un aspirateur a bouche et
introduits dans le céne fixé au mur (figure 16). Trois cbnes ont été utilisés pour chaque
support et fixes a des hauteurs différentes (haut, milieu et bas). Apres 30 minutes de contact
avec le support traité (figure 17) les moustiques ont été délicatement transférés dans des
gobelets voilés sur lesquels sont posés des tampons de coton imbibés de solution glucosée a
10% (figure 18). La lecture de la mortalité a été faite apres 24 heures de mise en observation.

Les taux de mortalité ont été déterminés et notés pour chaque type de moustique en fonction
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du type de support traité. Les bioessais sur les supports traités ont été réalisés en fonction du

temps To, Ty, To, T3 et T4 défini comme suit :

To: 0230 jours apres la date de pulvérisation ;
T1:31a60 jours apres la date de pulveérisation ;
T,:61 a 90 jours apres la date de pulvérisation ;
T3:91a120 jours apres la date de pulvérisation ;

T,:121 a 150 jours apres la date de pulvérisation.

L’intervalle de temps entre les bioessais de chaque période a été de 1 mois.

Figure 16 : Introduction des An. gambiae Figure 17 : Contact des An. gambiae avec le

dans le cone fixé au mur. support traité

Figure 18 : Conservation des An. gambiae en observation
durant 24h apres exposition au bendiocarb sur les différents

supports traités.
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2-3-6-Vérification du concept de "long lasting" (longue durée d’action) attribué aux

moustiquaires Permanet 2.0

En septembre 2008 et en mai 2009 des moustiquaires Permanet 2.0 ont éte distribuées dans
les communes d’Adjohoun et de Dangbo par le Programme National de Lutte Contre le
Paludisme (PNLP). Des tests ont été effectués sur des moustiquaires collectées dans 690
ménages choisies au hasard: 200 a Adjohoun et 490 a Dangbo selon la méthode de Anderson
(1993). Dans chaque ménage les moustiquaires ont été échantillonnées selon les criteres ci-
apres:

» Moustiquaire de type Permanet 2.0 de PMI

» Année de distribution : 2008, 2009

» Moustiquaire réguliérement utilisée (tous les jours)

» Nombre de mois d’utilisation a partir du jour de son installation au lieu de couchage
Ces criteres nous ont permis de collecter 1380 moustiquaires que nous avons regroupées
selon DI’année  de distribution (2008, 2009) (Tableau IlI).Ces deux catégories de
moustiquaires ont ét¢ réparties par lot selon la durée d’utilisation. Par exemple lot n pour
les moustiquaires qui ont n mois comme temps d’utilisation. Des tests en cOne ont €té€ ensuite
réalisés sur chacune des moustiquaires identifiées (figure 19). Ce test a pour but d’étudier le
comportement de deux populations de moustiques ( An. gambiae Kisumu, souche sensible de
référence et An. gambiae sauvage récoltée dans la zone d’étude) vis-a- vis des MIILDs. Pour
ce fait, quatre cones sont placés sur les diverses faces de chaque MIILD a tester. Pour chaque
pulation, 5 a 8 jeunes femelles de An gambiae s.I agées de 2 a 5jours ont été introduites dans
chaque cbdne. Les moustiques ont été mis en contact de la moustiquaire pendant 3 minutes
puis ont été retirés des cones et transférés dans un gobelet stérile voilé sur lequel est posé
du coton imbibé du jus glucosé a 10%. Aprés 24h de mise en observation, les taux de
mortalités ont été déterminés pour chaque population de moustiques par rapport aux diverses
moustiquaires testées. Des tests témoins ont été réalisés avec des moustiquaires non
imprégnées. Les tests n’ont été validés que lorsque la mortalité observée dans les témoins a

été inférieure a 5%.
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Tableau I11 : Nombre de moustiquaires collectées en fonction de la durée d’utilisation

Durée d’utilisation (Mois)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Nombre de moustiquaires de
2008 collectées 9 17 26 113 209 295 35 43 26

Nombre de moustiquaires de
2009 collectées 173 156 156 122 0 0 0 0 0

Total 182 173 182 235 209 295 35 43 26

Figure 19: Reéalisation des tests en cone sur les moustiquaires.

2-3-7- Approbation éthique

Cette étude a regu I’approbation du Ministére de la Santé et du Centre de Recherche
Entomologique de Cotonou (CREC). Les volontaires captureurs ont donné leur consentement
avant de participer a I’étude. Par ailleurs, ils ont été soumis a un suivi médical régulier avec

des traitements préventifs du paludisme.
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2-3-8- Les paramétres mesurés

Ils portent sur la densité des vecteurs, la réduction du taux d’entrée, le taux d’agressivité de
An.gambiae par homme et par nuit, le taux d’endophilie naturelle, le taux de gorgement, le
taux de mortalité, le taux d’endophagie, le taux de parturité, le taux d’inoculation
entomologique et la sensibilité aux insecticides.

-Le taux d’agressivité est le rapport du nombre total de moustiques capturés sur le nombre
de nuit de capture et le nombre de captureurs.

-Le taux d’endophagie a été calculé en faisant le rapport du nombre de moustiques capturés
sur homme a l’intérieur des cases sur le total des moustiques dénombrés a I'intérieur et a
I’extérieur par capture sur homme.

-Le taux de gorgement a été calculé en divisant le nombre de moustiques gorgés capturés dans
les piéges-fenétres et ceux tombés morts apres aspersion de bombe aérosol a I’intérieur des
maisons sur le nombre total de moustiques captures.

-Le taux d’endophilie a été calculé en faisant le rapport du nombre de moustiques capturés a
I’intérieur (faune endophile) par aspersion de bombe sur le total des moustiques capturés
dans les pieges-fenétres (faune exophile) et par aspersion de bombe.

-Le taux de gravidité a été calculé en faisant le rapport du nombre de moustiques gravides
capturés a I’intérieur (faune endophile) par aspersion de bombe et dans les pieges-fenétres
(faune exophile) sur le total des moustiques capturés.

-Le taux de parturité a été calculé en faisant le rapport du nombre de femelles pares sur le
total des moustiques femelles pares et nullipares.

-La sensibilité des moustiques aux insecticides a été définie selon I’OMS (OMS, 1998). La
population est dite sensible lorsque, le taux de mortalité des moustiques testés est > 98 %.
Lorsque la mortalité est < 98 % et > 80 % la population a ét¢ soupconnée de résistante.
Enfin nous avons considéré comme population résistante, tout moustique pour lequel le taux
de mortalité des populations testées est < 80 %.

-Le taux d’inoculation entomologique est défini selon la formule de Mac Donald (1956),
comme le produit de I’indice sporozoitique par le nombre de piqlires regues par homme
pendant un temps donné.

-La réduction du taux d’entrée des An. gambiae dans les maisons sous interventions a eté
calculée en faisant la différence entre le nombre de moustiques capturés dans les chambres a

pieges-fenétres avant intervention et celui aprées intervention.
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-Le taux de mortalité a été calculé en divisant le nombre total de moustiques capturés morts

par le total récolté.

2-4- Volet Clinique

Sur le plan clinique, une enquéte rétrospective basée sur le recueil des données des
formations sanitaires des quatre communes d’intervention nous a permis de comparer
I’incidence du paludisme en 2007 (derniére année avant les interventions PID et MIILDs)
avec celle de 2010 (2 années apres les interventions PID et MIILDs). Notre thése n’a pas
pour but d’étudier I’impact clinique de la PID et des MIILDs. Mais pour avoir une vue
globale de la situation du paludisme avant la PID, nous avons complété les données
entomologiques par les parameétres cliniques tels que enregistrés dans les formations
sanitaires. Il s’agit d’une étude rétrospective sur les cas de paludisme notifiés dans les
populations autochtones par les responsables des formations sanitaires. Ces formations
sanitaires sont les centres de santé tenus par des infirmiers ou des médecins qui consignent
les nombres de cas d’accés palustres dans leurs registres suivant des critéres définis par le
Systeme National d'Information et de Gestion Sanitaires (SNIGS). Ces données sont ensuite
analysées par les statisticiens du Service des Etudes, de la Planification et du Suivi (SEPS) de
la Direction Départementale de la Santé de I’Ouémé et du Plateau (DDS-OP). Les cas de
paludisme sont rapportés pour les classes d’age des " moins de 5 ans "et des "5 ans et plus ".
Les paramétres ci-apres sont recueillis a partir des registres de ces formations sanitaires:

- la population couverte par les formations sanitaires (population cible) ;

- les variables de morbidité : nombre de cas de paludisme simple (paludisme présume),
nombre d’acces palustres graves présumés (dans les centres avec hospitalisation ou travaillent
des médecins).

L’incidence du paludisme a été déterminée selon les critéres du SNIGS : nombre de nouveaux
cas de paludisme en une année divisé par la population cible (MS, 2007).

Les structures sanitaires prospectées sont 1’hopital de zone de Adjohoun, tous les centres de
santé publics d’arrondissement et de communes puis les cliniques privées officiellement

autorisees par le Ministére de la Santé pour fournir les prestations sanitaires aux populations.
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3- Mise en place des interventions
3-1-La pulvérisation intradomiciliaire

Le bendiocarb est I’insecticide qui a été sélectionné pour réaliser la pulvérisation

intradomiciliaire. Encore appelée 2,2-Diméthyl-1,3-benzodioxol-4-yl, le bendiocarb a pour

. CH,

structure chimique :

o —

CH,NH —

O

o=

C’est un inhibiteur de 1’acétylcholinestérase qui est une enzyme intervenant dans la régulation
de I’influx nerveux. Son mode d’action se fait par contact et ingestion. La pulvérisation du
bendiocarb a été réalisée sur les murs des lieux de couchage dans les localités non inondables
des communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Semeé. En effet, dans une étude récente
réalisée au Bénin (Akogbéto et al., 2010), cet insecticide s’est montré particuliérement
efficace en cases expérimentales sur les vecteurs du paludisme. Le bendiocarb est sans odeur
et ne tache pas. La formulation utilisee est le Ficam WP sous forme de sachets (figure 20)
hydrosolubles de poudre mouillable hautement concentrée (80%). Nous avons appliqué sur
les murs 0,4g/m? de bendiocarb. Cette application a été réalisée par des agents d’hygiene qui
ont été formés a cet effet (figure 21). Le taux de couverture de la pulvérisation des maisons
est de 94% en aolt 2008 et de 99% en mars 2009. Pour le traitement des murs, les
applicateurs ont utilisé un pulvérisateur manuel a pression préalable du type HUDSON
XPERT (figure 22). Au cours de la pulvérisation plusieurs mesures de sécurité sont prises.
Les agents pulvérisateurs (figure 23) sont rigoureusement soumis au port d’équipements de
protection individuelle constitués de blouse, bottes, masques et gants. Les populations
bénéficiaires sont sensibilisées par les autorités locales et les agents de santé sur les
dispositions a prendre pour éviter tout contact du produit durant et aprés les opérations de

pulvérisation de leurs cases.
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Figure 20 : Emballage de la formulation de bendiocarb utilisée

e e I
-

Figure 21: Agents d’hygiéne en cours de formation
(Research Triangle Institute, 2009)
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Figure 23 : Applicateurs en tenue
Institute, 2009)

préts pour la pulvérisation (Research Triangle
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3-2-La distribution des moustiquaires

Elle a ciblé les ménages des zones humides inondables des communes de Dangbo, Adjohoun

et Seme. La distribution a eté faite par le PNLP en collaboration avec certaines femmes des
groupements féminins locaux des communes bénéficiaires. Ces femmes ont circulé en
pirogues ou a pied pour poser les MIILDs dans chaque ménage (figure 24). Les
moustiquaires qui ont été posées sont de type PermaNet 2.0 de forme rectangulaire de 150
cm de hauteur, 180 cm de longueur et de 160 cm de largeur. Les fibres sont en polyéthyléne et
imprégnées de deltaméthrine & 55 mg/m% Ces moustiquaires ne nécessitent pas de
réimprégnation pendant toute la durée d’utilisation de 4 a 5 ans en général. Elles ont été
distribuées avec un taux de couverture de 88,3% lors de la 1% distribution en aolt-
septembre 2008 et & 99% lors de la 2°™ distribution en mai 2009.

N

2000/06/18

Figure 24: Moustiquaire posée dans un ménage (Research Triangle Institute, 2009)
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4-Analyse statistique

Les données obtenues pour 1’étude sociologique ont été contrdlées puis enregistrées en
utilisant la version du logiciel Microsoft Office Excel 2007 de Windows. Le calcul des
fréquences des variables étudiées a été réalisé a l'aide du logiciel SPSS (Version 16.0). La
version 2.11.1 du logiciel R a été utilisée pour effectuer le test du chi-carré afin de comparer
la proportion de chacune des variables liees a chaque région. Pour les variables de type
binaire, le méme logiciel R a été utilisée pour effectuer une régression logistique mixte
multivariée afin de tester I'association entre la connaissance de I'IRS avec les trois covariables
(sexe, niveau d'éducation, et les pratiques médicales) d'une part, et l'association entre 1’
acceptation de I'IRS avec ces 3 covariables d'autre part.

L’analyse statistique de parametres de I’évaluation en cases expérimentales a été effectuée en
utilisant le logiciel SPSS v16.0. L’efficacité des traitements est appréciée par une analyse de
variance (ANOVA) des paramétres en y incluant le test de Dunnet, afin de comparer chacun
des traitements au témoin.

Pour I’étude a I’échelle communautaire, durant la période de pré-intervention la normalité des
paramétres étudiés a été testée par le test de Shapiro-Wilk et nous avons utilisé le test de
Kruskal-Wallis pour comparer les parameétres : densité, endophagie et agressivité entre les
localités, entre les zones écologiques et entre les saisons. L’ANOVA a été utilisée pour
I'analyse des moyennes de I’endophilie, de la gravidité et de la parturité. La comparaison de la
fréquence kdr entre les localités a été réalisée avec le logiciel Genepop en utilisant le test
exact de Fisher.

L'efficacité de l'intervention a été évaluée en utilisant le test de Kruskal-Wallis pour comparer
les paramétres (taux de gorgement, taux de gravidité, taux d’endophilie) entre les périodes
avant et aprés intervention. Le test exact de Fisher a été utilisé pour comparer les taux de
mortalité entre ces deux périodes. Par ailleurs, les différents paramétres (TIE et parturité) ont
été calculés pour la méme période avant (Janvier —Juillet 2008) et apres (Janvier —Juillet
2009) interventions. En utilisant le logiciel SPSS Version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL), les
calculs des moyennes du nombre de pigdres par homme et par nuit (P/H/N) et leurs intervalles
de confiance a 95% (IC) ont eté réalises. Ensuite le calcul du pourcentage de réduction des
moyennes du nombre de piqlires par homme et par nuit (P/H/N) et du Taux d’Inoculation
Entomologique (TIE) a été effectué. Le test de Chi?a permis de comparer les taux de parturité
durant les périodes avant et aprés intervention. Le logiciel R version 2.11.1 (R Development

Core Team, 2010) a permis d’effectuer une régression logistique, une analyse de la déviance

77



et un test de Walds pour évaluer la significativité de 1’incidence du paludisme de 2010 par
rapport & 2007.

Pour la période de post-intervention, en utilisant le logiciel R wversion 2.11.1 (R
Development Core Team, 2010), une régression logistique univariée, a été réalisée avec la
fréquence kdr comme variable dépendante et I'année en tant que covariable. Un ANOVA a
permis de déterminer l'association de la fréquence kdr (variable dépendante) d'une part avec
les localités et aussi avec les années 2007, 2009 et 2010 (covariables) d'autre part. Cette
régression a également éte utilisée pour apprécier la fréquence kdr dans les zones
d'intervention par rapport aux zones de controle. Il fut de méme pour tester l'association entre
les taux de mortalité (variable dépendante) aux insecticides et les localités (covariables). Le
test de Wald a été utilisé pour comparer le taux des fréquences kdr et de mortalité dans les
zones d'intervention avec les zones de controle. Pour comparer la fréquence ace-1% entre les
zones d'intervention et les zones de contréle nous avons utilisé le test exact de Fisher (logiciel
Genepop) (Raymond et Rousset, 1995) parce que le géne a été rarement observé chez les
moustiques testés. Ce méme test a été utilisé avec le test du chi carré pour la comparaison des
fréquences kdr et ace-1 d'une année a l'autre. Le test de corrélation de Kendall a été utilisé
pour étudier la corrélation entre les taux de mortalité et de survivants a la deltaméthrine, avec
la fréquence kdr. De plus, des tests de comparaison de proportion ont été faits afin d’étudier
les variations de 1’efficacité du bendiocarb en fonction du temps et des différentes parties
(haut, milieu, bas) des différents supports traités. Le temps au bout duquel 80% des
moustiques exposés aux différents supports traités sont susceptibles de mourir a été déterminé
pour chaque support au cours des 4 tours de PID grace a un modéle probit de régression avec
le logiciel SPSS Version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Le niveau de signification a été fixé
a 5%.
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Chapitre 3 : Evaluation en cases experimentales de

l’efﬁcacité de | quelques insecticides
pyréthrinoides, organophosphores et carbamate

en pulverisation intradomiciliaire
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1-Introduction

Les vecteurs majeurs du paludisme ont tres rapidement développé la résistance aux
insecticides au cours de la derniére décennie (Ranson et al., 2011) a travers toute I’ Afrique.
Cette rapide évolution de la résistance a suscité plusieurs interrogations et représente une
menace pour 1’efficacité des programmes de lutte antivectorielle basés sur [’utilisation des
moustiquaires imprégnées (Sharp et al., 2007; N'Guessan et al., 2007). Par conséquent, il urge
de développer de nouvelles alternatives de lutte pour limiter I’expansion de la résistance
chez An. gambiae. Dans ce contexte de forte résistance de An. gambiae aux pyréthrinoides, le
Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) du Bénin a souhaité entreprendre,
en 2008 un vaste programme de lutte anti-vectorielle basée sur la pulvérisation
intradomiciliaire (PID). 1l s’est posé le probleme du choix de I’insecticide a utiliser pour le
traitement des maisons, étant donné la forte résistance développéee par An. gambiae vis-a-vis
des pyréthrinoides.

Le principal objectif de ce chapitre est de vérifier si des insecticides non pyréthrinoides tels
que les carbamates (bendiocarb) et les organophosphorés (fénitrothion) peuvent avoir un
impact sur les anophéles résistants aux pyréthrinoides et peuvent étre utilisés comme
alternatives en pulvérisation intradomiciliaire contre les piqlres de moustiques. L’impact
mesuré a reposé sur plusieurs parameétres : le taux de gorgement des moustiques en contact

des supports traités, 1I’exophilie induite par les produits utilisés et leur effet létal.

Les études réalisées dans cette partie de la these ont été publiées en détail dans I’article 1 en
annexe, mais nous reprenons ici les points essentiels relatifs aux résultats et a la discussion.
Article 1 : Akogbeto M, Padonou G G, Gbenou D ,Irish S ,Yadouleton A :Bendiocarb, a
potential alternative against pyrethroid resistant Anopheles gambiae in Benin, West Africa.
Malaria Journal 2010, 9:204.

2-Résultats

2-1- Attractivité des cases-pieges pour les moustiques

Parmi les moustiques capturés les culicinés ont été plus nombreux que le principal vecteur

du paludisme An. gambiae. Les cases 2 et 5 ont été les moins attractives, alors que les cases 3

et 6 ont été les plus attractives pour 1’ensemble des moustiques (figure 25). L’homogénéité de
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cette attractivité a été vérifiée par une analyse de variance (ANOVA) des nombres de
moustiques capturés dans chaque case. Cette analyse a montré que le facteur case n’a pas
influencé significativement le nombre des moustiques qui entrent (p= 0,228 pour An. gambiae

et p = 0,257 pour les culicinés).
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Figure 25 : Densités moyennes de An. gambiae et de Culicinés dans les cases piéges du 5 au

15 septembre 2007 avant le traitement des cases a 1’insecticide.

2-2- Résultats des captures apres traitement des cases a I’insecticide

Ces résultats sont consignés dans les tableaux IV, V et V1.

2-2-1-Réduction du taux d’entrée et d’exophilie induite

Au premier mois de I’évaluation la réduction du taux d’entrée des anopheles (tableau V) et
des culicinés (tableau V) a été plus significative pour la deltaméthrine et I’alpha-
cyperméthrine que pour le bendiocarb. Pour le fénitrothion et le mélange chlorpyriphos +
deltaméthrine elle a été nulle sur An. gambiae et respectivement 17,43% et 12,82% pour les
culicinés. Au deuxiéme mois nous avons noté une réduction des An. gambiae de 30,69% dans
la case traitée au mélange chlorpyriphos + deltaméthrine, de 24,75% dans celle traitée a la

deltaméthrine et de 5,94% dans celle traitée au fénitrothion.
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La deltamétrine et 1’alpha-cyperméthrine ont induit une exophilie significativement élevée
(p< 0,05) sur les An. gambiae librement entrés (tableau 1V) ou lachés (tableau VI) dans les
cases, contrairement au bendiocarb, au fénitrothion et au mélange chlorpyriphos +
deltaméthrine dont 1’exophilie induite n’est significative que sur les An. gambiae lachés (p
>0,05 pour I’entrée libre et p< 0,05 pour les lachers). Aux troisiéme et quatriéme mois CeS
taux, ont été respectivement de 51,38% et 63,04% (p<0,05) pour le bendiocarb, 42,30% et
55,88% (p>0,05) pour I’alpha-cyperméthrine puis 35,82% et 57,14% (p>0,05) pour le

mélange chlorpyriphos + deltaméthrine.

2-2-2- Impact sur le taux de gorgement

Au cours du premier mois la deltaméthrine, 1’alpha-cyperméthrine et le bendiocarb n’ont pas
réduit de facon significative le taux de gorgement (p>0,05) des An. gambiae librement entrés
(tableau V) dans les cases contrairement au fénitrothion et au mélange chlorpyriphos +
deltaméthrine (p<0,05). Mais pour les An. gambiae lachés (tableau V1) dans les cases et les
culicinés librement entrés (tableau V), le taux de gorgement a été réduit de facon significative
pour les cing insecticides (p<0,05). Au cours des troisieme et quatrieme mois, c’est encore le
mélange chlorpyriphos + deltaméthrine (p<0,05) et le fénitrothion (p<0,05) qui ont réduit le
taux de gorgement respectivement a 4,47% et 3,7 % au troisiéme mois puis a 2,04 % et

4,44 % au quatrieme mois.

2-2-3-Impact sur la mortalité

2-2-3-1- Impact sur le taux de mortalité immédiate

Aux premier et deuxiéme mois, la deltaméthrine et 1’alpha-cyperméthrine ont induit une
mortalité immédiate significative. En revanche au deuxiéme mois, seul I’alpha-cyperméthrine
a exercé une mortalité significativement élevée (39,02 %) comparativement a la deltaméthrine
(tableaux IV,V et VI). Au premier mois le bendiocarb a exercé une action létale immédiate
significativement supérieure a celles de la deltaméthrine et de 1’alpha-cyperméthrine, mais
relativement inférieure a celle du meélange chlorpyriphos + deltaméthrine et du fénitrothion.
Cette action du bendiocarb s’est poursuivie au deuxiéme mois, mais a été inférieure a celles

du fénitrothion (74,40 %pour les An. gambiae lachés dans les cases) et du mélange
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chlorpyriphos + deltaméthrine (44,28% pour les An. gambiae librement entrés dans les cases).

Ces performances sont poursuivies au cours des troisieme et quatrieme mois.

2-2-4-2- Impact sur le taux de mortalité totale

Au cours du premier mois la deltamétrine et 1’alpha-cyperméthrine ont exercé une mortalité
générale significative sur les An. gambiae librement entrés (tableau 1) ou lachés (tableau
VI) dans les cases et sur les culicinés (tableau V). Par contre, le bendiocarb a fait preuve
d’une action Iétale plus importante de I’ordre de 92,85% sur les anophéles librement entrés.
Le méme effet a été noté avec le mélange chlorpyriphos + deltaméthrine et avec le
fénitrothion, mais a un degré inférieur sur les culicinés et a un taux de 1’ordre de 100% sur les
anopheles librement entrés. Au deuxiéme mois, la deltamétrine et 1’alpha-cyperméthrine ont
provoqué une mortalité générale significative équivalente (31,57 % et 39,32%) sur les
anopheéles librement entrés dans les cases, mais plus faible que celles des autres insecticides
dont le fénitrothion qui s’est avéré plus efficace avec un taux de 83,72 %. Cette efficacité est
maintenue jusqu’au troisitme mois avec des taux de 77,77 %, 90,74%, 88,05 %
respectivement pour le bendiocarb, le fénitrothion et le mélange chlorpyriphos +
deltaméthrine. Au quatriéme mois, tous les 5 insecticides, ont exercé une mortalité générale
significative (p <0,05) mais avec des taux significativement différentes les unes des autres.
C’est la deltaméthrine qui a eu le taux le plus bas (28,12%) et le fénitrothion le taux le plus
élevé (77,77 %).
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Tableau 1V : Données entomologiques relatives a I’impact des traitements sur An.gambiae enregistrées au cours des deux premiers mois apres le

traitement des cases (entrée libre des anophéles).

Effectif Réduction
des du taux Exophilie Taux des femelles Taux de mortalité Taux de mortalité
Cases Mois femelles d’entrée (%) gorgées (%0) immédiate (%0) génerale (%)
capturées (%)
Témoin 1 80 - 12,5° 31,25° 0? 3,7¢
2 101 - 19,80° 29,70° 0? 2,97°
Bend 1 70 12,5 28,6%[14,49-42,30] 20 [12,13-31,85] 57,14° [48,65-69,86]  92,85° [85,76-99,65]
2 80 20,79 22,50°[09,80-28,85]  12,50° [03,05-19,05] 25°° [10,93-41,82] 68,75° [56,42-81,80]
Delta 1 55 31,25 454° [25,31-74,95]  18,18%[06,28-33,91]  32,72° [18,40-51,46]  72,72° [58,79-84,06]
2 76 24,75 26,31%[15,86-37,36]  23,68°[07,04-50,63]  15,78" [06,81-29,32]  31,57" [22,81-40,33]
o-Cyper 1 61 238 42,6° [24,62-61,36]  19,67%[06,65-33,45]  27,86° [16,29-44,95]  77,04° [59,85-95,52]
2 89 11,88 22,47%[15,18-31,77]  13,48%[06,88-21,50]  19,10°[10,98-29,85]  39,32° [34,33-44,32]
Féni 1 85 0 24,7%[13,16-39,70] 9,41°[03,03-17,35] 91,76 [84,30-96,87] 100° [100-100]
2 95 5,94 22,10°[14,20-28,93]  12,63° [04,14-20,38] 40% [30,73-52,55] 73,68° [64,41-82,95]
Chlor- 1 85 0 17,6% [08,95-25,94]  10,58° [03,01-22,59]  95,29° [89,20-101,36] 100° [100-100]
Delta 2 70 30,69 25,717 [15,05-39,97]  11,42°[04,02-17,35]  44,28°[27,12-74,50]  78,57° [62,06-95,00]

Bend : Bendiocarb ; Delta : Deltaméthrine ; a-Cyper : Alpha-cyperméthrine ; Féni : Fénitrothion ; Chlor- Delta : Chlorpyriphos et Deltaméthrine.

Pour un méme parameétre du tableau, les valeurs qui portent des lettres différentes en exposant, sont significativement différentes (p<0,05).
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Tableau V : Données entomologiques relatives a I’impact des traitements sur les culicinés enregistrées au cours du 1* mois aprés le traitement

des cases (entrée libre des Culicinés).

Effectif des  Réduction du Exophilie Taux des femelles Taux de mortalité Taux de mortalité
Cases femelles taux d’entrée (%) gorgeées (%) immédiate (%) générale (%)
capturées (%)

Témoin 975 - 30,76° 19,48° 0,30 2,56°
Bend 550 43,58 27.27%[23,00-32,53]  16,36° [14,22-19,00] 19,09°[15,84-23,02] 38,36° [35,46-41,35]
Delta 525 46,15 33,33%[28,67-38,33]  14,28°[09,58-20,07]  8,5° [07,07-10,10] 20,95° [17,74-23,79]
a-Cyper 601 38,35 33,44% [31,74-35,72]  16,63" [09,24-24,02] 11,81° [05,57-18,05] 24,29° [14,57-33,72]
Féni 805 17,43 21,73%[18,41-24,63]  14,90° [13,91-15,77] 31,18° [27,80-34,13] 53,41° [50,14-56,37]
Chlor- Delta 850 12,82 27,05%[25,10-29,01]  14,11°[12,79-15,45] 23,64° [22,26-24,86] 52,119 [49,22-55,21]

Bend : Bendiocarb ; Delta : Deltaméthrine ; a-Cyper : Alpha-cyperméthrine ; Féni : Fénitrothion ; Chlor- Delta : Chlorpyriphos et Deltaméthrine.

Pour un méme parameétre du tableau, les valeurs qui portent des lettres différentes en exposant, sont significativement différentes (p<0,05).
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Tableau VI : Données entomologiques relatives a I’impact des traitements sur An. gambiae enregistrées au cours des quatre premiers mois

apres le traitement des cases (lacher de Anopheles gambiae : souche locale Akron).

Cases Mois  Effectif des Exophilie Taux des femelles Taux de mortalité Taux de mortalité
femelles (%) gorgeées (%) immédiate (%) générale (%)
capturées
1 62 16,12 32,25° 0° 3,22°
2 73 27,39° 13,69° 0 2,73
Témoin 3 73 6,84° 10,95 0 4,10°
4 49 42,85 10,20 0 6,12°
1 60 25° [21,92-28,16] 25° [21,92-28,16] 50° [43,86-56,31] 81,66" [76,23-87,20]
2 48 33,33 [28,28-38,31] 10,41° [2,43-18,19] 72,91° [67,44-78,50] 81,25 [68,78-94,14]
Bend 3 72 51,38° [45,40-57,37] 8,33%[08,33-8,33] 69,44° [63,47-75,40] 77,77°[71,79-83,76]
4 46 63,04° [54,68-71,42] 4,34° [-05,11-14,01] 10,86° [01,82-19,85] 47,82" [35,72-60,11]
1 60 38,33°[29,55-47,26] 16,66 [07,31-19,24] 25 [21,92-28,16] 66,66° [62,45-70,95]
Delta 2 52 71,15° [68,80-73,47] 9,612 [01,57-17,60] 7,69° [-00,93-16,4] 67,30° [59,88-74,76]
3 63 23,80° [23,81-23,81] 6,34% [-00,48-13,17] 6,34 [-00,48-13,17] 22,22" [15,39-29,05]
4 32 46,87% [40,44-53,49] 9,37 [08,09-10,70] 3,12* [-10,00-16,07] 28,12" [24,26-32,09]
1 60 35°[30,70-39,42] 18,33°[10,71-26,02] 26,66" [22,15-31,11] 78,33° [71,68-81,75]
2 82 59,75° [57,66-61,82] 12,19 [07,60-16,73] 39,02° [34,39-43,65] 60,97° [56,34-65,60]
a-Cyper 3 78 42,30° [42,31-42,31] 5,12% [-00,37-10,63] 3,84 [03,85-3,85] 24 35" [18,85-29,86]
4 34 55,88"[38,81-73,31]  5,88%[-06,97-19,10] 29,41° [14,60-44,47] 35,29° [31,01-39,70]
1 70 27,14° [22,70-31,53] 24,28" [18,65-29,90] 42,85 [40,28-45,47] 85,71% [80,54-90,96]
2 43 67,44" [58,43-76,49] 11,62° [01,95-21,23] 74,4° [65,25-83,63] 83,72°[75,62-91,99]
Féni 3 54 22,22° [19,18-25,34] 3,7 [-04,31-11,73] 68,51° [56,65-80,65] 90,74° [76,47-105,37]
4 45 51,11 [41,55-60,66] 4,44% [-05,11-14,01] 71,11 [61,55-80,66] 77,77" [65,99-85,11]
1 80 25° [20,89-29,07] 26,25° [24,84-27,68] 46,25 [41,64-50,86] 81,259 [72,79-89,80]
2 68 58,82° [53,40-64,26] 8,82% [08,28-9,40] 70,58° [66,09-75,15] 82,35% [76,92-90,67]
Chlor- Delta 3 67 35,82° [33,56-38,09] 4,47° [04,19-4,77] 61,19° [55,50-66,89] 88,05 [81,93-94,21]
4 49 57,14 [45,17-60,66] 2,04° [-06,88-11,05] 28,57° [20,57-36,53] 63,26° [60,07-66,41]

Bend : Bendiocarb ; Delta : Deltaméthrine ; a-Cyper : Alpha-cyperméthrine ; Féni : Fénitrothion ; Chlor- Delta : Chlorpyriphos et Deltaméthrine.

Pour un méme parameétre du tableau, les valeurs qui portent des lettres différentes en exposant, sont significativement différentes (p<0,05).
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2-3- Effets des traitements des cases sur les dormeurs.

Ces résultats sont consignés dans le tableau V11 qui montre que les désagréments signalés par
les dormeurs ont été notés uniquement dans les cases traitées au fénitrothion et au mélange
chlorpyriphos+ deltaméthrine. Pour les avantages ressentis, les captureurs ont tous affirmeé
qu’il y a moins de nuisance de moustiques dans les cases traitées que dans leurs maisons et la
case témoin. Pour la question souhaiteriez-vous poursuivre 1’expérimentation, tous les

captureurs —dormeurs ont répondu oui.

Tableau VII : Récapitulation des impressions recueillies des captureurs sur les effets des

cases apres le quatrieme mois de traitement.

Case Effets signalés Nombre de captureurs
Témoin Néant 6
Bendiocarb Néant 6
Deltaméthrine Néant 6
Alpha-Cyperméthrine Néant 6
Fénitrothion, Eternuement,
Chlorpyriphos et écoulement de larmes et !

Deltaméthrine -
bralures des yeux

Sensation d’odeur désagréable 6

3-Discussion et conclusion.

3-1-Discussion

Les résultats des captures avant le traitement des cases ont montré que I’attractivité des cases
pour les moustiques a été homogene. Toutefois, les cases 2 et 5 se sont comportées comme les
moins attractives pour I’ensemble des moustiques. Par ailleurs, le pic observé au niveau de la
case 6 pour les culicinés et celui au niveau de la case 3 pour les anopheles, pourraient se
justifier par la proximité des gites a moustiques par rapport a certaines cases. La réduction du
taux d’entrée des anopheles et des culicinés a été plus significative avec la deltamétrine,
I’alpha-cypermeétrine et le bendiocarb. Quant au fénitrothion et au mélange chlorpyriphos +

deltaméthrine, la réduction observée a été tres faible en raison probablement du groupe auquel
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ces deux insecticides appartiennent. En effet, les organophosphorés ne sont pas connus pour
leur action répulsive comme les pyréthrinoides (deltaméthrine et la 1’alpha-cyperméthrine) qui
exercent un effet répulsif important sur les moustiques (Darriet, 1991).

L’exophilie naturelle de An. gambiae a varié tout au long de 1’évaluation. Le degré le plus
bas (6,8%) a été observé en décembre et le plus élevé en janvier (42,8%). Il est trés difficile
d’expliquer cette variation dans la mesure ou il s’agit de la méme période. En effet, les deux
mois correspondent au début de la saison séche et de I’harmattan, ce qui ne peut pas étre
justifié par un changement de comportement ni des hommes (les habitants d’Akron), ni des
anopheles. Ces données sont celles de la case témoin. Dans les cases ou les murs ont été
traités a la deltaméthrine et a 1’alpha-cyperméthrine, I’exophilie induite sur An.gambiae et les
culicinés entrés librement dans les cases a été plus élevée. Cela se justifie probablement par
I’action pyréthrinoide qui exerce un effet répulsif important sur les moustiques par rapport
aux organophosphorés et aux carbamates. Les mémes observations sont faites sur les
moustiques lachés. Deux mois apres le traitement des cases, il a été observé une forte
exophilie de 71,1% due a la présence de la deltaméthrine et de 59,7% a [D’alpha-
cyperméthrine. Par ailleurs, I’exophilie induite sur les An. gambiae lachés par le fénitrothion
et le mélange chlorpyriphos + deltaméthrine a été relativement élevée. La forte exophilie due
aux carbamates et aux organophosphorés pourrait se justifier par le fait que les femelles
An.gambiae lachés auraient perdu la vigueur apres leur séjour au laboratoire.

Le traitement des cases-piéges n’a pas empéché une proportion non négligeable d’anophéeles
de se gorger sur leur hdte au début des expériences. Ces repas de sang des anopheéles auraient
été facilités par le fait que les moustiquaires installées dans les cases ne sont pas imprégnées.
Par ailleurs, les captureurs ont parfois dormi le pied hors de la moustiquaire. C’est pour cette
derniére raison que nous leur avons demandé de se coucher au milieu du lit et d’éviter de se
coller & la moustiquaire. Grace a ces précautions, le taux de gorgement des anophéles au 2™
mois a baisse de facon significative : autour de 10% dans la case témoin et a peine a 5% dans
les cases traitées . Toutefois, ces derniers résultats sont ceux des anopheles sauvages éleves et
lachés qui pourraient ne pas avoir la méme appétence que les moustiques attirés par les hotes
et qui entrent librement dans les cases. De plus, le fait que la deltaméthrine, 1’alpha-
cypermethrine et le bendiocarb ne réduisent pas de fagon significative le taux de gorgement
(p> 0,05) contrairement au fénitrothion et au mélange chlorpyriphos + deltaméthrine (p
<0,05), pourrait s’expliquer par la mortalit¢ immédiate importante exercée par ces deux
organophosphorés (91,7% et 95,3% au 1* mois). En effet, les moustiques une fois entrés

dans les cases meurent et n’ont pas le temps de se gorger.
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La mortalité exercée sur les culicinés a été seulement de 53,4% avec le fénitrothion au 1%
mois ou on devrait avoir un effet choc. Cela pourrait s’expliquer par la résistance de ces
culicinés en majorité représentés par les Culex et les Mansonia vis-a-vis des produits
insecticides utilisés. Des résultats similaires ont montré une résistance de Culex
quinquefasciatus aux organophosphorés, aux carbamates et aux pyréthrinoides en Afrique de
I’ouest (Chandre, 1998). Par contre, en présence du fénitrothion et du mélange chlorpyriphos
+ deltaméthrine, les anopheéles qui sont entrés dans les cases n’ont pas résisté a 1’action létale
de ces deux produits (100% de taux de mortalité) et du bendiocarb (92,8%). Cette efficacité a
confirmé les études antérieures en Cote d’Ivoire (Asidi et al., 2005) pour le chlorpyriphos et
au Zimbabwe (Mpofu et al., 1991) pour le bendiocarb. Concernant la deltaméthrine et I’alpha-
cyperméthrine, a partir du 3°™ mois de traitement, les mortalités observées sont inférieures a
36%. La différence d’effet entre les pyréthrinoides et les trois autres insecticides pourrait
s’expliquer par la résistance des anopheles vis-a-vis des pyréthrinoides (Akogbéto et
Yakoubou, 1999). Malgré I’efficacit¢é du fénitrothion et du mélange chlorpyriphos +
deltaméthrine, ces insecticides ont une odeur désagréable, d’aprés les impressions des

captureurs. Nous confirmons ces impressions, pour avoir participé a 1’expérimentation et

dormi dans les cases traitées.

3-2-Conclusion.

Aprés quatre mois de suivi de I’efficacité des cinq produits, le Sumithion 40 WP, le Master
Quick ZC et le Ficam M se sont comportés comme des insecticides efficaces contre les
anopheles résistants aux pyréthrinoides. Toutefois, la rémanence de Ficam M est plus faible,
inférieure a 4 mois. Malgré cette faible durée d’efficacité, le Ficam M apparait, dans le contexte
actuel, le meilleur insecticide parmi les trois produits. En effet, le Master Quick ZC n’est pas
encore homologué par 1’Organisation Mondiale de la Santé et ne peut étre importé au Bénin
pour son utilisation en santé publique. Concernant, le Sumithion 40 WP, c’est un produit trés
efficace en pulvérisation intradomiciliaire, mais dont I’odeur et les effets secondaires ne sont
pas appréciés par les volontaires qui ont passé des nuits dans les chambres traitées avec ce
produit. Dans le contexte actuel de forte résistance de An. gambiae a la perméthrine au Bénin,
ces trois produits constituent une bonne alternative aux pyréthrinoides. Le bendiocarb parait
prometteur en pulvérisation intradomiciliaire pour le contrdle des populations de vecteurs
résistants aux pyréthrinoides, toutefois, il est souhaitable de disposer de formulations plus

rémanentes.
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Chapitre 4 : Donnees de base entomologique et
sociologique en prelude a la campagne de
pulvérisation intradomiciliaire et a Putilisation
genéralisee des moustiquaires impregnees
(Permanet 2.0) -dans les communes de Seme-

Kpodji, Dangbo, Missereéte et Adjohoun.
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1-Introduction

Le paludisme constitue un véritable probleme de santé publique et de développement. De
nombreux efforts ont été déployés depuis plusieurs années pour réduire 1’incidence de cette
maladie. Malgré ces efforts, les résultats obtenus sont en deca de ceux escomptés. La
principale raison est la résistance du principal parasite, Plasmodium falciparum, aux
antipaludiques et celle du vecteur, Anopheles gambiae, aux pyréthrinoides utilisés pour
imprégner les moustiquaires. Face a cette situation, le Programme National de Lutte contre le
Paludisme (PNLP) du Bénin s’est engagé dans un programme de pulvérisation
intradomiciliaire (PID) a base de bendiocarb dans les communes de Sémeé-Kpodji, Dangbo,
Misserété et Adjohoun.

Mais avant la mise en place de cette intervention, des données de base sont nécessaires pour
déceler les difficultés éventuelles liées a la mise en ceuvre de cette stratégie. En effet, le
succes de la PID est lié, entre autres, a ’adhésion des populations a la stratégie, a des critéres
entomologiques et a la nature des supports a traiter. Sur le plan entomologique, la dynamique
de population du principal vecteur du paludisme, An. gambiae, son comportement de piqre,
ses lieux de repos et sa sensibilité aux insecticides sont des données de base nécessaires. Les
parametres directement liés a la capacité vectorielle, en particulier, 1’age physiologique et le
taux d’inoculation entomologique (TIE) constituent les indicateurs de base sur lesquels
reposera la mesure de I’impact de I’intervention a mettre en place. Les données relatives a ce
chapitre sont présentées en détails dans les articles 2 et 3 en annexe, mais nous reprenons ici
les points essentiels relatifs aux résultats et a la discussion.

Article 2 : Padonou G G, Gbédjissi G L, Bankolé H S, Noukpo H, Yadouléton A, Akogbéto
MC (2011). Studying physical and sociological environment of malaria to implement an
indoor insecticide spraying campaign in Oueme region, Benin. J. Public. Health Epidemiol
3(13): 622-631

Article 3 : Padonou G G, Sezonlin M, Gbedjissi G L, Ayi I, Azondekon R, Djenontin A,
Bio-Bangana S, Oussou O, Yadouleton A , Boakye D, Akogbeto M (2011 ). Biology of
Anopheles gambiae and insecticide resistance: Entomological study for a large scale of indoor

residual spraying in South East Benin. J. Parasitol. Vector Biol. , 3(4): 59-68.
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2-Etude de I’environnement physique et sociologique du paludisme en prélude a la mise
en ceuvre d’une campagne de pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide dans le

département de ’Ouémé au Bénin

2-1-Résultats

2-1-1- Connaissances, attitudes et pratiques des populations sur le paludisme et ses

vecteurs

2-1-1-1-Les connaissances des populations sur le paludisme et son vecteur.

Les femmes ont constitué 75,9% (n = 2450) des 3228 chefs de ménages qui ont été
interviewés. 42,5% des répondants sont analphabétes (tableau VIII). Le plus fort taux
d'analphabétisme a été observé chez les femmes et était de 60,1 contre 49,2% pour les
hommes. La piqlre de moustique est la plus redoutée (54,4%) des nuisances de moustiques
pour les populations dans les 4 communes. La connaissance sur la cause du paludisme a été
relativement faible dans les 4 communes et a été respectivement de 21,8, 34,2, 26,3, et 35,8%
a Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme, (tableau VIII). Seulement 953 (29,5%) de
I’ensemble des enquétés ont déclaré que le paludisme est causé par une piqlire de moustique
par rapport a 2275 répondants (70,5%) qui ne connaissaient pas la cause du paludisme.

En ce qui concerne la gravité du paludisme, 38,9 % des populations ont déclaré que cette
maladie est mortelle (Tableau VI1II). Les symptdmes (tableau VIII) les plus évoqués sont :
corps chaud (53 %), fatigue (15,90 %) et maux de téte (14,30 %). Pour la prise en charge a
domicile, les pratiques adoptées sont la médecine traditionnelle (56,3%) et I’utilisation des
molécules antipaludiques modernes (43,70%). Le traitement du paludisme commence a
domicile par ’automédication qui est une pratique trés courante au Bénin. Mais en cas de
persistance des signes cliniques, les populations se rendent dans les formations sanitaires pour
se faire traiter. En effet, lors des discussions de groupe, les participants ont déclaré: "Il est
imprudent de tenter l'automédication en utilisant la médecine traditionnelle ou les
médicaments modernes, en cas de fievre. Nous sommes pauvres et il faut parcourir de grandes
distances pour atteindre le centre de santé le plus proche. Mais apres 1’échec de

I’automédication, nous sommes obligés d’aller a I'hdpital pour nous faire traiter".
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Tableau V111 : Niveau d'instruction, perceptions des individus et des pratiques liées au

paludisme et ses vecteurs, selon les localités.

Adjohoun Dangbo Missérété Seme Total
Variable

N P% N P % N P % N P % N P %

Sait lire et
Niveau écrire 381 47.2* 306 37.9° 344 42.6° 342 42.3* 1373 425

d’instruction Ne sait pas lire

et écrire 426 52.7° 501 62° 463 57.3° 465 57.6° 1855 57.4°
Perceptiondu  Aucun 3 0.4* 0 0.0 3 0.4* 9 1.1% 15 0.5%
paludisme et Piqre 479 59.4° 415 51.4° 491 60.8° 372 46.1° 1757 54.4°
nuisances du Paludisme 176 21.8¢ 276 3429 212 26.3% 289 35.8¢ 953 29.5¢
moustique Insomnie 61 76° 26 32> 35 43" 54 6.7° 176 5.5°
Bruit 88 10.9° 90 11.2° 66 8.2° 83 103° 327 10.1°
Perceptionde la  Beénigne 36 450" 36 450 28 3,50 41 510° 141 4,40°
gravité du Fatale 312 3870° 312  3870° 318  39,40° 315 39,00° 1257  3890°
paludisme Grave 151 18,70° 155 19,20° 161 20,00° 163 20,20° 630 19,50°
Trés grave 308 38,20° 304 37,70° 300 37,20° 288 35,70° 1200 37,20°
Symptomes du  Douleurs 108 13,40° 115 14,30 114 14,10 124 15,40¢ 461 14,30¢
paludisme Diarrhée 24 3,00° 33 4100 31 3,80° 31 3,80° 119 3,70°
Vertige 26 320° 31 3,80° 28 3500 30 3,700 115 3,60°
Figvre 453 56,10° 426 52,80 421 52,20° 411 50,90¢ 1711 53,00¢
Maux de téte 60 7.40° 64 7,90° 68 840> 73 9,00° 265 8,20
Fatigue 125 1550° 127 15,70° 134 16,60° 128 15,90° 514 15,90°
Perte de poids 11 1,400 11 1,40° 11 1,40° 10 1,20 43 1,30

Pratiques Médecine
médicales moderne 353 43.7% 355 44* 350 43.40° 353 4370° 1411 43.7
Meédecine 454 56.3° 452 56° 457 56.6° 454 56.3° 1777 56.3°

traditionnelle

N: Effectif des répondants ;

la méme colonne portant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différents (P>0,05).

2-1-1-2-Les moustiquaires et autres mesures utilisées pour lutter contre les moustiques.

P % : Proportion des répondants dans la commune ; pour chaque commune, les taux de

Dans la zone d'étude 1042 personnes (32,3%) dorment sous moustiquaires imprégnées et 695

(21,5%) dorment sous moustiquaires ordinaires (tableau 1X). Ces moustiquaires (53,8%) sont

les principaux moyens de prévention utilisés contre les pigdres de moustiques. Toutefois,

certaines personnes signalent une sensation de chaleur (12,3%) en dormant sous une

moustiquaire (tableau IX); pour d'autres, c'est la sensation d'étouffement (0,7%) qui a été

évoquée. Ceux qui n’ont pas de moustiquaires utilisent les spirales (serpentins fumigénes)

(27,6%) et les aérosols (10,7%). Les moyens les moins utilisés sont la fumée (2,4%) et les

plantes locales (2,4%) (tableau 1X). Par ailleurs d’autres méthodes telles que 1’utilisation des

grillages pour les fenétres, les pommades répulsives et les pagnes pour se couvrir ont été

signalées dans des proportions similaires (tableau 1X). Ces mesures pratiques de lutte contre
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les moustiques sont les mémes d'une commune a l'autre (P > 0,05). Par ailleurs, lors des

discussions de groupe, les répondants ont indiqué que la plupart des moustiquaires

imprégnées qu’ils possedent ont été gratuitement fournis par le PNLP. Certains participants

ont declarée: "La distribution gratuite de moustiquaires initiée par le Président de la

République doit continuer pour que tout le monde puisse avoir de moustiquaires.” Plus de la

moitié de la population (61%) estime que les moustiquaires réduisent le contact homme-

moustique. En outre, 23,7 % des enquétés ont fait le lien entre

les moustiquaires et la

réduction du paludisme alors que 11,1% ont établi un lien avec la réduction des maladies de

facon globale (tableau 1X).

Tableau IX: Moyens de protection contre les moustiques

Adjohoun Dangbo Missérété Seme Total
Variable
N P % N P % N P % N P % N P %
Couverture 18 22 16 20 6 07 12 1.5° 52 1.6°
Moustiquaires
imprégnées 257 31.8° 279 346" 241 29.9° 265 32.8¢ 1042 323
Plantes locales 20 25° 18 228 21 26% 18 2.2° 77 2.4°
Pommades 9 1.1° 9 1.1° 7 0.9 7 0.9° 32 1°
Moyens utilisés  Moustiquaires
ordinaires 168 20.8¢ 157 195 190 23.5° 180 223° 695 21.5¢
Fumée 24 3?2 27° 15 198 17 2.12 78 2.4°
Serpentins 224 27.8° 225 27.9° 227 28.1° 215 266 891 27.6°
Bombes
insecticides 84 104° 78 9.7° 95 11.8° 88 10.9° 345 10.7°
Grillage 3 0.4%® 3 0.4% 5 0.6% 5 0.6% 16 0.5%
Réduction des
Avantages des o gies 94 116° 93 115° 75 9.3° 95 11.8° 357 11.1°
mousthualres Réduction des
moustiques 494 61.2° 475 58.9° 520 64.4° 480 59.5° 1969 61°
Réduction des
insectes 26 32 3 38° 30 37° 30 3 117 3.6°
Réduction du
paludisme 187 2329 203 2529 177 21.9¢ 197 24.4% 764 23.7°
Autres 6 0.7% 5 0.6 5 0.6 5 0.6 21 0.7%
Inconvénients  Aucun 693 85.9° 693 85.9° 695 86.1° 693 85.9° 2774 85.9°
des Chaleur 100 12.4° 100 124° 95 11.8° 101 125° 39 12.3°
moustiquaires  Autres 6 0.7 6 0.7¢ 6 0.7¢ 5 0.6° 23 0.7¢
Suffocation 8 12 8 12 11 1.42 8 12 35 1.12

N: Effectif des répondants ; P % : Proportion des répondants dans la commune ; pour chaque commune, les taux de

la méme colonne portant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différents (P>0,05).

94



2-1-1-3-Perceptions et acceptabilité des populations pour la PID

Un total de 1985 (61,5 %) des enquétés a déclaré connaitre la méthode de la PID sur les
murs (Tableau X). Le taux le plus élevé a été observé a Séme (74%) et le plus bas a Dangbo
(54,9%). Un taux de 43,4% des répondants a affirmé que la PID contribue a réduire les
moustiques (tableau X). D’autres personnes (31,1%) ont dit qu’elle a un impact sur d’autres
insectes telles que les blattes dans les maisons traitées. Ceci a été également révélé au cours
du focus group par un enquété qui a déclaré :"quand le jour de la pulvérisation approche, on
nous avertit et on range les animaux domestiques”. Seulement 9,70% des répondants ont
affirmé que la PID contribue a baisser la transmission du paludisme. Par contre, 66 % n’ont
trouvé aucun inconvénient aux pulveérisations intradomiciliaires (tableau X). Cependant,
certains ont affirmé craindre les mauvaises odeurs (8,80 %) que dégagent les insecticides et
la toxicité (24,10 %). D’autres ont dit qu’ils ignorent si cela peut causer de maladies : " Quand
on pulvérise, cela tue les moustiques et toutes sortes d’insectes. Mais je ne sais pas si cela
peut causer de maladie " a affirmé un autre enquété lors du focus group. D’autres, ont aussi
rapporté : " Nous adhérons entierement aux campagnes de pulvérisation mais la dose
d’insecticide a utiliser doit étre modérée. Oui a la pulvérisation, mais ne nous trompez pas en
utilisant un colorant a la place de I’insecticide. Dites nous quel produit vous voulez utiliser".
Les différentes déclarations sur les avantages de la PID ont été enregistrées avec les mémes
fréquences (P>0,05) dans toutes les communes et ont confirmé le taux d’acceptabilité élevé

(98,70 %) pour la pulvérisation de facon uniforme dans toutes les communes (tableau X).
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Tableau X : Expériences et perceptions des communautés sur les pulvérisations

intradomiciliaires d’insecticide.

Adjohoun Dangbo Missérété Seme Total
Variable
N P % N P % N P % N P % N P %
Connaissance de  Non 459  56.9° 443 54,9 486 60.2° 597 74P 1985 61.5°
la PID
Oui 348 43.1° 364 45.1° 321 39.8° 210 26° 1243 385
Inconvénients de  Aucun 540  66.9¢ 534  66.2¢ 531 65.8° 525 65.1¢ 2130  66°
laPID Mauvaise
odeur 68 8.4° 70 87" 73 9P 73 9° 284 8.8
Ne sait pas 9 1.1 8 12 10 1.28 10 1.2 37 1.1
Toxique 190  235° 195 24.2° 193 23.9° 199 24.7° 777 24.1°
Avantages de la  Ne sait pas 31 3.8° 25  3.1° 19 2.4° 29 36° 104 3.2°
PID Réduction des
maladies 91 11.3° 85 105° 79 98° 108 13.4¢ 363 11.2¢
Réduction des
moustiques 335 415° 392 48.6¢ 331 41¢ 342 4241 1400 434
Réduction des
insectes 260  32.2¢ 226 28° 277 34.3° 242 30° 1005 31.1°
Réduction du
paludisme 75 9.3 67 8.3° 90 11.2° 80  9.9° 312 9.7
Autres 15 1.9° 12 15° 11 1.4° 6 0.7% 44 1.42
Non 11 1.42 10 1.8 13 1.6° 7 0.9 41 1.3
Acceptabilité de
laPID Oui 796  98.6° 797 98.8° 794 98.4° 800 99.1° 3187 98.7°

N: Effectif des répondants ; P % : Proportion des répondants dans la commune ; pour chaque commune, les taux de

la méme colonne portant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différents (P>0,05).

2-1-1-4- Relation entre la perception de la PID, le niveau d’instruction, les pratiques

médicales et le sexe

La régression logistique multivariée effectuée pour tester les associations entre la
connaissance de la PID et les covariables du sexe, du niveau d'éducation et de la pratique
médicale a indiqué que I'odds ratio (OR) associé avec le sexe est de 0,62 avec [0,53-0,74]
pour intervalle de confiance et p = 0,0 (tableau XI). Ceci refléte une importante association
entre le sexe et la connaissance de la PID et montre que les femmes connaissaient mieux la
PID que les hommes. Il y a également eu une association significative entre le niveau
d’instruction et la connaissance de la PID (OR = 1,84 [1,58 & 2,15] p= 0,0) (tableau XI). Les
répondants instruits connaissent mieux la PID que les non instruits. Par ailleurs, la

connaissance de la PID a été significativement associée avec les pratiques médicales (OR =
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0,75 [0,65 a 0,87] p = 0,0). Cette association a révélé une meilleure compréhension de la PID
par les praticiens de la médecine traditionnelle que ceux de la médecine moderne.

En ce qui concerne, l'association entre l'acceptation de la PID et le sexe elle n'a pas été
significative (OR = 1,18 [0,54 a 2,58]) (tableau XII). Le taux d'acceptation de la PID chez les
hommes ne différe pas significativement de celle des femmes. De méme ’association entre
I'acceptation de la PID et les pratiques médicinales n’a pas été significative (OR =

0,85 [0,45 a 1,59]) (tableau XII). Cependant, il y a eu une association significative entre le
niveau d'instruction et I'acceptation de la PID (OR = 2,70 [1,27 a 5,74]) (tableau XII).

Le taux d’acceptabilité de la PID chez les personnes instruites a été significativement plus

élevé que chez les personnes non instruites.

Tableau XI. Associations entre la connaissance de la PID, le sexe, le niveau d’instruction et

les pratiques médicales

Covariables Coefficients estimés |p OR et Cl 95%
intercept 0.4765 0.007

sexe (homme) -0.4716 0.00 0.62 [0.53-0.74]
niveau d’instruction (>CM1) 0.6118 0.00 1.84 [1.58 - 2.15]
médecine moderne -0.2883 0.0001 |0.75 [0.65-0.87]

Niveau dinstruction (> CM1 ): Peut lire et écrire; OR: Odds Ratio; CI: Intervalle de confiance.

Tableau XII. Associations entre 1’acceptation de la PID, le sexe, le niveau d’instruction et

les pratiques médicales

Covariables Coefficients estimés | p OR et Cl 95%
intercept 4.0713 0.000

sexe (homme) 0.1682 0.673 1.18 [0.54 - 2.58]
niveau d’instruction (>CM1) 0.9940 0.009 2.70 [1.27 - 5.74]
médecine moderne -0.1610 0.616 0.85 [0.45 - 1.59]

Niveau d’instruction (> CM1 ): Peut lire et écrire; OR: Odds Ratio; ClI: Intervalle de confiance.

2-1-2- Les types d’habitats rencontrés et leurs états.

Dans les 4 communes, les habitations humaines sont en majorité construites avec des supports
en ciment et en banco (figures 26 et 27). En effet, sur les 5 164 lieux de couchages recenses,
54,35% (2807/5164) etaient en ciment et 30,51% en terre de barre. Ceux qui sont construits
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en bambou et en bois ne représentent respectivement que 11,13% et 3,71%. Si la commune de
Dangbo a été caractérisée par 1’habitat le plus modeste avec la plus forte proportion de cases
en terre de barre (40,76%), Séme présentait I’aspect relativement plus moderne avec la plus
forte proportion d’habitations en ciment (73,48%) (figure 28). La plupart des murs en ciment
et banco (71,51% : 3693/5164) étaient lisses présentant ainsi des surfaces qui se prétent bien
au traitement insecticide. Les murs a surface rugueuse (28,49%) sont essentiellement ceux qui
sont en terre de barre. Seulement 10% environ des maisons visitées présentent des ouvertures
qui facilitent I’entrée et la sortie des moustiques (figures 29, 30, 31). Il s’agit des espaces

entre le mur et le toit, des fentes au travers des murs et des trous sur les plafonds (figure 30).

Figure 26 : Habitats en banco a Dangbo Figure 27 : Habitats en bambou et en ciment

construites cote a cote, dans 1’arrondissement
de Aholouyémé a Semeé
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Figure 28 : Effectif des types d’habitats en fonction de la nature des
supports dans les 4 communes
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Figure 29 : Proportion des chambres présentant des ouvertures pouvant faciliter I’entrée et

la sortie des moustiques dans 1’ensemble des 4 communes
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Figure 30 : Habitat présentant beaucoup Figure 31 : Habitat avec un plafond sans

d’espace entre le mur rugueux et le toit trou, le mur lisse sans fente et sans espace
avec de nombreuses fentes dans les murs (Dangbo)
(Dangbo)

2-2-Discussion et conclusion

2-2-1-Discussion

Les résultats ont montré dans les 4 communes que la majorité des répondants ont des idées
fausses concernant la cause du paludisme. Seulement 29,5% des répondants ont lié le
paludisme a la pigQre des moustiques. Des résultats similaires ont été observes, dans des
études antérieures effectuées au Nigéria (Okafor et Okeke, 2008) et dans la communauté Ndu
du Cameroun (Shey et al., 2011). Les résultats obtenus dans la présente étude pourraient se
justifier par la culture des communautés du sud du Bénin qui considérent le soleil comme
I'une des principales causes du paludisme. En effet le paludisme est communément appelé
"Weévozon " dans la langue locale Goun, traduite en francais comme suit : "maladie du soleil
". Cette idée erronée s’explique par un faible niveau de scolarisation et le manque
d’informations sur la biologie des moustiques. Ces résultats suggérent la nécessité d’un
programme d'éducation sanitaire a I’endroit de la communauté locale.

Si 29,50% de la population font le lien entre le paludisme et les moustiques, 54,4% redoutent
les pigQres de ces insectes. Cette observation a été faite a Bouaké ou le principal géne des
moustiques est la nuisance occasionnée par leurs pigdres douloureuses et les troubles du
sommeil qui résultent de leur bruit (Doannio et al., 2004). Par ailleurs, I'automédication a été

jugée comme une pratique courante dans les 4 communes. Cette pratique confirme les taux
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faibles de fréquentation des services de santé (32, 41, 20 et 40% a Adjohoun, Dangbo,
Missérété et Séeme respectivement) (Ministere de la Santé de la République du Bénin, 2007).
Les mémes causes ont été signalées dans des études menées au Togo (Derming et al., 1989) et
en Tanzanie (Kinung'hi et al., 2010). La faible fréquentation des centres de santé, se justifie
également par la non disponibilité des médecins dans les formations sanitaires, le mauvais
accueil réservé aux patients par le personnel, les attentes prolongées avant I’arrivée du
médecin, l'indisponibilité de médicaments et la distance qui sépare le domicile du centre de
santé (Igun, 1987; Ruebush, 1995;. Okeke et Okafor, 2008).

La diversité des mesures de prévention contre les piqlres de moustiques constatée dans toutes
les communes a été rapportée & Kafiné en Cote d'lvoire (Doannio et al., 2004). 1l est trés
surprenant que seulement 23,7% des répondants établissent un lien entre la réduction du
paludisme et les moustiquaires. Ceci s’explique probablement par les idées fausses concernant
la cause du paludisme. Dans une étude menée au Ghana (Agyepong, 1999) il a été montré que
la compréhension de la transmission du paludisme par les moustiques n'influence pas la
pratique d'utilisation des moustiquaires. La principale raison de l'utilisation des moustiquaires
est la protection contre les piqlres de moustiques et pas nécessairement la prévention du
paludisme. Par ailleurs, l'utilisation généralisée des spirales et des aérosols dans la zone
d’¢étude pourrait se justifier par la disponibilité, sur tous les marchés, des serpentins et des
bombes aérosols, leur colt relativement bas et la possibilité de les acquérir en détail. Quant
aux plantes a essence répulsive, elles sont faiblement utilisées (2,40%) probablement a cause
de leur efficacité de courte durée. N’eut été le cout relativement élevé des moustiquaires, le
taux d’utilisation indiqué (53,8%) serait plus élevé. En effet les populations avaient révélé
que les moustiquaires qu’elles possédent proviennent en majorité de distribution gratuite.
Toutefois, la chaleur, la suffocation, certaines croyances et tabous semblent étre également
des obstacles a I’utilisation des moustiquaires. Des études antérieures dans le nord du Ghana
ont indique que des facteurs saisonniers, les modes d'utilisation, et les questions de colt ont
été des facteurs clés susceptibles d'influer sur la diffusion et I'efficacité des moustiquaires
(Binka et Adongo, 1997).

Le taux éleve d'acceptabilité de la PID pourrait étre expliqué par I’expérience individuelle des
populations basée sur les pulvérisations faites au sein des ménages par les chefs de famille
dans les chambres a coucher avec des bombes aérosols et par la forte médiatisation des
mesures préventives contre le paludisme. A cela s’ajoute le souvenir des effets bénéfiques des
opérations de pulvérisations intradomiciliaires organisees par le Ministere de la Santé entre

1983 et 1989 dans les agglomérations de Cotonou (Akogbéto, Communication personnelle).
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Par contre, certaines personnes ont quelques appréciations de méfiance surtout en ce qui
concerne la toxicité des insecticides et leurs mauvaises odeurs. Une bonne sensibilisation
permettra de réduire ces réticences. Nos résultats ont aussi montré que les femmes
connaissaient la PID mieux que les hommes. Ces résultats sont semblables a ceux d'autres
études (Raikes, 1989;. Shey et al, 2011) et pourraient étre expliqués par la présence quasi-
permanente de la femme au foyer. Le niveau d’instruction a influencé la connaissance de la
PID. Les répondants instruits sont plus informés de la PID que les non instruits (Sharma et al,
2003.; Comores et al., 2003). Par ailleurs, les praticiens de la médecine traditionnelle
connaissaient aussi mieux la PID que les praticiens de la médecine moderne. Cela pourrait
s’expliquer par I’habitude des praticiens de la médecine traditionnelle a vivre généralement
dans les zones rurales ou les moustiques sont nombreux et le paludisme plus endémique
contrairement aux praticiens de la médecine moderne qui vivent en milieu urbain ou les
conditions sont moins favorables aux moustiques. Ceci justifie le fait qu'ils sont moins
familiers aux mesures de protection que ceux des zones rurales (Jones et al., 2007).

Le nombre important d’habitations construites avec des supports en banco a Dangbo,
Misserété et Adjohoun, se justifie par le faible niveau de vie des populations. Ces supports de
type banco nécessiteraient 1’utilisation de quantités importantes d’insecticides lors de la
pulvérisation, en raison de la forte porosité de la terre de barre. Mais 71,51% de ces murs
sont crépis avec un mélange de sable et ou du ciment, ce qui devait atténuer le degré de
porosité. Par contre, a Seme, les maisons sont construites en ciment. Ce type d’habitat est
également rencontré en faible proportion a Dangbo, Missérété et Adjohoun, ce qui est un
atout en raison des surfaces lisses offertes (Najera et Zaim, 2004). A Seme, les palmiers et les
cocotiers sont exploités pour la construction d’habitats en bambou et en paille. C’est aussi le
cas de certains villages notamment de la vallée a Dangbo et Adjohoun. Ces habitations en
bambous et en paille comportent souvent de larges ouvertures entre le mur et le toit qui
facilitent ’entrée et la sortie de nombreux anophéles. Une pulvérisation intradomiciliaire dans
de tels habitats n’est pas souhaitable en raison de la facilité pour les moustiques de fuir
I’insecticide. La stratégie souhaitable pour ces types de maisons est [’utilisation des
moustiquaires. Un autre handicap rencontré dans certaines concessions est la juxtaposition
d’habitations en paille et en ciment ou banco. Cela suppose probablement le choix de 2
stratégies séparées (MIILD et PID) pour la méme concession.
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2-2-2-Conclusion

L'étude a révelé que les populations ont une bonne connaissance des mesures préventives
contre les moustiques, mais la mise en ceuvre d’un programme de sensibilisation est
nécessaire sur la cause du paludisme. Malgré la diversité des outils de prévention contre les
piqires de moustiques, les moustiquaires sont les plus utilisées. L’adhésion a la mise en
ceuvre d’une stratégie de lutte basée sur les pulvérisations intradomiciliaires d’insecticides est
totale : 98,70 % des personnes interrogées sont favorables a la campagne et acceptent d’y
participer. Une frange importante des habitations offrent les conditions d’une pulvérisation
intradomiciliaire. Plus de la moitié des murs sont en ciment crépis offrant des surfaces lisses
traitables. 1l en est de méme des murs en terre de barre. Toutefois, nous suggérons la
distribution de moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action pour les
populations dont les maisons ne remplissent pas les conditions d’une pulvérisation
intradomiciliaire. Par ailleurs, lors de la mise en ceuvre de la stratégie, il est important de
prendre en compte les aspects culturels comme les coutumes et les tabous des populations.

Minimiser les croyances des populations pourrait faire naitre une révolte néfaste a I’adhésion.

3- Evaluation entomologique du paludisme en prélude a une campagne de pulvérisation

intradomiciliaire dans le département de I’Ouémé au Bénin.

Une étude entomologique de base a été réalisée avant la mise en ceuvre de la PID dans les
quatre communes. Des captures de nuit sur homme et dans les piéges-fenétres ont permis de
déterminer le comportement des moustiques dans la zone d étude et le niveau de transmission
du paludisme avant le traitement des maisons. Des prospections larvaires ont également
permis de réaliser des tests de sensibilité et de déterminer le niveau de résistance des vecteurs
aux insecticides. Les données entomologiques obtenues avant la PID ont été comparées a
celles enregistrées apres I’intervention afin d’évaluer 1’efficacité de la stratégie et de partager
les acquis avec les PNLP pour le développement d’une meilleure stratégie de gestion de la

résistance afin de vaincre le paludisme.
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3-1-Résultats

Les données relatives a la zone témoin n’ont pas été présentées ici. Elles seront utilisées
pour une comparaison avant et apres les interventions, dans le cadre des études de I’impact

des interventions.

3-1-1-Espeéces de moustiques rencontrées

La faune culicidienne agressive pour I’homme a été diversifiée dans chacune des 4 communes
d’intervention. Les récoltes des moustiques par piéges fenétres, aprés aspersion d’une bombe
insecticide non rémanent a I’intérieur des maisons et par capture sur homme ont permis
d’identifier 14 espéces de Culicidés, dont 4 sont du genre Anopheles, 5 du genre Culex, 3 du
genre Aedes et 2 du genre Mansonia (tableau XI1I). Cette faune culicidienne a été présente
durant les saisons seche et pluvieuse et dans toutes les localités. Toutefois sa composition et
sa densité sont variables. Le total des culicidés capturés a été de 49059, dont 38051
culicinés, soit 77,56 % essentiellement représentés par les espéces Mansonia africana, Culex
nebulosus, Cx decens et Cx quinquefasciatus. Quant a la faune anophélienne, elle a été
essentiellement constituée par I’espéce An. gambiae s.I représentant 20,91 % de I’ensemble
des captures de culicidés alors que An. funestus n’a représenté que 0,007%. Les espéces An.
pharoensis, An. ziemani et An. coustani, sont quant a elles présentes a des pourcentages tres
faibles. An. pharoensis a été présent dans toutes les localités (tableau XIII) durant la saison
pluvieuse et la saison séche, alors que An. ziemani n’a été rencontré qu’a Dangbo (saison
pluvieuse et saison seche) et a Semeé (saison pluvieuse). An. coustani a été récolté en saison

seche a Dangbo et Seme, mais seulement a Adjohoun en saison pluvieuse.
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Table XII1: Diversité des especes de moustiques rencontrées a Adjohoun, Dangbo, Misséréte et Seme, durant la saison séche (janvier a mars) et

la saison pluvieuse (avril a juillet) pour deux séances de capture par mois

Species Adjohoun Dangbo Missérété Seme General Total
Ef Tot EfSs EfSp Ef Tot EfSs EfSp Ef Tot EfSs EfSp Ef Tot EfSs EfSp Ef Tot Ef Ss Ef Sp
Anopheles gambiae 1343 124 1219 2398 432 1966 1612 198 1414 4906 388 4518 10259 1142 9117
Anopheles funestus 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 3 0 3
Anopheles pharoensis 197 73 124 456 337 119 13 6 7 53 14 39 719 430 289
Anopheles ziemanni 0 0 0 13 9 4 0 0 0 5 0 5 18 9 9
Anopheles coustani 1 0 1 3 3 0 0 0 0 5 5 0 9 8 1
Culex quinquefasciatus 608 238 370 1617 781 836 410 14 396 547 342 205 3182 1375 1807
Culex decens 180 30 150 1991 187 1804 232 13 219 2514 874 1640 4917 1104 3813
Culex nebulosus 903 197 706 1517 100 1417 1306 0 1306 1715 1178 537 5441 1475 3966
Culex thalassius 88 0 88 54 41 13 0 0 0 0 0 0 142 41 101
Culex fatigans 0 0 0 0 0 0 7 0 7 0 0 0 7 0 7
Aedes aegypti 33 18 15 64 20 44 61 25 36 11 4 7 169 67 102
Aedes palpalis 16 1 15 16 0 16 111 3 108 0 0 0 143 4 139
Mansonia africana 9757 7353 2404 10418 7603 2815 1517 1065 452 2335 1793 542 24027 17814 6213
Mansonia uniformris 7 5 2 5 3 2 3 1 2 8 3 5 23 12 11
General total 13134 8039 5095 18553 9516 9037 5273 1325 3948 12099 4601 7498 49059 23481 25578

Ef Tot: Effectif Total; Ef Ss: Effectif de la saison seche; Ef Sp : Effectif de la saison pluvieuse
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3-1-2-Densité vectorielle et dynamique des populations

Nous n‘avons capturé que tres peu de An. funestus. Seul An. gambiae a été pris en compte.

3-1-2-1- Densités moyennes au repos dans les habitations humaines et par piége fenétre

Dans les chambres a coucher un total de 783 femelles de An. gambiae au repos ont été
récoltées. La densité moyenne au repos a été de 4,07 FCJ (Nombre de femelles
/Chambre/Jour) pour I’ensemble de la zone d’étude (tableau X1V), avec des variations d’une
localité a lautre (x> = 30,92 ; df = 7 ; p = 0). Les plus fortes densités ont été observées a Sémé
plateau (10,42 FCJ) et a Missérété périphérique (8,75 FCJ) et sont significativement
différentes (P<0,05).
Concernant la technique d’échantillonnage par piege fenétre, la densité moyenne par piége
fenétre a été de 2,12 (FPJ) (Nombre de femelles / Piege fenétre/Jour) (tableau XIV). Le
nombre de femelles par piége et par jour a subi des variations selon la localité (x* = 29,18 ; df
=7;p =0,00). Il aété respectivement de 5,75 FPJ et 3,25 FPJ dans les localités de Seme
plateau et Missérété périphérique ou nous observons de nouveau les plus fortes valeurs
comme pour la densité au repos. La densité la plus faible (1,08) a été enregistrée a Adjohoun
plateau.

Lorsqu’on a comparé la zone du plateau en général avec celle de la périphérie, la variation
de la densité au repos n’est plus significative (3°> = 0,67 ; df =1 ; p = 0,41) (tableau XIV). Il a
été de méme pour la densité par piége (* = 0,27 ; df =1 ; p = 0,60) (tableau XIV).
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Tableau XIV: Densités des femelles de An. gambiae au repos dans les habitations

humaines et densités par pieges fenétres selon les localités et les zones écologiques.

Effectif total Effectif total
des anophéles des anopheles Nombre de
Localités et zones capturés par capturés par  cases. jours Femelles/case  Femelle /piege/
écologiques aspersion piege fenétre  de capture  /jour jour
Adjohoun plateau 58 26 24 2,42% 1,08
Dangbo plateau 53 31 24 2,21° 1,29®
Missérété plateau 52 32 24 2,17° 1,33°
Semeé plateau 250 138 24 10,42° 5,75%
Zone du plateau 413 227 96 4,30° 2,36°
Adjohoun periphérique 55 36 24 2,29% 1,50
Dangbo periphérique 50 32 24 2,08% 1,33%
Missérété periphérique 210 78 24 8,75 3,25°
Séme periphérique 55 35 24 2,29% 1,46
Zone périphérique 370 181 96 3,85% 1,08%
Total 783 408 192 4,07 2,12

3-1-2-2- Comportement endophile et taux de gorgement

Moins de 40% des An. gambiae qui vont a I’intérieur des chambres prendre leur repas
ressortent, ce qui indique un degré d’endophilie relativement élevé (tableau XV). Cette
endophilie est un facteur favorable pour la réalisation de la pulvérisation intradomiciliaire. Le
degré d’endophilie relativement élevé qui caractérise An. gambiae dans I’Ouémé a été
constaté dans toutes les localités. La comparaison des différents taux n’a révélé aucune
différence significative (x> = 11,12 ; df = 7; p = 0,13). Sur le total de 1191 femelles An.
gambiae capturées par spray et par piége fenétre, 634 ont été trouvées gorgées soit 53,23% et
462 gravides, soit 38,79 % (tableau XV). Le taux de gorgement n’as pas été le méme dans
toutes les localités (x> = 27,77 : df = 7 ; p = 0,00). Ce taux est globalement moins bas dans les
zones du plateau (52,38% a Adjohoun) comparativement a celles de la périphérie (66,66% a
Adjohoun) (tableau XV).
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Tableau XV: Etat physiologique de I’abdomen des femelles de An. gambiae récoltées dans les maisons et leur degré d’endophilie.

Parametres
Nbre Taux d’endophilie % Taux de gravidité % Taux de gorgement %
Effectif captures Nbre de Nbre de
Localités analysé par spray gravides gorgeés Moy [95 %Cl] Moy [95 %CI] Moy [95 %CI]
Adjohoun plateau 84 58 26 44 69,45*  [59,07-79,82] 30,75 [24,09-37,40] 52,38 [50,37-53,62 ]
Dangbo plateau 84 53 31 46 63,86°  [51,98-75,73] 36,59% [33,91-39,27] 54,33% [50,36-58,29]
Missérété plateau 84 52 29 43 62,12*  [53,33-70,91] 34,19% [30,43-37,94] 50,66° [44,85-56,47]
Séme plateau 388 250 142 151 64,38  [57,59-71,16] 36,60% [29,66-43,54] 54,33 [43,74-64,92]
Adjohoun periphérique 91 55 41 61 60,94°  [52,48-69,40] 44,72% [41,44-47,99] 66,66 [61,89-71,43]
Dangbo periphérique 82 50 38 57 61,87°  [55,25-68,50] 46,93 [41,43-52,43] 70,16° [62,05-78,27]
Missérété periphérique 288 210 120 180 73,30  [66,95-79,64] 41,83 [39,00-44,66] 62,16™¢  [58,10-66,22]
Séme periphérique 90 55 35 52 61,38  [52,19-70,57] 39,02 [32,81-45,22] 58,33  [49,19-67,47]
Total 1191 783 462 634 6574  [62,12-67,20] 38,79 [36,86-40,79] 53,23 [55,99-61,17]

C | : 95% Intervalle de confiance ; Nbre: Nombre; Moy: Moyenne. Les valeurs qui portent en exposant les lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05).
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3-1-2-3- Densité agressive moyenne et fluctuations saisonniéres du taux d’endophagie

selon les localités

Aprés 896 séances de capture de nuit sur homme un total de 9068 anophéles ont été
récoltées. La densité agressive moyenne sur homme estimée a partir du nombre de piqQres par
homme et par nuit (PHN) a été de 10,12 (tableau XVI) pour I’ensemble de la zone d’étude.
En considérant chaque localité, cette densité agressive moyenne a été de 2,43 ; 2,93 ; 9,86 et
24,43 piqares/homme/nuit, respectivement a Adjohoun plateau, Dangbo plateau, Missérété
périphérique et Sémé périphérique. Elle a donc varié selon les localités (x> = 20,33 : df = 7 ;
p = 0,00), mais a été comparable entre Adjohoun plateau, Dangbo plateau et Missérété plateau
(tableau XVI). En considérant la zone du plateau en général la densité agressive a été
significativement différente de celle de la zone périphérique (* = 11,10 ; df = 1; p = 0,00)
(tableau XVI). Quant au taux d’endophagie, il a été estimé a 70,18%, c'est-a-dire
globalement 3 moustiques sur 4 préférent prendre leur repas a I’intérieur des maisons. Ce
degré d’endophagie assez élevé a été compris entre 60,94% (Adjohoun périphérique) et
73,30% (Missérété périphérique). De facon globale la comparaison des différents taux
d’endophagie n’a révélé aucune différence significative (x° = 9,064 ; df = 7; p = 0, 24). Le
fort taux d’endophagie noté dans la zone d’étude nécessite la mise en place d’une stratégie de
prévention contre 1’agressivité des moustiques a I’intérieur des maisons, en 1’occurrence les
moustiquaires imprégnées ou la PID que préconise le PNLP. Par ailleurs 1’agressivité du
moustique & I’intérieur obéit 4 une variation saisonniére (y> = 15,35 ; df =1 ; p = 0,00) et a
une variation selon la zone écologique (Xz =742;df =1; p=0,00). D’apres la figure 32,
cette activité agressive a I’intérieur a été plus forte en saison pluvieuse qu’en saison seche,
avec le maximum en mai pour les localités périphériques et en Juin pour les localités

urbaines.
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Tableau XVI: Densités agressives moyennes et taux d’endophagie des femelles de
An.gambiae capturees selon les localités et les zones écologiques

Nombre de
Effectif total captureurs et Effectif
des anophéles de nuits de Piglre/Hom capturé a
Localités capturés capture me/Nuit Pintérieur Endophagie %
Adjohoun plateau 272 112 2,432 200 73,52°
Dangbo plateau 328 112 2,93% 261 79,57°
Missérété plateau 136 112 1,21% 88 64,70
Seme plateau 1692 112 15,11% 1080 63,82°
Zone du plateau 2428 448 5,428 1629 67,09°
Adjohoun periphérique 896 112 g 592 66,07
Danghbo periphérique 1904 112 17% 1375 72,217
Missérété periphérique 1104 112 9,86% 660 59,78%
Séme periphérique 2736 112 24,43° 2108 77,04°
Zone périphérique 6640 448 14,82° 4735 71,31%
Total 9068 896 10,12 6364 70,18

Les valeurs qui portent en exposant les lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05).
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Figure 32: Variations saisonniéres de la densite agressive des femelles de An.gambiae

capturées a I’intérieur et a I’extérieur par localité
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3-1-3-Age physiologique et infectivité de An. gambiae

Le taux de parturité moyen a été de 77,10% (1414 pares sur 1834 femelles dissequées) avec
des variations d’une localité a une autre. C’est a Séme en milieu périphérique que ce taux a
paru plus élevé (80,06 %) et comparable (p>0,05) avec les autres localités (tableau XVII),
alors qu’a Adjohoun périphérique le taux a été plus faible (p<0,05). Il n’y a pas eu de
variation saisonniere de la longévité (p>0,05).

L’analyse des An. gambiae récoltés a ’ELISA-CSP, a révelé 31 An. gambiae femelles
positives pour un total de 1394 femelles analysées, soit un indice moyen d’infection de
2,22%. Le nombre de piqdres infectantes de An. gambiae regues par homme et par nuit est
indiqué dans le tableau XVII. Le taux d’inoculation entomologique (EIR) a varié de 0,07 a
0,73 piqdres infectantes par homme et par nuit dans I’ensemble de la zone d’étude. En
projetant ce taux sur I’ensemble de la période d’étude, un homme regoit théoriquement entre
14,7 et 153,3 piqdres infectées entre janvier et juillet, c'est-a-dire en 7 mois. Toutefois, a
Seme (94,5 piqdres infectantes a 153,3 piqgdres infectantes) et a la périphérie de Adjohoun
(100,8 piqdres infectantes), les taux d’inoculation a I’intérieur des maisons sont nettement
plus élevés. Les infections ont été obtenues pour la plupart entre avril et juillet pendant la
saison pluvieuse. En effet, entre janvier et mars (saison seche) le taux d’inoculation est nul

sauf a Semé ou un homme recevait 3,6 piqures infectées pour I’ensemble des 3 mois.
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Tableau XVII: Taux de parturité et taux d’ inoculation entomologique de An. gambiae collecté par la capture

sur homme dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme (Janvier a Juillet 2008).

Saison séche Saison pluvieuse Janvier a Juillet 2008
Janvier a Mars 2008 Auvril a Juillet 2008
Adjohoun plateau Effectif total 65 207 272
Parturité % 81,67°  [74,08-89,26] 77,25° [71,68-82,82] 79,41  [75,74-83,07]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/HIN 1,35 3,23 2,43
N testé par ELISA 58 70 128
S% 0 571 3,12
TIE(pi/h/n) 0 0,18 0,07
Dangbo plateau Effectif total 48 280 328
Parturité % 84,67°  [70,99-98,35] 75,75° [60,25-91,25]  79,87°  [71,39 -88,34]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/HIN 1 4,375 2,93
N testé par ELISA 48 89 137
S% 2,08 4,49 3,64
TIE(pi/h/n) 0,02 0,19 0,1
Missérété plateau Effectif total 38 98 136
Parturité % 76° [73,52-78,48 ] 66° [54,31-77,69] 70,58  [63,56 -77,59]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/H/N 0,79 1,53 1,21
N testé par ELISA 38 78 116
S% 0 0 0
TIE(pi/h/n) 0 0 0
Seme plateau Effectif total 100 1592 1692
Parturité % 84,67°  [78,42-90,92] 76,25° [68,63-83,87] 80P [74,49 -85,50]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/H/N 2,08 24,88 15,11
N testé par ELISA 52 114 166
S% 1,92 35 3,01
TIE(pi/h/n) 0,04 0,87 0,45
Adjohoun périphérique Effectif total 59 837 896
Parturité % 69,67  [65,87-73,46] 67% [61,34-72,66] 68,187 [65,37 - 70,98]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/H/N 1,23 13,08 8
N testé par ELISA 59 170 229
S% 0 1,17 0,87
TIE(pi/h/n) 0 0,15 0,07
Dangbo périphérique Effectif total 384 1520 1904
Parturité % 76,33°  [64,08-88,59] 71,25% [61,49-81,01] 73,77®  [68,31-79,22]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/H/N 8 23,75 17
N testé par ELISA 109 170 279
S% 0 47 2,86
TIE(pi/h/n) 0 1,11 0,48
Missérété périphérique Effectif total 160 944 1104
Parturité % 75,67 [70,50-80,84] 74,75% [58,30-91,20] 75,22 [68,33 -82,06]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/HIN 3,33 14,75 9,86
N testé par ELISA 46 93 139
S% 0 1,07 0,71
TIE(pi/h/n) 0 0,15 0,07
Seme périphérique Effectif total 288 2448 2736
Parturité % 83* [74,04-91,96] 77,75 [69,49-86,01] 80,06° [75,29 - 84,82]
Homme. Nuits de capture 48 64 112
P/H/N 6 38,25 24,43
N testé par ELISA 76 124 200
S% 0 4,83 3
TIE(pi/h/n) 0 1,84 0,73

P/H/N: Piglre par homme et par nuit; N testé par ELISA: Nombre testé par ELISA; S%: Indice sporozoitique; TIE(pi/h/n):
Taux d’inoculation entomologique (piqlres infectantes par homme et par nuit); pour un méme paramétre du tableau, les
valeurs de la saison pluvieuse et de la saison seche qui ont des lettres différentes en exposant sont significativement
différentes (p<0,05) ; dans la colonne de Janvier a Juillet 2008, pour un méme paramétre du tableau, les valeurs qui ont des
lettres différentes en exposant sont significativement différentes (p<0,05) d’une localité & une autre.
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3-1-4-Résultats des tests de sensibilité et de caractérisation moléculaire chez An.

gambiae

Avant la mise en ceuvre de la PID, nous avons étudié la sensibilité de An. gambiae pour noter
le niveau de résistance de départ. Le but est de suivre le niveau de résistance apres la
campagne de pulvérisation et suivre 1’évolution du phénomeéne. Dans chaque commune 200
femelles de An gambiae ont été exposées aux papiers imprégnés d’insecticide (tableau XVIII).
Globalement, An. gambiae a développé une forte résistance a la perméthrine et au DDT.
Selon les recommandations de I’OMS, toute population de An. gambiae présentant un taux de
mortalité inférieur ou égal a 80% apres exposition de 60 min, a des papiers imprégnés
d’insecticide est considérée comme résistante. Or, dans les communes de Adjohoun, Dangbo,
Missérété et Seme, a peine 1 moustique sur 2 meurt au contact de la perméthrine. Face au
DDT, la résistance est plus forte (& peine 1 moustique sur 4 meurt). En revanche, vis-a-vis
du bendiocarb, la sensibilité est trés bonne : 100 % des anophéles testés sont morts (tableau
XVIII). L’analyse PCR a révélé que 100% des anophéles testés sont des An. gambiae s.s de
forme M, avec une fréquence kdr élevée (72,72% a 99%) (tableau XIX). La figure 33 a
indiqué une corrélation trés forte de coefficient R'= 0,96 entre le taux de mortalité obtenu
avec les populations de An. gambiae s.I testés a la perméthrine et la fréquence kdr.
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Tableau XVIII: Taux de mortalité¢ de An. gambiae observé aprés lheure d’exposition aux insecticides : perméthrine (0.75%), bendiocarb
(0.1%), DDT (4%) et deltaméthrine (0.05%) dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Misséréte et Seme de Janvier a Juillet 2008.

Perméthrine

% Mortalité

DDT

% Mortalité

Deltaméthrine

Bendiocarb

Effectif Effectif Effectif Effectif
Localités testé Moy [95% CI] Statut  testé Moy [95% CI] Statut  testé % Mortalité  Statut  testé % Mortalité  Statut
Adjohoun plateau 100 60,00 [54,80-6520] R 100 32,00° [26,80-37,20] R 100 100 s 100 100 s
Dangbo plateau 100 54,00 [45,78-62,22] R 100 20,00° [14,80-2520] R 100 100 S 100 100 S
Missérété plateau 100 49,00° [4291-55,09] R 100 22,00 [13,78-30,22] R 100 100 S 100 100 S
Séme plateau 100 47,00 [4091-53,09] R 100 19,000 [12,91-2509] R 100 100 S 100 100 S
Adjohoun périphérique 100 75,00° [6891-81,09] R 100 30,00° [21,78-38,22] R 100 100 S 100 100 S
Dangbo périphérique 100 59,00° [52,91-65,09] R 100 23,00 [1345-3255] R 100 100 S 100 100 S
Missérété périphérique 100 58,00° [49,78-66,22] R 100 26,00 [17,78-34,22] R 100 100 S 100 100 S
Sémé périphérique 100 54,00° [45,78-62,22] R 100 25,00 [18,91-31,09] R 100 100 S 100 100 S
Total 800 57 R 800 24,62 R 800 100 S 800 100 S

C | : 95% Intervalle de confiance ; Pour un méme parameétre du tableau les valeurs qui ont des lettres différentes en exposant sont significativement différentes (p<0,05).
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Tableau XIX: Espéces, formes moléculaires, fréquences kdr et ace-17, alléles et génotypes

de An. gambiae s.1. collecté dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme de
Janvier a Juillet 2008.

Fréquence de la mutation kdr (%)

Forme
Espéce moléculaire Mutation kdr Mutation ace-17
Anopheles
Localités gambiae s.s M RR RS SS F(kdr) RR RS SS F(ace-1)
Adjohoun plateau 22 22 14 4 4 72,72 0 22 0
Dangbo plateau 26 26 19 5 2 82,69 0 26 0
Missérété plateau 25 25 22 3 0 94 25 0
Semé plateau 50 50 49 1 0 99 50 0
Adjohoun
périphérique 52 52 14 30 8 55,78 52 0
Dangbo
périphérique 62 62 33 27 2 75 62 0
Missérété
périphérique 64 64 36 28 0 78,12 64 0
Semé périphérique 72 72 60 0 12 83,33 72 0
F (kdr) : fréquence kdr ; F (ace-1%) : fréquence ace-17
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Figure 33: Corrélation entre la mutation kdr et les survivants a la perméthrine
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3-2-Discussion et conclusion

3-2-1-Discussion

Avant la mise en ceuvre de la pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide dans le département
de I’Ouémé, une évaluation entomologique était nécessaire pour fournir des données de base
sur la dynamique de transmission du paludisme et son intensité de départ. La récolte des
moustiques a permis d’identifier les espéces de moustiques présentes dans les 4 communes
avant la campagne de pulvérisation. Nous avons récolte 14 especes de Culicidés, dont 4 sont
du genre Anopheles, 5 du genre Culex, 3 du genre Aedes et 2 du genre Mansonia. Dans les
localités de Cotonou et Porto-Novo proches des 4 communes, Huttel (1950) et Hamon (1954)
avaient identifie les mémes espéces dans des proportions variées, mais sans signaler la
présence de Cx fatigans, Cx quinquefasciatus et Aedes palpalis. Akoghéto (1992), a signalé 8
espéces au sud du Bénin dont Mansonia sp , An. gambiae s.1., Cx thalassius et Cx. gr. decens.
Le méme auteur avait aussi montré que An. gambiae s.1. est plus abondant en zone
périphérique de Cotonou par rapport au centre urbain. Cette situation est similaire a
Adjohoun, Dangbo, Missérété et Sémeé ou I’essentiel des culicidés capturés est représenté par
les espéces M. africana (48,98 %), An. gambiae s.1. (20,91 %), Cx. nebulosus (11,09 %), Cx.
decens (10,02 %) et Cx. quinquefasciatus (6,49 %). Par ailleurs, les travaux de Djénontin et
al., (2010) qui portent sur des localités au sud ouest du Bénin ont révélé 28 différentes
espéces de culicidés dont M. africana, Cx gr. decens , Cx quinquefasciatus ,Cx nebulosus,
An. nili, An. funestus s.s., et An. leesoni. La variabilité dans la diversité écologique notée par
les différents auteurs repose probablement sur les techniques d’échantillonnage utilisées, les
périodes d’études, la zone d’étude et la dynamique des populations de moustiques sous les
pressions extérieures.

La présence de An. gambiae s.I dans toutes les localités durant la saison pluvieuse et la saison
seche est liée a la présence permanente et a la multitude des petites collections d’eaux
naturelles (pluies et cours d’eau) bien ensoleillées et oxygénées, non ou peu polluées
(empreintes de sabots, excavations diverses, ornieres). En revanche, la trés faible présence de
An. funestus dans les localités de Adjohoun, Dangbo et Missérété est en relation avec la
richesse du sol en matieres organiques et les activites anthropiques qui polluent les gites et les
rend peu favorables a sa multiplication. Son absence totale a Séme s’explique par la salinité
du sol sableux du fait de la proximité de la mer. Contrairement, dans les localités de Ouidah,

Kpomasse et Tori, au sud ouest du Bénin , Djénontin et al ., (2010) avait capturé un total de
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579 An. funestus dont 314 a D’intérieur des cases et 265 a I’extérieur, dans les villages
caractérisés par la présence de riviére avec vegetation et situés a moins de 2km du lac Toho.
C’est dire que dans la zone ou Djénontin a fait son étude, les conditions de développement de
An. funestus étaient réunies.

La forte tendance a 1’endophilie des femelles de An. gambiae constatée dans toutes les
localites, pourrait se justifier par plusieurs facteurs dont la rareté des abris extérieurs et la
proximité des lieux de ponte de la zone d’habitation. En effet, les maisons des populations
sont baties sur un sol de nature argileuse favorable a la création de nombreux gites
préférentiels de An. gambiae durant les périodes pluvieuses. De plus la zone d’étude est
caractérisée par une forte proportion de maisons traditionnelles en banco, en bambous et de
maisons modernes en ciment avec des toits de chaume qui constituent des lieux de repos
préférentiels pour An. gambiae (Padonou et al ., 2011). Par ailleurs, les maisons sont munies
de larges ouvertures entre les toits et les murs, favorisant 1’entrée et la sortie des moustiques
dans les chambres (Padonou et al ., 2011). Cette facilité offerte aux moustiques pour pénétrer
dans les habitations auxquelles s’ajoutent la juxtaposition des cases du fait du mode de vie
communautaire et le nombre élevé de personnes dormant par case (Padonou et al ., 2011)
explique la forte endophilie de An. gambiae (Mouchet, 1957) et sa facilité de prise de repas de
sang. Le choix des maisons comme lieu de repos par les anophéles est un facteur favorable
pour la réalisation de la pulvérisation intradomiciliaire. Ces observations montrent que le
choix effectué par le PNLP de réaliser la pulvérisation intradomiciliaire est en accord avec le
comportement du vecteur.

Par ailleurs, le comportement de An. gambiae a se nourrir sur I’homme préférentiellement a
I’intérieur des maisons, se justifie par le fait que les populations ne se couchent pas a
I’extérieur des cases dans la zone d’étude. En conséquence, An. gambiae a peu de chance de
se nourrir a I’extérieur. C’est cela qui justifie les fortes densités agressives a I’intérieur et au
repos dans les habitations. Toutefois, la variation spatiale des densités de An. gambiae
constatée dans les zones periphérique et du plateau est en relation avec les caractéristiques
écologiques des deux zones marquées par des variations saisonniéres qui influencent la
dynamique de la population culicidienne. En zone de plateau, les premieres pluies créent des
gites temporaires d’caux claires superficielles, sans végétation rapidement colonises par An.
gambiae. Ce vecteur se développe uniquement pendant la saison des pluies. Or, dans les
zones marécageuses les conditions sont favorables a la création de gites semi-permanents ou
permanents pour les moustiques. En effet, la présence des marécages, les activités champétres

et la structure argileuse du sol, prolongent la durée des gites créés jusqu’en saison séche. A
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cette dynamique s’ajoute la décrue (novembre a décembre), qui est accompagnée a son tour
de petites poches d’cau ¢a et la favorables au développement de M. africana, des Culex sp et
de An.gambiae. C’est ce qui explique qu’en saison séche (Janvier, février, mars) I’on a
capturé plus de culicidés (Adjohoun: 61,20% ; Dangbo : 51,29%) qu’en saison pluvicuse
(Avril, mai, juin, juillet) (Adjohoun : 38,8% ; Dangbo : 48,71%). Par contre, a Seme la forte
activité agressive de An.gambiae observée a I’intérieur des cases en saison pluvieuse avec un
PHN éleve, se justifie par la présence d’une plaine marécageuse, a relief assez plat et une
nappe phréatique peu profonde qui favorise I’inondation une période de 1’année. La
consequence est la formation de nombreuses flaques d’eau favorables a la reproduction rapide
des moustiques. Cette situation associée a la structure des habitations munies de voies d’accés
pour les moustiques et aux comportements des hommes qui ne dorment qu’occasionnellement
sous moustiquaires pourrait aussi justifier le taux élevé de parturité constaté durant toute la
période d’étude et dans toutes les localités. Pour cette raison, il est souhaitable que les
pulvérisations se déroulent en début de saison pluvieuse. En effet, durant la période seche le
TIE a varié entre 0 et 3,6 (janvier a mars) piqares infectantes par homme alors que durant la
saison pluvieuse (avril a juillet) il a varié entre 21,6 a 220,8 piqQres infectantes par homme.
Pour I’ensemble de la période d’étude ( Janvier a Juillet ) les taux d'inoculation
entomologique (TIE) estimés par extrapolation & 164.5, 175.2 et 266.45 piqQres infectantes
par homme et par an, respectivement a Séme plateau, Dangbo périphérique et Seme
périphérique sont élevés par rapport a ceux mentionnés par Akogbéto et al, (1992) dans le
sud du Bénin. Signalons que dans I’étude de Akogbéto, la détermination de l'indice
sporozoitique n'a pas été fait par lI'analyse ELISA pour la présence de la protéine CS, mais a
été basée sur la détection des glandes salivaires par microscopie qui indiquait des niveaux
beaucoup plus bas de I’indice sporozoitique. Toutefois les TIE élevés notés a Seme et
Dangbo, sont similaires a ceux décrits a Gansé dans la zone de savane de Céte d'lvoire (TIE =
410 piqdres infectantes par an) (Adja et al., 2006) ou An. gambiae, An. funestus. et An. nili
ont éte les trois vecteurs impliques dans la transmission du paludisme et dans une zone de
montagne a l'ouest du Cameroun ou un homme regoit 100,8 piqdres infectantes en moins
d'un an (Atangana et al., 2009). Les nombres de piqgdres infectantes par homme et par an
estimes a 25.55 (Adjohoun plateau, Adjohoun periphérique et Missérété periphérique), 36.5
(Dangbo plateau) et 0 (Misséerété plateau) sont nettement plus faibles que les valeurs
indiguées pour les zones similaires dans le sud du Bénin en 1990 (Akogbéto et al., 1992). Ces
nombres sont également faibles par rapport aux données enregistrées dans la ville de Bouaké

(67,3 piqares infectantes par année) (Dossou-yovo et al., 1998). Ces bas niveaux du TIE sont
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probablement dus a I’utilisation généralisée des serpentins et a la promotion des
moustiquaires imprégnées d’insecticides. Malgré ces faibles TIE, les pulveérisations
intradomiciliaires sont nécessaires. Car un taux d'inoculation entomologique de 10 piqgdres
infectantes par homme et par an permet de maintenir une transmission normale du paludisme
(Akogbéto, communication personnelle). La réalisation de la PID pourrait permettre de
réduire de plus de 50% la transmission du paludisme comme cela a été lors des projets de
pulvérisations intradomiciliaires réalisés entre les années 50 et 70 a Pare-Taveta et Zanzibar
(Tanzanie), Kisumu (Kenya) et Garki (Nigéria) ( Christopher F. Curtis, 2000). Récemment au
Kenya la PID a réduit I’incidence du paludisme de 64,4% chez des enfants scolarisés dans
une zone de vallée située a 1’ouest (Zhou 2010). La stratégie de pulvérisation
intradomiciliaire adoptée par le PNLP, lui permettrait probablement de réduire de facon
significative la transmission du paludisme dans la mesure ou une réduction de transmission
de plus de 50 % dans I’Ouémé, permettrait de réduire le TIE a moins de 10 piqlres infectantes
par homme et par an. Toutefois a Seme et Dangbo ou les TIE sont particulierement élevés il
va falloir réaliser la PID sur plusieurs années pour avoir un impact.

Du point de vue forme moléculaire, ’analyse des données confirme que An. gambiae de
forme M est le principal vecteur du paludisme dans les 4 communes. Cette absence de la
forme moléculaire S confirme les résultats de Djogbénou et al., (2010). La forte fréquence kdr
observée au sein de la population de An. gambiae confirme les travaux de Yadouléton et
al.,(2010). La corrélation observée entre la fréquence de I’allele kdr et le taux de survie a la
perméthrine suggeére que la substitution de type LeulOl14Phe chez An. gambiae est le
mécanisme contribuant fondamentalement & cette résistance (Ranson et al., 2000). La
sélection de cette mutation se justifierait par le fait que la zone d’étude est a dominance
agricole et soumise a une pression de sélection exercée par les pesticides utilisés par les
paysans pour protéger leurs cultures (Akogbéto et al., 2005) . La promotion de I’utilisation
des moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action encouragée par ’OMS
au cours des années 2000, contribuerait aussi a cette pression de sélection des pesticides.
L’absence de la résistance aux carbamates confirment les travaux réalisés en cases
expérimentales par Akogbéto et al., (2010) . Toutefois, il est souhaitable que les études se
poursuivent afin de suivre la dynamique de la résistance de An. gambiae aux carbamates, au

cours et a la fin des campagnes de pulvérisation intradomiciliaire a base de bendiocarb.
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3-2-2-Conclusion

Anopheles gambiae est le principal vecteur assurant la transmission du paludisme dans le
département de I’Ouémeé. Sur le plan moléculaire, il s’agit d’une espece homogene composée
exclusivement de la forme M. An. funestus intervient également dans la transmission, mais
son role est infime car il est peu représenté. Dans les 4 communes, la situation écologique est
favorable au maintien d’une densité importante de An gambiae qui Se gorge
préférentiellement sur ’homme a I’intérieur des habitations ou il se repose. Ce caractere
endophage et endophile est tres favorable a la stratégie que le Programme National de Lutte
contre le Paludisme envisage de mettre en ceuvre. De plus, An. gambiae est caractérisé par un
taux de parturité élevé. En effet, % des femelles disséquées sont trouvées pares quelle que soit
la saison. La PID que propose le PNLP est par excellence la stratégie de choix pour limiter le
nombre de An. gambiae pares et ainsi réduire leur infectivité vis-a-vis du Plasmodium. Dans
la zone d’étude, An. gambiae a développé une forte résistance vis-a-vis des pyréthrinoides. Le
choix de cette classe d’insecticides pour le traitement des maisons n’est pas souhaité. Une
alternative possible est le bendiocarb vis-a-vis duguel nous avons noté une bonne sensibilité
de An.gambiae. Au cas ou ce produit est retenu il y a espoir que la transmission du paludisme
soit réduite de fagon drastique.
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Chapitre 5 :

Impacts de la pulvérisation intradomiciliaire
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1-Introduction

Face aux conséquences néfastes du paludisme, en particulier 1I’émergence des populations
résistantes du principal vecteur Anopheles gambiae aux pyréthrinoides, 1’une des solutions
possibles est 1’utilisation d’outils associés a d’autres classes d’insecticides. Les insecticides
non pyréthrinoides et les répulsifs constituent actuellement 1’une des alternatives. Suite a des
travaux réalisés en cases expérimentales pour évaluer 1’efficacité des organophosphorés et
carbamates, (Asidi et al., 2005 ; N'Guessan et al 2007b ; Akogbéto et al., 2010), le bendiocarb
a été choisi au Bénin pour étre utilisé en pulvérisation intradomiciliaire (PID ) & grande
échelle dans le département de I’Ouémé, contre An. gambiae résistant aux pyréthrinoides.
L’approche de lutte antivectorielle retenue par le Programme National de Lutte contre le
Paludisme (PNLP) dans ce département repose sur deux méthodes: la distribution des
moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action (MIILD) de type Permanet
2.0 dans les zones inondables puis la PID a base de bendiocarb dans les zones non
inondables. Les deux interventions ont démarré le 3 juillet 2008 et se sont poursuivies
jusqu’en aolt 2010.  En Afrique les PNLP ont généralement mis en ccuvre des stratégies
efficaces. Cependant, il est largement reconnu que le suivi-évaluation est une composante
faible de nombreux programmes nationaux de lutte contre les maladies (Akogbéto et al.,
2011). Par conséquent, il est important de mener des travaux de recherche pour suivre
’efficacité de tout programme de lutte. La nécessité de ce suivi-évaluation est une priorité
pour la communauté scientifique dont 1’objectif a long terme est I’éradication du paludisme
(Feachem et Philipps, 2009). C’est pour cela que cette troisieme partie de la these a pour
objectif d’évaluer I’'impact de I’approche du PNLP sur la transmission du paludisme dans les
communes concernées, afin d’envisager sa généralisation ou non. Pour atteindre cet objectif
nos travaux ont été menés en comparant la situation entomologique observée dans les zones
de PID et MIILD, avant et apres chaque intervention de lutte. Par ailleurs une commune
n’ayant bénéfici¢ d’aucune intervention a servi de témoin. L’impact entomologique a été
mesuré en étudiant les effets du bendiocarb en PID et de la couverture en Permanet 2.0 sur le
comportement de An.gambiae dans le département de ’Ouémé au sud du Bénin (Article 4) et
sur la transmission du paludisme (Article 5). Nous nous sommes également intéressés a la
rémanence des insecticides sur les supports imprégnes (Article 6) et 1’évolution de la

résistance de Anopheles gambiae avant et apres intervention (Article 7).
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Article 4 : Padonou GG, Gbédjissi G, Yadouléton A, Aikpon R, Azondekon R, Oussou O
Gnanguenon V, Martin Akogbéto. Decrease proportions of indoor feeding and endophily in
Anopheles gambiae populations following the indoor residual spraying and insecticide-treated
net interventions (Soumis dans Parasites & Vectors).

Avrticle 5 : Akogbeto M, Padonou GG, Bankole HS, Kinde DG, Gbedjissi GL (2011).
Dramatic Decrease in Malaria Transmission after Large-Scale Indoor Residual Spraying with
Bendiocarb in Benin, an Area of High Resistance of Anopheles gambiae to Pyrethroids. Am.
J. Trop. Med. Hyg., 85(4): 586-593.

Article 6 : L’étude de la rémanence des insecticides sur les supports imprégnés (En cours de
rédaction).

Article 7 : Padonou GG, Sezonlin M, Ossé R, Aizoun N, Oké-Agbo F, Oussou O, Gbédjissi
G, Akogbéto M. Impact of three years of large scale of indoor residual spraying and
insecticide-treated net interventions on the insecticide resistance in Anopheles gambiae s.I. in
Benin. Parasites & Vectors 2012, 5:72

2-Effets du bendiocarb en PID et de la couverture en PermaNet 2.0 sur le comportement
des populations de Anopheles gambiae résistant aux pyréthrinoides dans le

département de ’Ouémé au sud du Bénin.

Les principaux vecteurs du paludisme au Bénin, An. gambiae et An. funestus se nourrissent
presqu’ exclusivement a l'intérieur des habitations durant la nuit sur I’lhomme (Lyimo et
Ferguson, 2009). Les MIILDs et la PID sont les principaux outils de lutte antivectorielle
utilisés par le PNLP pour protéger les populations contre les piqires de moustiques a
I’intérieur des habitations. L’ impact de ces outils appliqués a grande échelle doit étre évalué.
C’est ce qui justifie la présente étude qui est une analyse comparative des comportements
alimentaire, de repos et de survie des vecteurs du paludisme dans un environnement soumis

aux effets des MIILDs et de la PID a grande échelle.

2-1-Résultats

2-1-1- Variation du taux d’entrée de An. gambiae.

Avant les interventions PID, 928 An. gambiae ont été récoltés au total par les pieges fenétre

de sortie et le spray matinal, dans les localités a Adjohoun, Dangbo, Missérété; et Misséréte,
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et Sémeé. Mais apres la PID, ce nombre est tombé a 89, soit une réduction de 90,40% pour
I’ensemble des 4 communes. Cette réduction a été trés importante, en particulier a Sémé PID
ou aucun An. gambiae n’a été capturé (Tableau XX). En revanche dans la zone témoin nous
avons noté une tendance inverse (Tableau XX) traduite par une augmentation de 50% du
nombre de An. gambiae. Mais ce nombre est passé de 404 a 384, soit 4,95% dans le bras
contréle MILD (Tableau XX). Cette baisse n’a pas été uniforme dans la zone MIILD. Il y a
eu une réduction de 20,88% a Adjohoun, contrairement a une augmentation dans les

proportions respectives de 21,95% et 140% a Dangbo et Seme.

Tableau XX: Réduction du taux d’entrée de An. gambiae avant et apres intervention dans les

communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme

Effectif de An. gambiae capturé Effectif de An. gambiae
avant intervention capturé apres intervention Réduction du taux
Localités ( Mai a Juillet 2008) (Mai a Juillet 2009) d’entrée %
Zone PID
Adjohoun 84 32 61,90
Dangbo 84 48 42,85
Missérété 1 84 5 94,04
Missérété 2 288 4 98,61
Séme 388 0 100
PN plateau (Témoin) 88 132 -50
Zone MIILD
Adjohoun 91 72 20,88
Dangbo 82 100 -21,95
Séme 90 216 -140
PN périphérique
(Témoin) 404 384 4,95

2-1-2- Variation du taux d’endophilie de An. gambiae

Durant la période avant intervention, sur 928 An. gambiae capturés par les pieges fenétres et
le spray matinal, 623 étaient endophiles, soit un taux moyen d’endophilie de 67,13% pour
I’ensemble des localités PID. Mais aprés les interventions ce taux a éte trés faible (8,33%) a
Dangbo et nul dans les autres communes PID. Par contre, dans la localité témoin PID le taux
d’endophilie a été stable a 51% (P > 0,05) (Tableau XXI). Dans les localités périphéeriques de
Adjohoun, Dangbo et Sémé ou les MIILDs ont été distribuées, les taux d’endophilie ont
également baissé, respectivement a 11,11 % (8/72) ; 52% (52/100) ; 34,25% (74/216) apres
les interventions de MIILDs. Mais a Dangbo la baisse n’a pas été significative (P > 0 ,05)
(Tableau XXI). Il en est de méme dans la zone témoin du bras MIILD : 53,46% et 52,08%

aprés intervention (P > 0 ,05). Lorsque I'on compare les 2 bras PID et MIILDs dans les
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mémes communes, le taux de réduction est plus élevé dans le bras PID : 100% contre 43,95%
dans la commune de Seme. Cette situation est similaire a Adjohoun eta Dangbo.

Tableau XXI: Taux d’endophiliec de An. gambiae observé avant et apres interventions dans

les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme

Avant intervention ( Mai a juillet 2008) Aprés intervention (Mai a juillet 2009)
Effectif  Effectif , - Effectif s -
total capturé par Taux d’endophilie Effectif capturé par Taux d’endophilie
Localités capturé spray Moy Interv Conf total spray Moy Interv Conf
Zone PID
Adjohoun 84 58 68,83% [58,67-79,00] 32 0 0P [00-00]
Dangbo 84 53 63,33° [51,41-75,26] 48 4 8, 33" [08, 33-08, 33]
Missérété 1 84 52 61,83° [53,14-70,52] 5 0 0 [00-00]
Missérété 2 288 210 738 [66,50-79,50] 4 0 0P [00-00]
Seme 388 250 63,67° [56,72-70,62] 0 0 - -
PN plateau (Témoin) 88 45 49,33 [41,19-57,48] 132 68 51,67¢ [47,04-56,30]
Zone MIILD
Adjohoun 91 55 60,50° [51,93-69,07] 72 8 11.11° [-00,98-22,98]
Dangbo 82 50 61,50° [55,14-67,86] 100 52 52¢ [43,15-60,18]
Seme 90 55 60,83% [51,32-70,35] 216 74 32,50° [27,37-37,63]
PN périphérique (Témoin) 404 216 53,33° [49,54-57,13] 384 200 52,08° [45-55]

Moy : Moyenne ; Interv Conf : Intervalle de confiance. (Pour chague commune et pour un méme parametre du tableau, les
valeurs de la méme ligne ayant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différentes (p>0,05).

2-1-3- Variation du taux de gorgement de An. gambiae.

Avant les interventions, le taux de gorgement de An. gambiae était élevé dans toutes les
localités : 52, 38%, 54,3%, 50,7%, 62,2% et 54,3% respectivement pour Adjohoun, Dangbo,
Misserété;, Missérété, et Seme dans le bras PID (Tableau XXII). Aprés la PID, ces taux ont
diminué de facon significative (Tableau XXII). Cette situation est similaire dans les bras
MIILDs, ou la distribution de moustiquaires supplémentaires aux populations des zones
marécageuses de Adjohoun et Dangbo a conduit a une baisse significative de la proportion de
An gambiae gorgeés (Tableau XXII). Mais tel n’est pas le cas a Séme ou le taux de gorgement
a augmenté de 58,3% a 72,3%, malgré la distribution des MIILDs. En ce qui concerne les
localites témoins, une diminution du taux de An gambiae gorgé a été observée, mais pas de

fagon significative (P> 0, 05).
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Tableau XXII: Taux de gorgement de An. gambiae observé avant et aprés interventions dans
les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme

Avant intervention (Mai a juillet 2008) Aprés intervention (Mai a juillet 2009)
Effectif Effectif
total Effectif de Taux de gorgement total Effectif de Taux de gorgement
Localités capturé gorgés Moy Interv Conf capturé gorgés Moy Interv Conf
Zone PID
Adjohoun 84 44 52,38 [50,37-53,63] 32 11 34,3° [04,10-64,40]
Dangbo 84 46 54,3% [50,37-58,30] 48 8 16,5° [-34,82-66,82]
Missérété 1 84 43 50,7% [44,86-56,48] 5 2 41,5° [-66,50-149,50]
Missérété 2 288 180 62,2° [58,11-66,23] 4 2 50° [ 50,00- 50,00]
Séme 388 213 54,3% [43,74-64,93] 0 - - -
PN plateau (Témoin) 88 52 61,7% [49,86-73,48] 132 80 60° [50,20-69,80]
Zone MIILD
Adjohoun 91 61 66,7% [61,90-71,44] 72 20 33,3" [19,79-46,88]
Dangbo 82 57 70,2% [62,05-78,28] 100 22 22° [18,35-25,30]
Séme 90 52 58,3% [49,19-67,47] 216 152 72,3° [57,13-87,54]
PN périphérique (Témoin) 404 264 64,3% [56,69-71,98] 384 200 54,7% [43,87-65,46]

Moy : Moyenne ; Interv Conf : Intervalle de confiance. (Pour chaque commune et pour un méme paramétre du tableau, les
valeurs de la méme ligne ayant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différentes (p>0,05).

2-1-4- Variation du taux de gravidité de An. gambiae.

Avant ’intervention, sur 928 moustiques capturés par le spray et les pieges fenétres, 348
étaient gravides (37,5%) dans le bras PID. Le taux le plus élevé (41,6%) a été enregistré a
Misserété et le plus bas (30,16%) a Adjohoun. Par contre aprés la PID, aucun moustique
gravide n’a été collecté dans toutes les localités traitées (Tableau XXIII), bien que le taux de
gorgement ait varié entre 16,5% et 50% (Tableau XXII). La PID n’a donc pas empéché les
femelles An. gambiae de se gorger, mais elle a empéché leur repos dans les maisons. Dans le
bras MIILD, les performances des moustiquaires n’ont pas été aussi spectaculaires (Tableau
XXIII). Le taux de gravidité a baissé de 31,08% et 24,98% respectivement a Adjohoun et
Dangbo, alors qu’il a augmenté a Seme de 25,01%. Cette augmentation est en corrélation
avec celle du taux de gorgement constaté a Sémeé contrairement a toutes les autres localités.
Dans les localités témoins le taux de gravidité a aussi baissé de 2,5% dans le bras PID et de
14,17% dans le bras MIILD (Tableau XXIII).
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Tableau XXI11: Taux de gravidité de An. gambiae observé avant et apres interventions dans

les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme

Avant intervention (Mai a juillet 2008)

Apreés intervention (Mai a juillet 2009)

Effectif R Effectif R
total  Effectif de | 2UX degravidite total Effectif de | oUW de gravidité
Localités capturé gravides Moy Interv Conf capturé gravides Moy Interv Conf
Zone PID
Adjohoun 84 26 30.16*  [23,82-36,51] 32 0 0P [00-00]
Dangbo 84 31 36° [33,10-38,89] 48 0 0P [00-00]
Missérété 1 84 29 33,66% [29,93-37.40] 5 0 0P [00-00]
Missérété 2 288 120 41,16° [38,24-44,09] 4 0 0P [00-00]
Semé 388 142 36,16°  [29,03-43,29] 0 - - -
PN plateau (Témoin) 88 35 412 [32,98-49,01] 132 53 40° [33,42-46,57]
Zone MIILD
Adjohoun 91 41 4433*  [41,10-47,56] 72 22 30,55°  [19,01-53,98]
Dangbo 82 38 46,66 [41,08-52.24] 100 35 35° [18,72-57,61]
seme 90 35 38,66° [32,45-44.88] 216 101 48,33  [37.99-58,67]
PN périphérique (Témoin) 404 176 42,33*  [37,16-47,50] 384 133 36,33  [28,80-43,86]

Moy : Moyenne ; Interv Conf : Intervalle de confiance. (Pour chaque commune et pour un méme paramétre du tableau, les
valeurs de la méme ligne ayant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différentes (p>0,05).

2-1-5- Variation du taux de mortalité de An. gambiae.

Durant la période avant I’intervention , le taux de mortalité a été pratiquement nul (4 femelles
mortes sur un total de 928 femelles An. gambiae capturées). Par contre apres la PID, I’effet
létal du bendiocarb a été trés significatif avec les taux de mortalité respectifs de 64,58% ;
80% et 75% a Dangbo, Missérété; et Missérété,. A Adjohoun ce taux a été faible (37,5%), en
revanche, il est demeuré nul dans la zone témoin (Tableau XXIV). Malgré le caractere non
répulsif connu du bendiocarb, cet insecticide a provoqué une forte répulsion sur An. gambiae
en réduisant fortement le taux d’entrée des anopheles de 90,40% (Tableau XXIV). Cela n’a
pas favorisé la détermination du taux de mortalité & Sémé par exemple ou aucun An.
gambiae n’a été recueilli dans les piéges fenétres de sortie et par le spray. En ce qui concerne
la localité témoin, le taux de mortalité a été nul durant toute la durée de 1’étude (Tableau
XXIV). Dans les localités ou les MIILD ont été distribuées, les pourcentages de mortalité
obtenus ont été aussi nuls avant 1’intervention. Toutefois apres la distribution des MIILDs, ces
taux sont passes respectivement a 8.33%, 23% et 13.88% dans les localités de Adjohoun,
Dangbo et Sémé. Comparativement a 1’effet 1étal du bendiocarb dans les zones PID, les

MIILDs se sont révélées moins létales sur les populations de An gambiae.
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Tableau XXIV: Taux de mortalité de An. gambiae observé avant et aprés interventions dans

les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Séme.

Avant intervention ( Mai a juillet 2008) Aprés intervention (Mai a juillet 2009)

Effectif  Effectif de Taux d lité Effectif Effectif de Taux d talité
total moustiques aux de mortalite total moustiques aux de mortalite
Districts capturé  morts Taux Interv Conf capturé morts Taux Interv Conf
Zone PID
Adjohoun 84 2 0,33 [-00,20-00,87] 32 12 375°  [14,53-60,46]
Dangbo 84 1 0,16  [-00,26-00,59] 48 31 64.58°  [38,58-89,41]
Missérété 1 84 1 0,16% [-00,26-00,59] 5 4 80° [-33-199]
Missérété 2 288 0 0? [00-00] 4 3 75° [-42,65-192,65]
Sémé 388 0 0 [00-00] 0 0 0 [00-00]
PN plateau (Témoin) 88 1 0,16% [-00,26-00,59] 132 0 0 [00-00]
Zone MIILD
Adjohoun 91 0 0? [00-00] 72 6 8.33" [-00,29-19,29]
Dangbo 82 0 0? [00-00] 100 23 23° [13,46-37,53]
Semeé 90 1 0,16% [-00,26-00,59] 216 30 13.88°  [11,22-15,77]
PN périphérique (Témoin) 404 0 0 [00-00] 384 0 0 [00-00]

Moy : Moyenne ; Interv Conf : Intervalle de confiance. (Pour chaque commune et pour un méme paramétre du tableau, les
valeurs de la méme ligne ayant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différentes (p>0,05).

2-1-6- Variation du taux d’endophagie de An. gambiae

Durant la période avant intervention, An. gambiae a été plus endophage qu’exophage dans
toutes les localités (figure 34). Les taux d’endophagie ont été respectivement de 85,43%;
72,14% ; 79,57% ; 70,43% ; 64,43% a Porto-Novo, Adjohoun, Dangbo, Missérété,,
Missérété, et  Seme. Mais aprés [’intervention PID An. gambiae se gorgerait
préférentiellement sur les captureurs disposés a I’extérieur des cases. En effet, sur un total de
635 An. gambiae, 49,76% ont été capturés a l’intérieur des cases aprés intervention PID,
comparativement a un taux de 67,09% avant intervention PID. Dans la localité témoin ce taux
est passé de 85,43% a 75,29% (p>0,05) durant la méme période. Dans les localités
périphériques de Adjohoun, Dangbo et Semé ou les MIILDs ont été distribuées les taux

d’endophagie ont également baissé (figure 34).
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Figure 34 : Variation des taux d’endophagie et d’exophagie de An. gambiae avant
et aprés les interventions de PID dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et

Seme.
2-2-Discussion et conclusion
2-2-1-Discussion

La forte diminution du taux d'entrée des populations naturelles de An. gambiae dans les
chambres, pourrait s'expliquer par I’environnement stressant créé par la pulvérisation. Un tel
environnement devrait logiquement favorisé une réduction de ’entrée des moustiques dans
les chambres. Ce résultat est corroboré par des travaux de Akogbéto et al., (2011) qui ont
montré que la pulvérisation du bendiocarb sur les murs, crée une atmosphere nocive pour les
moustiques et favorise une augmentation de leur taux d’exophilie. Cette efficacité pourrait
étre due a l'effet de masse du bendiocarb utilisé a grande échelle. En effet, dans les localités
PID, 2.623 kg de bendiocarb ont été pulvérisés dans 142.814 chambres pendant la premiére
intervention et 2.751 kg de bendiocarb ont été pulvérisés dans 156.233 chambres au cours de
la deuxiéme intervention, soit 90 & 100% de chambres ont été traités, selon RTI (Research
Triangle Institute) qui a effectué l'opération de pulvérisation. Des études antérieures avaient
montré que l'utilisation des moustiquaires imprégnées d'insecticide a I'échelle communautaire
engendre un effet de masse (Howard et al., 2000) traduit par une forte mortalité et un

changement de comportement du vecteur. Mais ces études n’ont pas précisé la taille de
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moustiquaires utilisées a 1’échelle communautaire ayant engendré cet effet de masse.
Toutefois, les données analysées sur une cohorte d'enfants, ont révélé, qu'une augmentation
du niveau de l'utilisation de ces MIILDs a été associée a une diminution significative du
risque de développer un paludisme chez chaque enfant habitant les zones situées a des
distances allant jusqu'a 1,5 km (Howard et al., 2000). La faible efficacité des MIILDs pourrait
étre aussi justifiée par le fait que certains bénéficiaires ne les ont pas utilisé, mais ont continué
a utiliser les moustiquaires non traitées qu'ils avaient avant la distribution. De plus, il a été
démontré que la chaleur, I'étouffement, les croyances et les tabous semblent étre des obstacles
a l'utilisation des moustiquaires dans le département de ’Ouémé (Padonou et al., 2011a). Il
est également possible, en raison de leurs mauvaises conditions de vie, que des bénéficiaires
vendent les MIILDs pour régler d'autres problémes, comme c'était le cas dans les essais
parrainés par I'OMS au Congo et en Tanzanie (Curtis, 2000). Pour que les MIILDs soient
pleinement efficaces, cela exige que les membres de la communauté soient activement
impliqués dans la stratégie d’intervention, pour s'assurer que les moustiquaires soient
utilisées, méme pendant les saisons ou 1’utilisation est désagréable a cause de la chaleur et ou
les pigQres des insectes ne semblent pas assez nombreuses pour justifier cette utilisation
(Curtis, 2000). Le taux d’endophilie de An. gambiae observé durant la période pré
intervention est similaire aux résultats d’¢tudes antérieures sur le comportement des
anopheles (Mouchet, 1957, Faye et al., 1997). Aprés les interventions de la PID et la
distribution gratuite des MIILDs la diminution du taux d’endophilie observée dans la zone
PID s’est manifestée par la forte diminution de la proportion de femelles gravides et semi
gravides. En outre, la réduction du taux d'entrée de An. gambiae pourrait également justifier
ce changement de comportement. Malgré cet effet dissuasif, une faible proportion de An.
gambiae pénétre dans les chambres et vont directement piquer leur héte pour prélever du sang
avant de se reposer sur les murs ou cherchent a s'échapper. Mais une fois posé sur les murs,
les An. gambiae s’intoxiquent au bendiocarb. En effet, des études antérieures menées en cases
expérimentales (N'Guessan et al., 2007 ; Djenontin et al., 2009 ; Akogbéto et al., 2010) ont
prouvé l'efficacité des carbamates sur An.gambiae. En outre, la présente étude a confirmé
I'absence de résistance de An. gambiae au bendiocarb dans le sud du Bénin (Djogbénou et al,
2008;. Yadouléton et al, 2010 ; Padonou et al., 2011). A l'inverse, la résistance de An.
gambiae aux pyréthrinoides (Akogbéto et al, 1999 ; N'Guessan et al, 2007; Yadouleton et al,
2010 ; Padonou et al, 2011) a été corroborée et pourrait justifier la différence d’'efficacité
entre les MIILDs imprégnés de deltaméthrine et la PID & base du bendiocarb. Le

comportement exophile et exophage constaté chez An gambiae apres intervention indique

131



que les facteurs relatifs a la localité et les variations climatiques saisonniéres auraient peu
d'effet sur les changements de comportement de prise de repas de sang humain. L'utilisation
d'outils de lutte antivectorielle et les comportements de I'h6te seraient les principaux facteurs
qui modifient le comportement de prise de repas de sang humain observé chez An. gambiae.
En effet des études récentes (Reddy et al., 2011; Russell et al., 2011) ont montré que
I'application & long terme a l'intérieur des insecticides a effet rémanent contribue a une
tendance accrue a I'exophagie au sein des populations de vecteurs du paludisme. Bien que le

bendiocarb s’est révélé efficace pour la PID, il a I'inconvénient d'avoir un court effet résiduel
(Najera et Zaim, 2004;. Akogbeto et al, 2009). Dans ce cas, malgré la modeste efficacité des
MIILDs contre les populations de An. gambiae résistantes aux pyréthrinoides, elles sont
nécessaires pour compléter 1’action de la PID en raison de la longue durée d'action de la
deltaméthrine et du réle de barriere mécanique joué par cet outil (Curtis et al., 1998) contre

les moustiques.

2-2-2-Conclusion

La campagne PID réalisée dans le département de 1’0Ouémé a montré que le bendiocarb
appliqué sur les murs des habitations humaines est accompagné d’une modification de
comportement des anophéles. Le changement de comportement s’est traduit essentiellement
par une diminution des taux de piqires et du repos a I’intérieur des maisons. Seulement, la
protection personnelle conférée par les MIILDs et la protection collective conférée par la PID
ne permettent pas de protéger les populations contre les piqlires a I’extérieur des chambres.
Ces 2 stratégies ne suffisent donc pas pour éradiquer le paludisme. Il y a donc une nécessité
de mesures de protection complémentaires et de recherche de stratégies alternatives orientées
sur I'éducation sanitaire, l'autonomisation des populations et l'utilisation d'outils comme les

médicaments antiparasitaires, les larvicides et les répulsifs.

3-Impact de la PID a base de bendiocarb et de la couverture en PermaNet 2.0 sur la
transmission du paludisme dans une zone de forte résistance de An. gambiae aux

pyréthrinoides.

L’évaluation et la surveillance des vecteurs est une composante essentielle de I’exécution des
programmes nationaux de lutte contre les maladies. C’est I’objectif visé par la présente

évaluation de I'impact de la PID a grande échelle et la distribution des MIILDs sur la
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transmission du paludisme dans les zones de forte résistance de An. gambiae aux

pyréthrinoides.

3-1-Résultats

3-1-1-Diminution drastique du nombre de piqlres de moustiques (Culicidae) dans les

zones d'interventions

-Cas des zones d'intervention PID

Avant la mise en ceuvre de la PID, nous avons récolté un total de 6.916 moustiques
(Mansonia spp., Culex spp., An. gambiae, An. ziemani, An. pharoensis, An.coustani) de
janvier a mars 2008, lors de la saison séche au bout de 48 seances de captures hommes-nuits
dans les 4 communes retenues pour la PID. La moyenne des pigires/homme/nuit (p/h/n) est
mentionnée dans le tableau XXV pour chaque commune. Aprés le premier tour de PID,
seulement 803 moustiques ont été collectés pour la méme période. La comparaison de ces
données indique une réduction drastique du p/h/n de: 88,3% (Adjohoun), 92,7% (Dangbo),
95,8% et 89,5% (Missérété; et Missérété,) et 85,6% (Seme) (tableau XXV). En effet, avant
les interventions PID dans les districts de Sémé et Adjohoun, chaque personne a regu
respectivement 59,6 et 43,5 piqlres entre janvier et mars. Mais aprés les interventions ces
taux ont diminué respectivement a 8,6 et 5,1 piqQres par nuit (tableau XXV). A Dangbo et
Misserété, le nombre de pigQres de moustiques par nuit a diminué respectivement de 8,2 4 0,6
et de 16,5 a 0,7. Ces diminutions sont trés élevées montrant I'efficacité de la stratégie de la
PID. La méme analyse a été faite pour la saison des pluies apres la PID (Avril-Juillet 2009).
Les données obtenues (tableau XXV) montrent le méme niveau de réduction des taux
d'agressivité de I'hnomme qu’en saison séche: 80,8% & Dangbo, 83,3% a Misseréte; et 83,2% a
Missérété,. Mais a Seme et Adjohoun, si la réduction obtenue aprés la PID est significative (p
<0,05), elle est moins élevée (respectivement 43,6% et 23,2%) par rapport aux diminutions

constatées a Dangbo et Misséréte.

-Cas des zones d'intervention MIILD

La réduction de la densit¢ des moustiques n’a pas ¢té observée que dans les zones

d'intervention PID. Elle a été également constatée dans les zones ou le PNLP a distribué des
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MIILDs. Par exemple, durant la saison des pluies, le taux d'agressivité (tableau XXV) a connu
une diminution de 43,7 a 21 p/h/n (51,9% de réduction) & Adjohoun alors qu’en saison séche
ce taux est passé de 120,9 a 12 p/h/n (90,1% de réduction). Tel que mentionné pour
I'intervention PID, dans les zones sous la protection des MIILDs, la diminution des taux
d'agressivité de An.gambiae a été plus élevée pendant la saison seche qu’en saison des pluies
(tableau XXV). Par exemple a, Séme la réduction du p/h/n a été de 85,5% en saison seche

contre 57% qu’en saison des pluies (p <0,05)..

Tableau XXV: Taux d’agressivité des Culicidés et pourcentage de réduction observés avant
et aprés intervention dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme.

Saison seche ( Janvier a mars) Saison pluvieuse (Avril a juillet)

Nbre de p/h/n % Red Nbre de p/hin %Red
Effectif captureurs du nbre Effectif captureurs du nbre
total . nuits Moy [IC 95%] de p/h/n _ total . nuits Moy [IC 95%] de p/h/n
Adjohoun
AvantPID 2090 48 435 [27,00 - 60,08] 1048 64 16,4 [05,12-27,63]
Aprés PID 243 48 51 [-03,41 -13,53] 88,3 806 64 12,6 [-08,10-33,29] 232
Avant MIILDs 5804 48 120,9 [101,35- 140,48] 2796 64 43,7 [15,54-71,84]
Apres MIILDs 575 48 12 [01,11 - 22,85] 90,1 1343 64 21 [-03,62-45,59] 51,9
Dangbo
Avant PID 392 48 8,2 [-03,79-20,12] 634 64 9,9 [-04,22-24,03]
Aprés PID 29 48 0,6 [-00,16-01,37] 92,7 122 64 19 [01,06-02,75] 80,8
Avant MIILDs 7244 48 150,9  [-01,02-302,86] 8204 64 128,2  [93,31-163,07]
Aprés MIILDs 435 48 9,1 [-06,88-25,00] 94,0 1568 64 24,5 [16,37-32,63] 80,9
Missérété 1
AvantPID 794 48 165  [-03,03-36,12] 1500 64 234  [-23,89-70,77]
Aprés PID 33 48 0,7 [-00,40-01,77] 95,8 249 64 39 [01,09-06,69] 83,3
Missérété 2
AvantPID 778 48 16,2  [-00,18-32,60] 760 64 11,9  [01,79-21,96]
Aprés PID 83 48 1,7 [-02,89-06,35] 89,5 129 64 2 [00,26-03,77] 83,2
Séme
AvantPID 2862 48 59,6  [-79,93-199,18] 1046 64 16,3  [01,45-31,23]
Aprés PID 415 48 8,6 [01,97-15,32] 85,6 586 64 9,2 [-09,72-28,03] 43,6
Avant MIILDs 1858 48 38,7 [-35,66-113,08] 2726 64 42,6 [12,80 -72,39]
Aprés MIILDs 271 48 5,6 [-06,90-18,20] 85,5 1173 64 183  [07,19-29,47] 57,0
PN (Témoin)
Avant PID 860 48 17,9 [06,94 -28,89] 1220 64 19,1 [14,11-24,01]
Aprés PID 401 48 8,4 [-07,89-24,60] 53,1 1705 64 26,6 [06,22-47,06] -39,3
Avant MIILDs 4584 48 95,5 [-48,59-239,59] 3128 64 48,9 [-21,52-119,27]
Apres MIILDs 1617 48 33,7 [10,12-57,26] 64,7 4362 64 68,2 [04,82-131,50] -39,5

Nbre de captureurs.nuits : Nombre de captureurs.nuits; p/h/n: piglres/ homme/nuit; Moy: Moyenne; IC: Intervalle de confiance; % Red du
nbre de p/h/n: Pourcentage de réduction du nombre de piglres/ homme/nuit.

3-1-2-Diminution des piqares de moustiques An. gambiae dans les zones d'interventions

-Cas des zones d'intervention PID

Pendant toute la période d'étude, le p/h/n de An. gambiae a été particulierement faible. Dans la

zone témoin PID, seulement 1 An. gambiae a été recueilli par homme et par nuit, pendant la
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saison seche de Janvier a Mars 2008. Au cours de la saison des pluies (Avril & Juillet 2008), le
taux d'agressivité de An. gambiae a été relativement plus élevé: 3,5 p/h/n en 2008 et 14 p/h/n
en 2009 (tableau XXVI). Dans les zones PID, c'est la méme situation, avant la mise en ceuvre
de la PID, le maximum de piqares était de 9,86 p/h/n a Missérété, et 15,11 p/h/n a Seme entre
Janvier et Juillet 2008. La comparaison des deux périodes (avant et aprés intervention) a
montré une diminution drastiqgue du taux d'agressivité de An. gambiae dans les zones
d'intervention PID. En fait, dans toutes les communes PID, le taux d'agressivité a diminué de
2,43 a 0,64 p/h/n (73,6% de réduction), 2,93 a 0,14 p/h/n (95,2% de réduction), de 9,86 a 1,08
p/h/n (89,04%), de 15,1 a 4,79 p/h/n (68,3%) respectivement a Adjohoun, Dangbo, Missérété,
et Séme.

-Cas des zones d'intervention MIILD

La réduction des taux d'agressivité a également été constatée aprés une hausse du taux de
couverture des moustiquaires Permanet 2.0 gratuitement distribuées aux populations par
I’appui de PMI. Dans la commune de Semeé 1 habitant a recu 24,43 pigdres de An. gambiae
par nuit de Janvier a Juillet 2008, avant la distribution gratuite de PermaNet 2.0. Apres cette
distribution, le p/h/n a baissé a 6,11 pendant la méme période, soit 75% de réduction (tableau
XXVII). Le méme niveau de réduction a été observé a Dangbo (72,6%). A Adjohoun, la
baisse a été faible: de 8 a 3,95 (50,63% de réduction) (tableau XXVII). En comparant I'impact
de la PID et des MIILDs dans les mémes communes en termes de réduction du taux de
pigdres de An. gambiae, la baisse en raison de la PID a été globalement plus élevée (tableaux
XXVI1 et XXVII). Par exemple, il a été observé une réduction de 73,66% (zone d'intervention
PID) contre 50,63% a Adjohoun (zone d'intervention MIILD) (p <0,05) et 95,22% (zone
d'intervention PID) contre 72,6% a Dangbo (zone d'intervention MIILD) (p <0,05).
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Tableau XXVI: Taux d’agressivité, taux d’inoculation entomologique de An. gambiae et pourcentage de réduction observé avant et aprés PID

dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme.

Avant intervention

Saison séche

Saison pluvieuse

Janvier a juillet

Saison séche

Apreés intervention

Saison pluvieuse

Janvier a juillet

Janvier a mars 2008 Auvril a juillet 2008 2008 Janvier a mars 2009 Auvril a juillet 2009 2009 % réduction
Adjohoun  Effectif total 65 207 272 8 64 72
Captureurs. Nuits 48 64 112 48 64 112
p/h/n 1,35 [-0,04-2,75] 323 [-1,11-7,57] 2,43 [0,40-4,46] 0,17 [-055-0,88] 1 [-0,14 2,14] 0,64 [0,00-1,28] 73,66
S% 0 5,71 3,12 0 0 0
TIE (pi/h/n) 0 0,18 0,07 0 0 0 100
Dangbo  Effectif total 48 280 328 0 16 16
Captureurs. Nuits 48 64 112 48 64 112
p/hin 1 [0,69-1,31] 4375  [0,91-7,84] 2,93 [0,74-5,12] 0 [0,00-0,00] 0,25 [-0,22-0,72] 0,14 [-0,09-0,37] 95,22
S% 2,08 4,49 3,64 0 0 0
TIE (pi/h/n) 0,02 0,19 0,10 0 0 0 100
Missérété,  Effectif total 38 98 136 11 0 11
Captureurs. Nuits 48 64 112 48 64 112
p/hin 0,79 [0,29-1,29] 1,53 [0,45-2,61] 121 [0,63-1,80] 0,23 [-0,76-1,22] 0 [0,00-0,00] 0,1 [-0,14-0,34] 91,73
S% 0 0 0 0 0 0
TIE (pi/h/n) 0 0 0 0 0 0 -
Missérété,  Effectif total 160 944 1104 0 121 121
Captureurs. Nuits 48 64 112 48 64 112
p/h/in 3,33 [-1,37-8,04] 14,75  [3,68-25,82] 9,86 [2,54-17,18] 0 [0,00-0,00] 1,89  [-0,40-4,18] 1,08 [-0,25-2,41] 89,04
S% 0 1,07 0,71 0 0,84 0,84
TIE (pi/h/n) 0 0,15 0,07 0 0,01 0,009 87,14
Séme  Effectif total 100 1592 1692 29 507 536
Captureurs. Nuits 48 64 112 48 64 112
p/hin 2,08 [-1,34-5,50] 24,88  [-2,11-51,86] 15,11 [-0,72-30,93] 0,6 [-0,33-1,54] 792  [-6,65-22,49] 4,79 [-2,21-11,78] 68,29
S% 1,92 35 3,01 0 0 0
TIE (pi/h/n) 0,04 0,87 0,45 0 0 0 100
PN (Témoin)  Effectif total 48 224 272 50 896 946
Captureurs. Nuits 48 64 112 48 64 112
p/h/in 1 [-1,48-3,48] 35 [0,38-6,62] 2,43 [0,57-4,29] 1,04 [-0,05-2,13] 14 [-21,57-49,57] 8,45 [-7,52-24,41] -248,14
S% 0 43 2,98 8,16 6,34 6,85
TIE (pi/h/n) 0 0,15 0,07 0,08 0,88 0,57 -7,14

p/h/n: piqlre/homme/nuit; S%: Indice sporozoitique; TIE (pi/h/n): Taux d’inoculation entomologique (piqdres infectantes/homme/nuit)
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Tableau XXVII: Taux d’agressivité, taux d’inoculation entomologique de An. gambiae et pourcentage de réduction observé avant et apres

distribution des MIILDs dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme.

Saison séche

Avant intervention

Saison pluvieuse

Janvier a juillet

Saison seche

Apreés intervention

Saison pluvieuse

Janvier a juillet

Janvier a mars 2008 Avril & juillet 2008 2008 Janvier a mars 2009 Auvril & juillet 2009 2009 % Reduction
Adjohoun  Effectif total 59 837 896 64 378 442
Captureurs. nuits 48 64 112 48 64 112
p/hin 1,23 [0,23-2,22] 13,08  [0,66-25,49] 8 [0,23-15,77] 1,33 [-1,79- 4,45] 591 [-0,55-12,36] 3,95 [0,40-7,50] 50,63
S% 0 1,17 0,87 0 0 0
TIE (pi/h/n) 0 0,15 0,07 0 0 0 100
Dangbo  Effectif total 384 1520 1904 42 480 522
Captureurs. nuits 48 64 112 48 64 112
p/hin 8 [-17,82-33,82] 23,75  [0,71-46,79] 17 [3,54-30,46] 0,875  [-1,59-3,34] 75 [0,94-14,06] 4,66 [0,39-8,94] 72,59
S% 0 4,70 2,86 0 2,20 1,80
TIE (pi/h/n) 0 1,11 0,48 0 0,16 0,08 83,33
Seme  Effectif total 288 2448 2736 11 673 684
Captureurs. nuits 48 64 112 48 64 112
p/hin 6 [-13,37-25,37] 38,25  [13,65-62,85] 24,43 [5,10-43,76] 0,23 [-0,32-0,77] 10,52 [-2,45-23,48] 6,11 [-1,26-13,47] 74,99
S% 0 4,83 3 0 0,9 0,84
TIE (pi/h/n) 0 1,84 0,73 0 0,09 0,05 93,15
PN (Témoin)  Effectif total 1008 2208 3216 390 2312 2702
Captureurs. nuits 48 64 112 48 64 112
p/hin 21 [-10,35-52,35] 34,5 [-7,27-76,27] 28,71 [9,10-48,33] 8,13 [-7,74-23,99] 36,13  [-5,53-77,78] 24,13 [1,85-46,40] 15,95
S% 2 3,33 3 1,53 3,57 2,92
TIE (pi/h/n) 0,42 1,14 0,86 0,12 1,29 0,7 18,6
p/h/n: piqare/homme/nuit; S%: Indice sporozoitique; TIE (pi/h/n): Taux d’inoculation entomologique (piqires infectantes/homme/nuit)
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3-1-3-Baisse drastique des taux d'inoculation entomologique dans les zones

d'interventions

-Cas des zones d'intervention PID

Les TIE ont été respectivement de 0,07 ; 0,10 ; 0,07 et 0,45 piqQres infectantes par homme et
par nuit (pi/h/n) a Adjohoun, Dangbo, Misserété, et Seme au cours de Janvier-Juillet 2008.
Dans la localité témoin chaque habitant a recu 0,07 pi/h/n (tableau XXVI). Ces valeurs ont
représenté 14,7 piqlres infectantes par homme a Adjohoun, Missérété, et a Akron de Janvier
a Juillet. A Dangbo et Seme, le taux a été plus élevé: respectivement 21 et 94,5 piqlres
infectantes par homme pour cette période. Aprés la PID presque la totalité des analyses
ELISA ont été négatives pour I’antigéne de Plasmodium falciparum dans les 4 communes
pendant la période de Janvier a Juillet 2009. Les rares moustiques collectés n'ont pas été
infectés, sauf a Missérété, ou le TIE a été de 0,009 piqlre infectante de Janvier a Juillet.
Toutefois, a la méme période, chaque habitant de la zone de contréle (Akron) a recu 0,57

pigdre infectée par nuit, soit 119,7 piqlres infectantes de Janvier a Juillet (tableau XXVI).

-Cas des zones d'intervention MIILD

Dans la zone des MIILDs, les nombres de piqgdres infectantes / nuit étaient de 0,07, 0,48 et
0,73 respectivement a Adjohoun, Dangbo et Seme au cours de Janvier a Juillet 2008 (tableau
XXVII). Aprés la distribution des moustiquaires imprégnées, les taux de réduction du TIE ont
été respectivement de 100, 83,3 et 93,15% a Adjohoun, Dangbo et Seme (tableau XXVI1).

3-1-4-Variation des taux de parturité dans les zones d'interventions

Avant la PID, le taux de parturité de An. gambiae a eté élevé. Il a été compris entre 70,68%
a Missérété; et 79,5 % a Seme. Apres la PID, une baisse drastique a été observée dans tous
les sites d'intervention: 79,5% a 33,3% a Seme ; 75,5% a 26,3% a Missérété,. A Adjohoun et
Dangbo, tous les An. gambiae disséqués et examinés au microscope ont été trouvés nullipares.
Dans les zones MIILD, le taux de parturité a été diminué significativement (tableau XXVI11),

mais pas a Adjohoun (p> 0,05).
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Tableau XXVIII : Variation du taux de parturité de An. gambiae s.l. collecté avant et apres

intervention dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Séme.

Zone PID Zone MIILD
Avant intervention Apres Comparaison Avant Apres Comparaison du
(janvier a juillet Intervention du taux de intervention Intervention taux de parturité
2008) (janvier a juillet parturité (%)  (janvier a juillet (janvier a juillet (%) avant et
2009) avant et aprés 2008) 2009) apres MIILD
PID
Nbre Parturité  Nbre Parturité Nbre  Parturit¢  Nbre Parturité
Localités  diss (%) Diss (%) diss (%) diss (%)
Adjohoun 128 79.41 72 0 (p< 0.05) 229 6818 121 61.15 (p > 0.05)
Dangbo 137 78.83 16 0 (p< 0.05) 279 73.11 166 61.44 (p< 0.05)
Missérété 116 70.68 11 54.54 (p > 0.05)
Missérété , 139 75.53 118 26.27 (p< 0.05)
Sémé 166 79.51 123 33.33 (p< 0.05) 200 80.5 118 39.83 (p< 0.05)
PN témoin 134 67.16 175 80.57 (p< 0.05) 200 80 205 80 (p > 0.05)
Total 820 75.48 515 42.52 (p<0.05) 908 75 610 63.44 (p< 0.05)

Nbre diss: Nombre collecté et disséqué; PID: Pulvérisation Intradomiciliaire ; MIILD: Moustiquaire
imprégnée d’insecticide a longue durée.

3-1-5-Variation de I’incidence palustre dans les zones d’interventions

Les résultats de ’incidence palustre par commune avant et apres la mise en place des

interventions sont présentes dans le tableau XXIX. L’incidence du paludisme a varié selon les

localités et les classes d’ages. Dans toutes les communes la classe d’age des enfants de

moins de 5ans

est la plus touchée. Pour I’ensemble des 4 communes, 1’incidence du

paludisme grave a significativement baissé (OR= 0.86 ; p<0,001) chez les enfants de moins de

5ans en 2010 par rapport a 2007. Cette baisse est similaire pour les cas de paludisme simple
(OR=0.84; p<0,001) et tous les cas confondues de paludisme (OR= 0.86; p<0,001) chez les

personnes agees de 5ans et plus. Par contre, I’incidence du paludisme simple a augmenté chez
les enfants de moins de 5ans en 2010 par rapport & 2007(OR= 1,19 ; p<0,001).
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Tableau XXIX: Incidence d’accés palustres en fonction des classes d’ages et des communes

avant et aprés intervention

Enfants d’age < 5ans

Avant interventions (Année2007)

2ans apres interventions (Année2010)

NC 1 (%) Int conf NC 1 (%) Int conf Odds ratio (OR)
Adjohoun Psimple 2149 19,91 [19,81-20,01] 2185 18,48 [18,39-18,57] 1,02 (p=0,5)
P grave 380 3,52 [3,48-3,56] 679 5,74 [5,70-5,79] 1,79  (p<0,001)
Dangbo Psimple 3027 2397 [23,88-24,07] 3909 2826 [28,15-28,37] 1,29  (p<0,001)
Pgrave 669 530 [5,26-5,34] 253 1,83 [1,81-1,85] 0,38  (p<0,001)
Missérété Psimple 2688 19,35 [19,28-19,43] 4079 26,81 [26,70-26,92] 1,52 (p<0,001)
P grave 177 1,27 [1,26-1,29] 80 0,53 [0,51-0,54] 0,45 (p<0,001)
Seme Psimple 6745 30,62 [30,53-30,71] 8058 33,42 [33,32-33,52] 1,19 (p<0,001)
Pgrave 38 175 [1,73-1,77] 516 2,14 [2,12-2,16] 1,34 (p<0,001)
Total P simple 1,19 (p<0,001)
P grave 0.86 (p<0,001)
P simple et grave 113 (p<0,001)
Personnes d’age > 5ans
Avant interventions(Année2007) 2ans Aprés interventions (Année2010)
NC 1 (%) Int conf NC 1 (%) Int conf Odds ratio (OR)
Adjohoun Psimple 3976 7,15 [07,13-07,18] 3200 5721 [0519-0523] 071  (p<0,001)
P grave 1149 2,07 [02,05-02,08] 1086 1,77  [01,76-01,78] 0.85 (p<0,001)
Dangbo Psimple 7337 11,28 [11,25-11,32] 5353 7,45 [07,43-07,48] 0.63  (p<0,001)
P grave 1123 173 [01,72-01,74] 603 084 [00,83-00,85] 048  (p<0,001)
Missérété P simple 4206 5,88 [05,86-05,90] 5107 6,47  [06,45-06,48] 111 (p<0,001)
P grave 450 0,63 [00,62-00,64] 370 047 [00,46-00,47] 074  (p<0,001)
Seme Psimple 13468 11,87 [11,85-11,90] 13586 10,84 [10,82-10,86] 0.9 (p<0,001)
P grave 699 0,62 [00,61-00,62] 1652 1,32  [01,31-01,33] 2.16 (p<0,001)
Total Psimple 0.84 (p<0,001)
P grave 0.98 (p=0.445)
P simple et grave 0.86 (p<0,001)
Total de tous les ages P simple 0.95 (p=0.003
Pgrave 0.94 (p<0,001)
P simple et grave 0.94 (p<0,001)

- P : Paludisme ; NC : Nombre de cas ; | (%) : Incidence du paludisme ; Int conf : Intervalle de confiance.
-OR > 1etp <0.05: Incidence plus élevée en 2010 par rapport & 2007 ;
-OR < 1letp<0.05: Incidence plus faible en 2010 par rapport & 2007 ;

-OR =1 et p > 0.05: Incidence en 2010 n’est pas différente par rapport a 2007.
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3-2-Discussion et conclusion

3-2-1-Discussion

Le Programme National de Lutte contre le paludisme a adopté la PID comme 1'une de ses
stratégies de lutte anti-vectorielle contre le paludisme. La campagne de 1’Ouémé est le
premier essai. Selon les autorités du Ministere de la Santé, en cas de succes, la stratégie sera
étendue dans les autres parties du Bénin ou An. gambiae a développé une forte résistance aux
pyréthrinoides. Les résultats de cette évaluation sont en faveur de cette extension. Dans toutes
les communes le TIE a été réduit de facon drastique de 94,4%. Cela se justifie probablement
par I’envergure de la campagne. Dans les 4 communes, plus de 90% des maisons ont été
traitées. Par ailleurs, les 4 communes sont contigiles si bien que la pulvérisation a couvert une
tres grande surface ou vivent prés de 350 000 habitants. Les maisons de ce vaste territoire
sont rendues désagréables pour le repos des moustiques. Le premier défi pour le PNLP
d'identifier un non-pyréthrinoide comme insecticide de remplacement pour les campagnes de
la PID au Bénin, est atteint. Le bendiocarb a émergé comme un insecticide prometteur pour le
contrdle des populations de vecteurs qui sont résistantes aux pyréthrinoides. De nombreux
pays, tels que le Mexique (Arredondo et al., 1990), le Zimbabwe (Mpofu et al., 1991), les
Philippines (Asinas et al., 1994) et I'Afrique du Sud (Hargreaves et al.,) ont significativement
fait baisser I’incidence du paludisme en utilisant ce produit. De méme, des études antérieures
effectuées en cases expérimentales ont montré que certains organophosphorés et les
carbamates ont été particulierement efficaces contre les populations naturelles de vecteurs
hautement résistants aux pyréthrinoides (Padonou, 2008). C’est 1'une des raisons qui ont
motivé Zaim et Guillet (2002) a suggerer que la recherche de méthodes de contrble autres
que les pyréthrinoides devrait étre une priorité pour les PNLP en Afrique. Les résultats de
cette évaluation renforcent le souhait du PNLP d’étendre la stratégie dans les autres parties du
Bénin ou An. gambiae a développé une forte résistance aux pyréthrinoides. Le succes
enregistré dans 1’Ouémé est dii a plusieurs facteurs. Outre I'effet létal du bendiocarb sur les
moustiques résistants aux pyréthrinoides (N’Guessan et al., 2007 ; Akogbéto et al., 2010 )

dans la zone PID, malgré le traitement des maisons, certaines personnes, en particulier les
enfants et les femmes enceintes, continuent de dormir sous moustiquaires. A l'inverse, les
zones PID sont des régions inhospitaliéres pour la survie des moustiques dont la plupart
mourraient avant la fin du cycle sporogonique de Plasmodium falciparum. L'atmosphere

désagréable créée par la présence de bendiocarb sur les murs intérieurs des maisons est
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probablement nocive pour les moustiques. Cette nocivité s’est traduite par une diminution du
taux d’endophilie et d’endophagie (Padonou et al., données non publiées). Malgré cette
efficacité, la PID a ses limites. L’une des insuffisances du bendiocarb appliqué en PID dans
I’Ouémé est la facilit¢ que les moustiques ont a continuer a se gorger sur leurs hotes a
I’intérieur des maisons. Cette situation a été constatée lors des travaux réalises en cases
expérimentales pour de nombreux insecticides (Akogbéto et al., 2010) et au niveau
communautaire (Damien et al., 2010). C’est pourquoi nous avons proposé que le PNLP invite
les communautés qui sont protégés par la PID au bendiocarb a compléter les efforts de lutte
contre le paludisme par 'utilisation des MIILDs. Cette combinaison protége non seulement
les maisons de l'invasion par les moustiques, mais empéche également le contact entre les
humains et les moustiques. Les populations bénéficient dans ce cas non seulement de la
protection collective de la PID (Curtis et Mnzava, 2001) mais aussi d’une protection
individuelle contre les piqlres de moustiques. Des études antérieures effectuées au Kenya
(O’Meara et al., 2008 ; Okiro et al., 2010 ) ont rapporté une diminution significative des cas
d’hospitalisation du paludisme qui a coincidé avec l'intervention de [I’utilisation des
moustiquaires a grande échelle et un changement dans la politique d’utilisation des
médicaments antipaludiques. En effet, la baisse de I’incidence du paludisme grave et du
paludisme simple a été observée chez les personnes de 5ans et plus dans les communes de
Dangbo et de Adjohoun sous intervention. De plus, une baisse significative de I’incidence du
paludisme grave chez les enfants de moins de 5ans et de celle du paludisme simple et grave
des personnes agées de 5ans et plus, ont été observées pour les 4 communes prises ensemble.
La stratégie de PID et de distribution de MIILDs est donc prometteuse. En revanche, nos
résultats sont contraires a ceux de Trape (2000) qui avait rapporté que ce serait une erreur de
croire que les moustiquaires imprégnees peuvent aider a réduire d’une fagon significative la
morbidité et la mortalité dues au paludisme en Afrique tropicale.

La rareté¢ des résultats positifs a ’antigéne circum sporozoitique, ne signifie pas que la
transmission du paludisme a été interrompue. Probablement des personnes continuaient a
recevoir quelques piqgdres infectantes de An. gambiae. Cela pourrait étre 1’une des raisons qui
justifient ’augmentation de I’incidence du paludisme observée chez les enfants de moins de
5ans dans la commune de Séemeé, malgré la baisse drastique du TIE. Par ailleurs les
dispositions sécuritaires prises par le PNLP n’ont pas permis de pulvériser les habitations en
bambou de Semeé. En effet, ces habitations non pulvérisées pourraient étre la source du
maintien de la transmission. Mais les données cliniques collectées ne refletent pas la situation

réelle des cas de paludisme dans les zones PID. Ces données sont communes a 1’ensemble de
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la commune et sont collectées dans des conditions qui ne sont certainement pas identiques a
celles de 2007 avant la mise en place des interventions. Cette situation justifie également
I’augmentation de I’incidence du paludisme simple chez les enfants de moins de Sans en
2010 par rapport a 2007. En effet des cas de fievre due a d’autres maladies auraient été
considérés comme des cas de paludisme simple. De méme, Rogier et al., (1999) ont rapporté
qu’en zone de forte endémie palustre, distinguer le paludisme d’autres causes de fiévre pose
de difficiles problemes méthodologiques en raison de la fréquence élevée des infections
asymptomatiques, du peu de spécificité des symptomes de la maladie et du caractere erratique
de la fievre lors des acces palustres.

Malgré les effets bénéfiques de la PID et des MIILDs rapportés par la présente étude, les
limites qu’imposent les comportements humains a ces outils de lutte nécessite que les efforts
de lutte antipaludique doivent également viser I’amélioration de I’acce€s aux soins et a une
meilleure prise en charge des malades tant au niveau familial que communautaire et des

services de santé.

3-2-2-Conclusion

La campagne de PID réalisée dans le département de I’Ouémé, au Bénin, par le PNLP grace a
I’appui du President’ Malaria Initiative (PMI) du gouvernement américain, a été un succes.
Cette campagne est la premiére opération de grande envergure qui devait se poursuivre dans
d’autres régions du pays si les résultats obtenus sont encourageants. Non seulement les
résultats sont bons, les communautés ont toutes apprécié positivement la stratégie a laquelle
elles ont entierement adhéré. Dans les quatre communes, le taux de piqlres des anophéles a
baissé de fagon radicale. Une réduction de 100% du taux d’inoculation a été enregistrée apres
la PID. Certes, la positivité en protéine CS a été trouvée nulle dans les quatre communes
pendant toute la durée de 1’étude, mais cela ne veut pas dire que la transmission du paludisme
a ¢té interrompue. Deux facteurs expliquent les faibles taux d’inoculation: la baisse de la
longévité des anopheles dans les zones traitées et une exophilie induite dans les maisons ou
I’environnement est rendu désagréable a la survie des moustiques. Toutefois, il y a un béemol.
La mise en ceuvre de la PID au bendiocarb ne doit pas exclure 1’utilisation des moustiquaires
par la communauté. En effet, An. gambiae n’a pas cessé de se gorger, malgré la PID a base de
bendiocarb. La meilleure stratégie est 1’association PID+LLIN. Cette combinaison, non
seulement protége les maisons contre 1’invasion des moustiques, elle empéche également le

contact entre I’homme et les moustiques qui auront réussi a entrer dans les maisons traitées.

143



4- Etude de la rémanence des insecticides sur les supports imprégnés

La pulvérisation intradomiciliaire & base de bendiocarb s’est révélée efficace contre An.
gambiae résistant aux pyréthrinoides. Toutefois la durée d’efficacité du bendiocarb a été
relativement peu satisfaisante sur 1’ensemble des supports imprégnés. Par ailleurs en zone de
forte résistance de An.gambiae aux pyréthrinoides comme le département de 1’Ouémé, il
s’avere nécessaire d’apprécier la validité du concept de "long lasting™ (longue durée d’action)
attribué a ces moustiquaires, en milieu communautaire. La présente étude se justifie donc par
son importance a pouvoir des informations supplémentaires au PNLP sur la durée d’efficacité
du bendiocarb selon les supports et celle de la deltaméthrine sur les moustiquaires afin de
planifier le temps de retraitement des supports. Pour des raisons de logistique seules les

communes d’Adjohoun et de Dangbo ont été prises en compte.
4-1- Resultats
4-1-1- Effet résiduel du bendiocarb sur les différents supports

Les résultats de I’effet résiduel du bendiocarb sur les différents supports sont présentés dans le
tableau XXX. Aucune baisse d’efficacit¢é du bendiocarb aussi bien contre An. gambiae
Kisumu et An. gambiae sauvage n’a été observée sur le support « bouse de vache » apres 5
mois de traitement et quel que soit le round. Un mois (T,) aprés le premier tour de
pulvérisation (en 2008), le taux de mortalité de An. gambiae sauvage sur les supports banco,
ciment, métal, et bois traités avec du bendiocarb a été respectivement de 89,9%, 96,19%,
96,46% et 93,74%. A partir du deuxieme mois, ce taux a commencé par diminuer
progressivement atteignant respectivement 24,33%; 25,95%; 62,64%; et 60,7% au quatrieme
mois pour les supports banco, ciment, métal, et bois. Apres les traitements de 2009 et 2010 le
taux de mortalité de An. gambiae sauvage a été de 100% du premier au quatrieme mois sur
tous les supports traités a 1’exception du banco et du ciment. Sur le support banco au
quatriéme mois, la mortalité a évolué de 48,19% au 2°™ tour a 78,57% et 91,67%
respectivement au 3*™ et 4°™ tour. Une observation similaire a été faite sur le support ciment
avec des taux de mortalite de 54,63% ; 92,72% et 95,56% respectivement au 2eme, 3eme et
4eme tour. Avec la souche sensible Kisumu, jusqu’au deuxiéme mois aprés traitement, le taux
de mortalité n’a pas varié, quel que soit le traitement et le support, il a été de 100%. Pour les
supports ciment, banco, bois et métal, il y a une différence significative entre les mortalités

obtenues au 1%, 2°™ 3°™ et 4°™ round avec la souche sauvage du 1% au 4°™ mois (p=0,00).
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Par ailleurs, pour la souche sensible Kisumu une différence significative a été observée au
quatrieme mois avec les supports banco, ciment, métal et bois (p=0,00). Par contre, aucune
différence significative n’a été observée pour le support bouse de vache quelle que soit le type
sauvage ou sensible.

Le temps au bout duquel 80% des moustiques exposés aux supports traités meurent a été
différent selon les supports et le nombre de tours de traitement (Tableau XXXI). Avec An.
gambiae sauvage au 1% tour de traitement, ce temps a été respectivement de 38 jours, 49
jours, 65 jours et 62 jours pour les supports banco, ciment, métal, bois. A partir du 2°™ tour
de traitement, ce temps a été seulement calculable pour les supports banco et ciment (les taux
de mortalité étant restés égaux a 100% dans le temps pour les autres supports). Pour ces 2
supports, le temps au bout duquel 80% des moustiques exposés meurent a augmenté a partir
du 2°™ tour de traitement pour atteindre respectivement 100 jours (banco) et 118 jours
(ciment) au 45™ tour. Avec An. gambiae Kisumu, ce temps a été respectivement de 99 jours,
oéme

150 jours, 172 jours, et 170 jours pour les supports banco, ciment, métal, bois. Au tour de

traitement, ce temps est passé a 113 jours et 160 jours respectivement pour les supports banco
Zéme

et ciment. Pour les supports métal et bois ce taux a été de 100% a partir du tour. Il a été

de méme a partir du 3*™ tour pour les supports banco et ciment.
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Tableau XXX : Taux de mortalit¢ de An. gambiae sauvage et An. gambiae "Kisumu"

exposé aux différents supports imprégnés de bendiocarb, en fonction du temps et des tours de

traitement
% Mortalite % Mortalité
An. gambiae Sauvage An. gambiae Kisumu

Temps Supports ler tour 2etour 3etour 4e tour ler tour 2etour 3etour 4e tour
Banco 89,9 100 100 100 100 100 100 100
Ciment 96,19 100 100 100 100 100 100 100

TO Métal 96,46 100 100 100 100 100 100 100
Bois 93,74 100 100 100 100 100 100 100
bouse de vache 100 100 100 100 100 100 100 100
Banco 47,08 100 100 100 100 100 100 100
Ciment 58,6 100 100 100 100 100 100 100

T1 Métal 68,54 100 100 100 100 100 100 100
Bois 59,59 100 100 100 100 100 100 100
bouse de vache 100 100 100 100 100 100 100 100
Banco 29,52 100 100 100 93,36 100 100 100
Ciment 40,4 100 100 100 98,69 100 100 100

T2 Métal 56,1 100 100 100 100 100 100 100
Bois 41,84 100 100 100 98,88 100 100 100
bouse de vache 100 100 100 100 100 100 100 100
Banco 2433 48,19 7857 91,67 86,47 79,48 100 100
Ciment 25,95 54,63 92,72 95,556 95,13 73,04 100 100

T3 Métal 62,64 100 100 100 97,78 100 100 100
Bois 60,7 100 100 100 97,75 100 100 100
bouse de vache 100 100 100 100 100 100 100 100

% Mortalité : pourcentage de mortalité
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Tableau XXXI : Temps (en nombre de jours) au bout duquel 80% des moustiques exposés

aux supports traités sont susceptibles de mourir selon les différents tours de traitement

Tours Supports Sauvage Kisumu
Banco 38 99
5 Ciment 49 150
E Métal 65 172
“~ Bois 62 170
Bouse de vache - -
Banco 60 113
S Ciment 61 160
;. Métal - -
‘™ Bois - -
Bouse de vache - -
Banco 90 -
§ Ciment 107 -
é_ Métal - -
™ Bois - -
Bouse de vache - -
Banco 100 -
§ Ciment 118 -
é_ Métal - -
<~ Bois - -

Bouse de vache - -
- . indéterminé

4-1-2- Variation de I’effet résiduel du bendiocarb en fonction de la position du cone sur

les supports traités

Apres 4 tours de PID dans 1’Ouémé, I’efficacité des murs traités au bendiocarb a été tres
bonne. Nous avons noté un effet résiduel assez long. En effet, 4 mois aprés le 4°™ round de
pulvérisation, nous avons noté 100% de mortalité chez les spécimens de An.gambiae souche

Kisumu mis en contact avec les murs traités lors des bioessais (figure 35). Apres 5mois,
I’efficacité est toujours bonne : plus de 90% des anopheles testés n’ont pas résisté a I’action
du bendiocarb. Certes, nous avons noté une légere baisse de taux de mortalité (97,78% pour
les cones placées en haut des murs en ciment), mais la différence n’est pas significative
(p>0,05). Concernant 1’homogénéité des résidus de bendiocarb sur les supports, elle est
demeurée bonne durant 5 mois aprés le 4°™ round de pulvérisation. En comparant les taux de
mortalité observés chez les anophéles des cones fixés en haut (96,67-97,78%) et au milieu des

murs (93,33%), aucune différence significative n’a été notée (p>0,05). Les meilleurs supports
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qui retiennent 1’insecticide plus longtemps sont les portes en bois, en métal et les murs en
bouse de vache (100% de mortalité des anophéles 5 mois aprés le 4°™ round de PID) (figure
36). Les performances de ces supports sont étendues a An.gambiae sauvage. L’effet résiduel
noté sur les portes en bois, en métal et sur les murs en bouse de vache est suffisant pour
induire 100% de mortalité sur ce type sauvage. Toutefois, 1’efficacité des murs en banco est

plus breve (3mois) pour ce méme type (figure 36).
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Figure 35: Evolution du taux de mortalité de An. gambiae souche sensible Kisumu en

fonction de la position (haut, milieu, bas) du cone sur les supports
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Figure 36 : Evolution du taux de mortalité de An. gambiae sauvage en fonction de la position

(haut, milieu, bas) du cone sur les supports
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4-1-3-Veérification du concept de long lasting attribué aux moustiquaires de type
Permanet 2.0

De 1 a 9 mois d’utilisation, la mortalité apres 24 heures de An gambiae Kisumu a été de 100%
et permet de dire que les moustiquaires Permanet 2.0 imprégnées a la deltaméthrine sont
efficaces pendant au moins 09 mois d’utilisation contre les souches sensibles de An gambiae
aux pyréthrinoides (Tableau XXXII). Par contre cette efficacité est faible avec An gambiae
sauvage. En effet, durant 1 a 3 mois d’utilisation la mortalité des An gambiae apres 24 heures
a été de 100%, puis a baissé & 93,10% (P>0,05) au 4°™ mois. On constate une chute brutale
de cette mortalité qui est passée de 93,10% au 4™ mois & 22,9% au 7™ mois pour s’annuler
au 9™ mois (Tableau XXXII). Entre les mortalités du 1% au 4*™ mois et celles du 5°™ au

6°™ mois, il ya une différence significative (P< 0,05). Les moustiquaires de type Permanet
ieme

2.0 perdent donc leur efficacité vis-a-vis de An gambiae du milieu d’étude a partir du 5

mois d’utilisation.

Tableau XXXII : Résultats des bioessais effectués avec des An gambiae sensible et sauvage

sur les moustiquaires Permanet2.0 en fonction de la durée d’utilisation.

Durée d’utilisation (Mois)

Parametres 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Souche sensible
Kisumu

) _ Total 29 28 29 29 29 28 28 30 29
testé/moustiquaire

Morts 29 28 29 29 29 28 28 30 29

Vivants 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Mortalité (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Population
sauvage

, Total 99 28 29 29 29 28 28 30 29
testé/moustiquaire

Morts 29 28 29 27 19 16 7 1 00

Vivants 00 00 00 2 10 12 21 29 29

Mortalité (%) 100 100 100 93,10 65,51 57,14 229 3,33 00
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4-2- Discussion et conclusion

4-2-1- Discussion

La présente étude a révélé que 1’activité résiduelle du bendiocarb est plus importante sur le
bois, le métal et la bouse de vache que sur les supports banco et ciment. Cette variation
pourrait s’expliquer par la différence de porosité des différents supports utilisés. En effet, les
supports n’absorbent pas la solution insecticide de la méme fagon et la biodisponibilité du
bendiocarb sur les supports ne serait donc pas la méme au cours du temps. La bouse de vache
est constituée de lignine, I'un des principaux composants du bois dont les principales
fonctions sont d’apporter a ce matériau de la rigidité, I’'imperméabilité a 1’eau, la grande
résistance a la décomposition. De plus, la bouse de vache une fois appliquée sur le mur est
lissée et offre une surface adéquate pour la pulvérisation (Najera et Zaim., 2004 ; Padonou et
al., 2011). Ces facteurs seraient favorables a une bonne rétention de I’insecticide et donc
favoriseraient une activité résiduelle plus importante du bendiocarb sur ce support. Le métal
et le bois étant des supports non poreux, ils absorberaient trés peu ’insecticide qui resterait
disponible pendant plus longtemps sur ces supports. Toutefois, la faible efficacité du
bendiocarb sur le banco et le ciment pourrait se justifier par la forte porosité de ces supports
d’apres Santos et al., (2007). Cette baisse d’efficacité est similaire & celles rapportées par ce
méme auteur sur la deltaméthrine en suspension concentrée et I'étofenprox en poudre
mouillable contre les vecteurs du paludisme au Brésil. En effet, le bendiocarb pulvérise sur un
mur en banco ou en ciment pénetre en profondeur et serait donc moins disponible en surface.
De plus, le ciment est basique, car contient du calcaire, alors que la demi-vie du bendiocarb
au pH 5 est de 48 jours; au pH 7, elle diminue a 81 heures et en condition alcaline, le
bendiocarb s’hydrolyse facilement et a une demi-vie de 45 minutes au pH 9 (FAO, 1983).
Dans une autre étude menée au Cameroun, Etang et al., (2011) ont rapporté qu’ avec le
bendiocarb en poudre mouillable pulverisé sur differentes surfaces de mur, les taux de
knockdown étaient souvent supérieurs a 98% pendant 13 semaines aprés la pulvérisation, a
I'exception des murs de banco ou il a diminué significativement a la 13eme semaine (P
<0,05). Toutefois une autre étude menée en Mozambique a montré que la rémanence du
bendiocarb ne varie pas selon la nature des surfaces traitées (Maharaj et al. 2004). En Inde,
Ansari et Razdan (2004) ont montré qu’apres 2 rounds de pulvérisation intradomiciliaire, les

bioessais ont révélé une persistance de 1’efficacité du bendiocarb utilisé par une mortalité de
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100% de An. culicifacies sur les murs en banco, en ciment et en briques non crépis
respectivement apres une période de 10, 8, et 10 semaines apres la pulvérisation.

En ce qui concerne I’influence du nombre de traitements, elle pourrait se justifier par I’effet
résiduel cumulatif du bendiocarb sur les supports traités. Ces résultats sont contraires a ceux
de Coosemans et Sales (1978) a Bobo-Dioulasso qui ont montré que la rémanence du
bendiocarb & 0,2g/m? est peu efficace, méme aprés un 2°™ traitement, contrairement au
malathion et a la décaméthrine. La plus forte efficacité du bendiocarb notée au bas des murs,
pourrait étre expliquée par un effet d’entrainement. Quand il pleut, les murs sont humidifiés
et I’écoulement de 1’eau vers le bas entraine 1’insecticide. Par ailleurs, dans les maisons, les
niveaux "haut" et "milieu" des murs sont plus en contact avec I’homme qui a [’habitude de
s’adosser au mur, de passer sa main sur le mur et méme d’y accrocher des gravures, des
tableaux et des vétements. Toutes ces pressions extérieures subies par les supports traités
réduisent la rémanence du bendiocarb a ces différents niveaux.

Les forts taux de mortalité (100%) obtenus pour la souche sensible exposée aux moustiquaires
aprés 9 mois d’utilisation confirment la longue durée d’action attribuée a ces moustiquaires.
Ces données sont en accord avec les travaux de Graham et al., (2005) qui ont montré que les
moustiquaires Permanet 2.0 ont conservé une grande efficacité au bout de 21 lavages, avec
plus de 97% de mortalité des anophéles de souche sensible dans les essais biologiques de
contact durant 3 minutes d'exposition. Mais tel n’a pas été le cas avec les souches sauvages
de Adjohoun et Dangbo pour lesquelles I’efficacité n’a pas dépassé 4mois. En Ethiopie
(Fettene et al., 2009) des bioessais effectués avec des colonies sensibles de An. arabiensis a
la deltaméthrine ont montré une baisse d’efficacité des Permanet 2.0 apres 2 a 3ans
d’utilisation traduit par des taux de mortalitt moyenne apres 24 h de 72,2% et 67%
respectivement dans les districts de Buie et Fentalie. L’efficacité des Permanet 2.0 sur la
souche sauvage durant les 4 premiers mois d’utilisation, se justifie par la sensibilité de cette
souche vis-a-vis de la deltaméthrine. Par contre, la baisse d’efficacité observée aprés le 4°™
mois se justifierait par I’exposition des moustiquaires a la poussiere, a la fumée provenant des
pratiques culinaires a I’intérieur des chambres et les pressions de lavages. Au Kenya (Atieli
et al., 2010) une étude récente a montré que le lavage répété des moustiquaires imprégnées a
des intervalles de temps courts a l'aide des méthodes locales de lavage peut rendre la
moustiquaire moins efficace dans un court laps de temps d’utilisation dans la prévention
contre les vecteurs locaux. Le méme auteur a montré que les moustiquaires Permanet 2.0 ont
exercé sur des souches sauvages de An. gambiae une létalité de 84% et 49% respectivement

apres 5 et 15 lavages (2 lavages par semaine).
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En termes d’efficacité le bendiocarb utilisé en pulvérisation intradomiciliaire a exercé une
létalité plus importante sur An. gambiae (Akogbéto et al., 2011), mais a une faible réemanence.
Cette faible durée d’efficacité souligne la nécessit¢ d’une utilisation complémentaire des
MIILDs, qui malgré leur baisse d’efficacité confére une barriere mécanique contre les piqares

de moustiques.

4-2-2-Conclusion

La présente étude a montré que le bendiocarb s’est révélé efficace contre An. gambiae
résistant aux pyréthrinoides. Sa rémanence sur les différents supports imprégnés n’est pas la
méme. Celle-ci varie en fonction des différents supports traités. Vu la bonne activité
résiduelle du bendiocarb sur le métal et le bois, il serait recommandable d’imprégner les
portes, les fenétres et les plafonds au cours des campagnes de pulvérisation. La PID a base du
bendiocarb est une approche a recommander en période de forte transmission et représente
une bonne alternative pour la gestion de la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides.
Toutefois la faible durée d’efficacité du bendiocarb révéle une complémentarité entre la PID
et I'utilisation des MIILDs pour un meilleur contréle de la population des vecteurs du
paludisme. Si apres quelques mois d’utilisation dans les conditions de terrain  des baisses
d’efficacité ont été observées avec les MIILDs a cause de la résistance des vecteurs et du
lavage, il est nécessaire que les firmes pharmaceutiques développent de nouveaux

insecticides en remplacement des pyréthrinoides pour 1I’'imprégnation des MIILDs.

5-Dynamique de la résistance de Anopheles gambiae dans les communes soumises a la
pulvérisation intradomiciliaire de bendiocarb et aux moustiquaires de type Permanet
de 2008 a 2010.

Plusieurs études récentes menées au Bénin (Akogbéto et Yakoubou, 1999; Corbel et al., 2007;
Akogbéto et al., 2010; Padonou et al., 2011) ont montré que An.gambiae est tres résistant aux
pyréthrinoides et au DDT, mais sensible au bendiocarb. C’est dans ce contexte que le PNLP a
entrepris une vaste campagne de PID a base de bendiocarb dans les zones non inondables du
département de ’Ouémé. Apres la premiere campagne de pulvérisation (Juillet / Aot 2008),
trois autres campagnes (Mars / Avril 2009, Mars / Avril 2010, Juillet / Ao(t 2010) ont été
menées. Lors de ces campagnes, un total de 128.131.5 kg de bendiocarb 80% a été utilisé.

Parallelement, dans les zones ou les MIILDs ont été distribuées, plus de 35,120 kg de
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deltaméthrine sont (719,4 mg/moustiquaire) traités sur 48.819 moustiquaires accessibles aux
moustiques. Dans ces conditions, il est possible que le niveau de résistance initiale soit
changé. Ailleurs en Afrique orientale, aucun effet de sélection de la résistance phénotypique
n’a été remarqué suite a une utilisation a long terme des MIILDs (Vulule et al., 1996 ;
Kulkarni et al., 2007), tandis que d'autres études ont signalé une augmentation rapide de la
mutation kdr apres quatre ans d'utilisation communautaire des MIILDs au Kenya (Stump et
al.,2004) et en Guinee équatoriale (Reimer et al., 2005) suite a une grande campagne de PID.
Un cas similaire a été également signalé au Niger ou il y a eu une augmentation significative
de la mutation Leu-Phe chez An. gambiae suite a une distribution a 1’échelle nationale des
MIILDs (Czeher et al., 2008). D'autres études ont montré I'effet des moustiquaires imprégnées
d'insecticide sur la sélection possible d'alléles kdr chez An. gambiae dans des expériences de
laboratoire (Corbel et al., 2004) ou en cases expérimentales (Asidi et al., 2005). Au Bénin, le
niveau de sensibilitt de la population de An. gambiae aux carbamates et aux
organophosphorés, l'association de la fréquence élevée de la mutation kdr avec la résistance
phénotypique, et la mise en jeu par An. gambiae d'autres mécanismes possibles de résistance
sont encore mal compris. La présente étude vise a rapporter le premier cas de lI'impact de trois
années de pulvérisation a grande échelle de bendiocarb et de la distribution des MIILDs sur la
résistance phénotypique, les alléles kdr et ace-1} dans les populations naturelles de An.
gambiae s.I. au sud-est du Bénin. Les résultats fournissent des informations sur 1’effet
potentiel de la PID a grande échelle et de la distribution en couverture compléte des MIILDs
sur la sélection des mutations kdr et ace-17 et les effets possibles sur la résistance
phénotypique a la deltaméthrine et au bendiocarb.

5-1-Résultats

5-1-1- Especes et formes moléculaires de An. gambiae

Les especes et formes moléculaires de An.gambiae collectées de 2007 a 2010 par la technique
de capture sur homme sont présentées dans le tableau 1. Au cours de cette étude, An. gambiae
s.s est le seul membre identifié dans le complexe An. gambiae. L'analyse PCR a par ailleurs,

montré que tous les An. gambiae s.s collectées sont de forme moléculaire M. Aucune forme S

n’a été trouvée au cours de la période d'étude.
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5-1-2- Fréquences des mutations kdr et ace-17 de An. gambiae capturé sur homme

La mutation kdr a été le principal mécanisme de résistance aux pyréthrinoides identifié dans
toutes les localités de 2007 a 2010. La régression logistique univariée, realisee avec la
fréquence kdr comme variable dépendante et I'année en tant que covariable a montré dans
toutes les localités PID, que la fréquence kdr a été associée avec le temps (p <0,05) et a
diminué de maniere significative en 2009 par rapport a 2007 (OR = 0,756 <1, p <0,05).
Toutefois, elle a augmenté de facon significative en 2010 comparativement a 2009 (OR =
8,120> 1, p <0,05). A l'inverse, dans les localités des MIILDs, la fréquence kdr a augmenté
en 2009 comparativement a 2007 et de fagon non significative (OR = 1,295> 1, p> 0,05). En
2010 I’augmentation a été plus importante comparativement a 2009 (OR = 5,107> 1, p <
0,05). En effet, les fréquences des géenes kdr observées ont été similaires en 2007 et 2009 a
Dangbo, Missérété, Adjohoun et Seme¢ MIILD, alors qu’elles ont augmenté de fagon
significative en 2010 (tableau XXXIII). Dans la zone témoin le niveau de la fréquence des
genes kdr a été tres élevé et stable de 2007 a 2010 (p> 0,05). En ce qui concerne la mutation
ace-17, elle a été de 0% de 2007 & 2009 dans toutes les localités. Mais en 2010, des individus
hétérozygotes (RS) pour la mutation ace-17 ont été détectés dans toutes les localités 24 mois
apres le premier tour de la PID, sauf a Adjohoun, Seme et le témoin MIILD. Cette variation
(0-13%) a été significative dans Seme PID, par opposition a une augmentation non
significative (p> 0,05) remarquée dans les localités PID du témoin, de Dangbo et Missérété
puis dans la localité MIILD de Dangbo. La régression logistique et le test ANOVA ont
montré que l'augmentation des fréquences de kdr est associée avec les domaines
d'intervention et de méme avec la zone de controle (p <0,05). Comme l'alléle ace-17 a été
rarement observé chez les moustiques testés, le test exact de Fisher a révelé que la fréquence
ace-1% a été similaire dans les communautés d'intervention par rapport & la zone de controle
(p> 0,05).
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Table XXXI11: Espéces, formes moléculaires, mutations kdr et ace-17 de An.gambiae s.1.

collecté sur homme.

Forme

Espéce moléculaire Mutation kdr Mutation ace.1®
Localités Années N Ag FormeM RR RS SS fkdr RR RS SS face.1®
Témoin PID 2007 22 22 22 20 2 0 095 0 0 22 0
2009 21 21 21 18 3 0 092 0 0 21 0
2010 39 39 39 35 04 0 095 0 5 34 0.06°
Adjohoun PID 2007 74 74 74 28 34 12 061* 0 0 74 0
2009 122 122 122 48 56 18 0.62° 0 0 122 0
2010 24 24 24 21 3 0 094 0 0 24 0°
Dangbo PID 2007 150 150 150 85 50 6 0768 0 0 150 0°
2009 263 263 263 133 115 15 0.72* 0 0 263 0
2010 68 68 68 65 3 0 098 0 4 64 003
Misserete PID 2007 89 89 89 58 31 0 083 0 0 89 0
2009 129 129 129 86 35 8 0.80° 0 0 129 0
2010 46 46 46 43 3 0 097" 0 2 44 002
SeméPID 2007 122 122 122 109 1 12 090* 0 0 122 0
2009 190 190 190 143 17 30 0.80° 0 0 190 0
2010 22 22 22 19 3 0 093 0 6 16 013°

Témoin
MIILD 2007 150 150 150 110 40 0 0.87° 0 0 150 0°
2009 101 101 101 90 11 0 095° 0 0 101 0
2010 43 43 43 38 5 0 094 0 0 43 0

Adjohoun
MIILD 2007 52 52 52 14 30 8 056° 0 0 52 0°
2009 24 24 24 8 16 0 067° 0 0 24 0
2010 17 17 17 15 2 0 094 o0 0 17 0°

Dangbo
MIILD 2007 124 124 124 66 54 4 075 0 0 124 0°
2009 96 96 96 50 40 6 073 0 0 96 0°®
2010 58 58 58 55 3 0 097° 0 3 55 002

Seme
MIILD 2007 72 72 72 60 0 12 083 0 0 72 0°
2009 44 44 44 31 12 1 084 0 0 44 0°®
2010 7 7 7 7 0 O 1° 0 0 7 0°

Ag: An. gambiae; fkdr: fréquence kdr; f ace.1¥: fréquence ace.1® . Pour chaque localité d’intervention les valeurs des

fréquences ayant la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différentes d’une année a une autre (p> 0, 05).
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5-1-3- La sensibilité de An. gambiae aux insecticides

La sensibilité des moustiques adultes issus de 1’élevage des larves collectées est présentée sur
la figure 37. Le statut de résistance des moustiques a été défini selon les criteres de I'OMS
(OMS, 1998). De 2007 a 2010, la souche sensible Kisumu de An gambiae a montré des taux
de mortalité supérieur a 98% pour les 4 insecticides testés (figure 37). Le taux de mortalité de
An. gambiae 24 h aprés exposition indique dans toutes les localités une résistance au DDT, a
la perméthrine et a la deltaméthrine. En revanche, ces moustiques ont été sensibles au
bendiocarb avec un taux de mortalité de plus de 99% (figure 37). La régression logistique
univariée réalisée avec le taux de mortalité comme variable dépendante et les localités comme
une covariable suivi d’un test ANOVA, a montré que la résistance phénotypique au DDT et
aux pyréthrinoides a été associée aux localités (p <0,05). En effet, cette régression logistique a
montré une diminution de la sensibilité des moustiques comparativement aux localités
témoins. C’est le cas & Séme MIILD pour les insecticides perméthrine (OR = 0,70 [0,51-
0,95] ; p <0,05), deltaméthrine (OR = 0,27 [0,15-0,51] ; p <0,05) et DDT (OR = 0,16 [0,11-
0,24] ; p <0,05). En ce qui concerne la sensibilité de An. gambiae a la deltaméthrine (OR =
0,51 [0,26 - 1]) et a la perméthrine (OR = 0,82 [0,6 a 1,12]) a Adjohoun, elles ont été
semblables (p> 0,05) a celle de la zone témoin MIILD. Il a été de méme pour la sensibilité au
bendiocarb qui n'a pas changé dans les zones MIILD et PID par rapport aux zones témoins
(p> 0,05).
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Figure 37 : Variation des taux de mortalité par insecticide de 2007 a 2010 dans chaque

localité

5-1-4-Fréquences des mutations kdr et ace.1® des survivants et des morts de An.gambiae

24 h apres exposition aux insecticides.

La mutation ace.1® n'a été détectée chez aucun des rares survivants et des morts de An.
gambiae soumis a la PCR. L’examen PCR forme effectué sur les moustiques morts et les
survivants a la deltaméthrine a montré que 100% de ces moustiques étaient An. gambiae ss
forme M. Au cours de la période d'étude, les fréquences kdr des échantillons de moustiques
vivants et morts de Dangbo PID, Missérété PID, Séemé MIILD et des localités témoins ont été
relativement élevées et n'ont pas variées de facon significative (p> 0,05) (tableaux
XXXIV, XXXV ). Les fréquences kdr ont varié respectivement de I'ordre de 0,78 a 0,91 pour
les vivants et 0,72 a 0,90 pour les moustiques morts. Alors que dans la localité de Adjohoun
MIILD, elles sont stables a 0,60 et 0,64 respectivement en 2007 et 2009 et ont augmenté a
0,83 en 2010 pour I'echantillon des survivants (tableau XXXIV). Cette situation a eté
identique pour les échantillons de moustiques morts dont les fréquences kdr ont varié de 0.67
en 2007 a 0,66 en 2009 puis augmenté a 0,77 en 2010 (tableau XXXV). Les coefficients de
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corrélation entre la fréquence kdr chez les survivants et les taux de mortalité a la
deltaméthrine sont respectivement -0,54 (P> 0. 05), -0,43 (P> 0. 05) et 0,84 (P <0,05) en
2007, 2009 et 2010.

Tableau XXXIV : Fréquences kdr des survivants de An. gambiae s.l. 24 h aprés leur

exposition aux insecticides.

Nombre de Formes _
survivants ESpéces moléculaires Mutation kdr
Localités  Anneées testes Ag M RR RS SS Fréquencekdr(%)
Témoin PID 2007 27 27 27 21 6 0 0.89°
2009 30 30 30 24 6 O 0.90°
2010 25 25 25 22 3 0 0.86°
Témoin 2007 25 25 25 21 4 0 0.92°%
MIILD 2009 28 28 28 23 5 0 0.91°
2010 25 25 25 22 3 0 0.82°
Adjohoun 2007 50 50 50 22 20 8 0,64
MIILD 2009 30 30 30 11 14 5 0,60°
2010 24 24 24 6 8 0 0.83"
Dangbo 2007 58 58 58 37 17 4 0,78°
PID 2009 60 60 60 38 22 0 0.82°
2010 25 25 25 19 6 O 0.88°
Misserete 2007 56 56 56 40 16 O 0.86°
PID 2009 30 30 30 23 6 1 0.87°
2010 22 22 22 18 4 0 0.91°
Seme 2007 54 54 54 49 1 4 0,92°
MIILD 2009 21 21 21 19 2 0 0,95
2010 25 25 25 20 5 0 0,90°

Ag: An. gambiae; Pour chaque localité d’intervention les valeurs des fréquences ayant la méme lettre en exposant ne sont

pas significativement différentes d’une année a une autre (p> 0, 05).

158



Tableau XXXV: Fréquences kdr des morts de An. gambiae s.l. 24 h aprés leur exposition

aux insecticides.

Nombre Forme
de morts Espéce moléculaire  Mutation kdr
Localités Années  testés Ag M RR RS SS Fréquencekdr %
Témoin PID 2007 27 27 27 20 7 0 0.87°
2009 30 30 30 22 8 0 0.87°
2010 25 25 25 20 3 2 0.86°
Témoin 2007 25 25 25 20 5 0 0.90°
MIILD 2009 28 28 28 20 8 0 0.86°
2010 25 25 25 19 3 3 0.82°
Adjohoun 2007 50 50 50 21 25 4 0.67°
MIILD 2009 30 30 30 15 10 5 0,66°
2010 24 24 24 14 9 1 0,77°
Dangbo 2007 58 58 58 33 19 6 0,73
PID 2009 60 60 60 34 22 4 0,75
2010 25 25 25 15 6 4 0.72%
Misserete 2007 56 56 56 39 17 0 0.85°%
PID 2009 30 30 30 22 6 3 0.81°
2010 22 22 22 18 4 3 0.80°
Seme 2007 54 54 54 45 5 4 0.88°
MIILD 2009 21 21 21 15 5 1 0,83
2010 25 25 25 19 4 2 0,84

Ag: An. gambiae; Pour chaque localité d’intervention les valeurs des fréquences ayant la méme lettre en exposant ne sont

pas significativement différentes d’une année a une autre (p> 0, 05).
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5-2-Discussion et conclusion

5-2-1-Discussion

Anopheles gambiae s.s. de forme M est la principale espece vectrice du paludisme dans la
région de ’Ouémé. Le méme résultat a ét€ obtenu lors d’une étude précédente (Padonou et al
., 2011b) sur la distribution des anophéles au sud-est du Bénin, qui a montré I'absence de la
forme moléculaire S dans cette zone en raison de ses caractéristiques écologiques non
adéquats pour le développement de An. gambiae S. Au sein des formes moléculaires M et S
de An. gambiae, des études antérieures (Coluzzi et al., 1979 ) avaient montré 1’existence de
cing formes chromosomiques en Afrique de I'ouest : les formes Mopti, Savane, Bissau, Forét
et Bamako. Par ailleurs, les résultats de la présente étude ont montré que les fréquences des
génes kdr ont été stables de 2007 a 2009 dans la zone MIILD, mais ont augmenté de fagon
significative en 2010. La cause de cette stabilité de la fréquence du géne kdr entre 2007 et
2009 est a établir. En effet, les mémes résultats ont été obtenus dans la zone de contrdle qui
n'a pas bénéficié de la distribution des moustiquaires imprégnées. Une situation similaire a été
observée dans une étude dans 1'lle de Bioko qui a révélé qu’aucun signe d’une augmentation
de fréquence kdr des populations de An. gambiae n’a été constaté malgré l'utilisation de
moustiquaires imprégnées d'insecticides pyréthrinoides entre 1998 et 2001 (Berzosa et al.,
2002). C’est sur la base de cette étude, que la décision a été prise de mettre en ceuvre la PID
avec un insecticide pyréthrinoide a Bioko (Sharp et al., 2007). Toutefois une augmentation
significative de la fréquence kdr a été observée en 2010 a Dangbo, Missérété, Adjohoun et
Séemeé MIILD environ 23 mois apres la seconde distribution de MILD, et 16 mois apres la
seconde et pourrait se justifier par la forte corrélation (coefficient de corrélation R2 = 0,84, P
<0,05) entre la fréquence kdr et le taux de survie obtenu au sein des populations de An.
gambiae testées avec la deltaméthrine. En effet, au Bénin le principal mécanisme de
résistance aux pyréthrinoides est la mutation kdr (Leu 1014F). Des études récentes ont montré
que cette mutation est en pleine expansion dans le Sud (Djégbé et al., 2011 ; Padonou et
al.,2011b) et le Nord du Bénin (Djégbe et al.,2011). Cette expansion de la mutation pourrait
aussi justifier D’apparition en 2010 de populations résistantes de An.gambiae a la
deltameéthrine dans toutes les localités, y compris dans la zone de contréle. De méme, le
niveau de la résistance a la perméthrine et au DDT est en augmentation dans toutes les
localités confirmant ainsi I'augmentation globale de la résistance aux pyréthrinoides chez les

vecteurs du paludisme en Afrique (Ranson et al., 2011). L'analyse univariée a montré que la
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résistance phénotypique a la deltaméthrine est significativement plus élevée dans les zones
d’interventions des MIILDs que dans la zone contrdle. Des études antérieures ont rapporté
que la sélection de la résistance aux pyréthrinoides chez les populations de vecteurs du
paludisme est due a l'utilisation extensive de MIILD (Lines, 1988; Protopopoff et al., 2008).
Il est donc possible que la sélection de la résistance dans les populations naturelles de An.
gambiae a la deltaméthrine notée en 2010 dans I’Ouémé soit une consequence de I'exposition
des moustiques adultes aux moustiquaires imprégnées distribuées dans ce département. Il est
important de souligner que, outre les MIILDs, la pratique de 1’agriculture est 1’une des
principales activités des populations qui font usage des insecticides pour protéger leurs
cultures contre les ravageurs (Akogbéto et Yacoubou, 1999 ; Padonou et al., 2011b). De plus,
des bombes aérosols sont utilisées a domicile pour se protéger contre la nuisance des
moustiques. La preuve de I’utilisation des insecticides en milieu agricole a été apportée par
des études antérieures au Mali qui ont montré une augmentation de la fréquence kdr dans les
formes S des populations de An. gambiae de trois villages entre 1993 et 2004, en I'absence de
tout programme de contrble a grande échelle (Tripet et al., 2007). De nombreux facteurs
(MIILD, PID, serpentins anti-moustiques, aérosols, utilisation des pesticides pour la
protection des cultures) a 1’origine de la sélection des formes résistantes de An.gambiae
expliquent la variation spatiale de la faible sensibilité de An.gambiae aux insecticides. Le
géne de résistance kdr n’est pas le seul mécanisme de la résistance aux pyréthrinoides
observée dans la région de I'Ouémé. La forte fréquence de la mutation kdr observée chez les
individus An.gambiae morts a la deltaméthrine justifie probablement cette hypothése.
Exposés pendant plusieurs années aux insecticides, An.gambiae développe une résistance a
ces produits chimiques par le biais de plusieurs mécanismes d'adaptation. Dans ces
conditions, l'utilisation incontr6lée des insecticides devient un probléme grave pour la santé
publique. En effet, les résultats ont montré une résistance accrue de An.gambiae au DDT et
aux pyrethrinoides non seulement dans les zones d'intervention ciblées, mais aussi dans les
zones controles. Par conséquent des défis majeurs pour le contr6le du paludisme en Afrique
doit inclure la surveillance de la résistance des moustiques aux insecticides, mais aussi
I’éducation des populations sur l'utilisation appropriée des insecticides. Malgré ces défis, une
étude récente a indiqué que les perspectives pour le contrdle du paludisme ont été améliorées
avec une attention particuliere aux problemes de la résistance, suscitant de I’espoir pour la
lutte contre le paludisme en Afrique (Ranson et al., 2011). Aprés quatre tours de PID a base
de bendiocarb de 2008 a 2010, An. gambiae est demeuré sensible au bendiocarb. Pendant 13

mois aprés le premier tour de PID et 5 mois aprés le second tour, la mutation ace-1% n'a été
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détectée dans aucune localité. L’absence de cette mutation a été positivement corrélée avec
les données des essais biologiques. Dans le méme ordre, I'efficacité des carbamates utilisés a
grande échelle en PID a récemment été démontrée au Mozambique a la fois contre An.
arabiensis et An. funestus (Sharp et al., 2007). Cette susceptibilité de An. gambiae aux
bendiocarb peut étre expliquée par l'absence d’individus homozygotes RR pour la mutation
ace-17 dans le département de I'Ouémé. Une autre étude a rapporté que dans les populations
de C. pipiens la mutation ace-17 a été associée a un codit génétique qui se traduit par la baisse
de forme (Raymond et al., 2001). Dans ce cas de mutation ace-1%, chez C. pipiens
I’acétylcholinestérase fixe moins bien I’insecticide, mais également son substrat naturel
(Pacétylcholine), ce qui conduit a une transmission du signal nerveux plus approximative
(Weill et al., 2003) et il pourrait en étre de méme chez An. gambiae. Cette hypothese pourrait
également justifier que la fréquence de la mutation ace-1" dans les populations de moustiques
An. gambiae diminue rapidement apres quelques générations en l'absence de pression de
sélection de composés organophosphorés ou carbamates insecticides (Labbé et al., 2007). De
méme Djogbénou et al. (2010) ont indiqué que le principal col(t de résistance chez An.
gambiae homozygote pour la mutation G119S, était son aptitude a mourir pendant la
nymphose que leurs homologues sensibles. De plus Weill et al., (2003) avaient révélé que
sans insecticides, les moustiques mutants (ace-17 ) meurent plus jeunes que les moustiques
dépourvus de mutations, se développent plus lentement, sont plus fréquemment capturés par
des prédateurs et sont plus sensibles aux infections par des bactéries endocellulaires de type
Wolbachia. Nos résultats ont révélé aprés le 4°™ round de PID en 2010 D’apparition des
individus hétérozygote (RS) pour la mutation ace-17. Ces individus ont été détectés dans
quelques localités, avec une variation significative (0-13%) de la fréquence ace-17 & Sémé
PID contrairement aux localités témoin PID, Dangbo (PID et MIILD) et Missérété PID ou la
variation de fréquence est non significative (p> 0,05). Cette apparition d'individus
hétérozygotes dans la zone des interventions en 2010 pourrait étre attribuée a une forte
pression de sélection, parce que deux tours de PID avaient eté réalisés cette année.
Mentionnons aussi que, d'autres études avaient démontré que I'émergence de la mutation ace-
1% dans les populations naturelles de An gambiae a été associée a I'histoire du traitement
insecticide du coton avec les organophosphorés et des carbamates en Afrique occidentale
(Dabiré et al., 2009). Dans le cas de la présente étude il est difficile d'identifier l'activité

spécifique qui favorise la sélection de la résistance.
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5-2-2-Conclusion

Les resultats de cette étude ont confirmé que les populations naturelles de An.gambiae dans la
région de I'Ouémé ont maintenu leur niveau de résistance aux pyréthrinoides, mais sont
demeurés sensibles au bendiocarb. Le développement de la résistance a la deltaméthrine a été
causée par d’autres facteurs autres que la PID et les MILLDs. Ces résultats ont des
implications importantes pour les programmes de lutte contre le paludisme. Tout d'abord,
I'évaluation et la surveillance de la résistance aux pyréthrinoides et au bendiocarb doit étre
une priorité pour aider le PNLP dans le choix des insecticides a utiliser dans I'avenir pour la
lutte antivectorielle. Deuxiemement, les stratégies de gestion de la résistance devraient étre
mises en ceuvre pour retarder le développement ou l'expansion de la résistance aux
insecticides par la rotation ou le mélange de différentes classes d'insecticides. Troisiemement,
il est nécessaire de mettre en place un dialogue et des partenariats entre les secteurs de la santé
et de l'agriculture afin de coordonner I'utilisation d'insecticides approprié¢s dans le but d’éviter

une sélection anarchique de la résistance.
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Chapitre 6 : Discussion génerale,

conclusion et perspectives
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1-Discussion générale

Le maintien d’un équilibre dans le systeme relationnel dynamique homme/vecteur/parasite
(Tosta, 2007) a abouti a une grande stabilité du paludisme qui menace la santé et le travail de
nombreuses populations des régions tropicales. L'OMS a recense, en 2010, 216 millions
d'épisodes de paludisme dans le monde, dont 81 % dans la région Afrique et 655 000 cas de
décés (OMS, 2011). Au Bénin, dans le département de ’Ouémé, 141 578 cas de paludisme
simple et grave ont été enregistrés dont 91 cas de decés parmi les enfants de moins de 5ans
en 2010 (Direction Départementale de la Santé Ouémé/Plateau, 2011). C’est pourquoi les
PNLP déploient de nombreux efforts avec I’appui des partenaires financiers (UNICEF, Fonds
Mondial, PMI, Fondation Bill et Melinda Gates...) dans la lutte contre le paludisme a travers
la PID et la distribution massive de moustiquaires imprégnées pour protéger les populations
contre cette maladie. Malheureusement, les insecticides utilisés en santé publique ont pendant
plus de 30ans souffert de sous-investissement. Le résultat de ce sous-investissement est
I’absence de nouvelles classes d’insecticides disponibles pour de larges applications en santé
publigue (Ranson et al, 2011). L’utilisation des mémes classes d’insecticides a conduit a
I'émergence de la résistance aux pyréthrinoides qui sont actuellement la seule classe
d'insecticides approuvée par I’OMS pour I’imprégnation des moustiquaires (Zaim et al.,
2000). Dans ce contexte, 1’une des solutions possibles pour les PNLP, est la recherche d’un
insecticide alternatif contre Anopheles gambiae résistant aux pyréthrinoides, afin de préserver
I’efficacité des outils de lutte. La présente thése a pour objet de proposer cet insecticide
alternatif au PNLP et d’étudier son efficacité a grande échelle dans les communes de
Adjohoun, Dangbo, Missérété et Séme. Dans les zones inondables non éligibles pour la PID

les moustiquaires de type Permanet 2.0 imprégnées de deltaméthrine ont été distribuées.

Evaluation en cases expérimentales pour le choix d’un insecticide alternatif

Pour le choix de I’insecticide alternatif, une évaluation portant sur deux pyréthrinoides
(deltaméthrine et a 1’alpha-cyperméthrine), un carbamate (bendiocarb) et deux
organophosphorés (fénitrotion, chlorpyriphos+ deltaméthrine) a été meneée en cases
expérimentales. Au cours de I’expérimentation, les pyréthrinoides ont été plus dissuasifs pour
I’entrée des moustiques dans les cases que le carbamate et les organophosphorés. L’exophilie
induite par ces pyréthrinoides sur An. gambiae et les culicinés entrés librement dans les cases

a été plus élevée, comparativement aux cases traitées au bendiocarb, au fénitrothion et au
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mélange chlorpyriphos+deltaméthrine. Par ailleurs, le traitement des cases quel que soit
I’insecticide utilis¢, n’a pas empéché une proportion non négligeable d’anoph¢les de se gorger
a I’intérieur. Nos résultats ont aussi révelé que la mortalité exercée sur les culicinés est faible
avec les organophosphorés, le bendiocarb et les pyréthrinoides. Ces résultats confirment les
études de Corbel et al., (2007) qui avaient indiqué une multirésistance de Culex
quinquefasciatus aux insecticides. De méme, les pyréthrinoides ont eu un tres faible effet létal
sur An gambiae. Seuls les insecticides bendiocarb, fénitrothion et le melange chlorpyriphos +
deltaméthrine ont realisé les meilleures performances insecticides contre cette espéce, ce qui
s’est traduit par une forte mortalité des anopheles dans les cases traitées. C’est cette mortalité
qui a provoqué une fuite moins massive vers I’extérieur et explique le faible nombre des
moustiques retrouvés dans les vérandas-pieges. Cependant, la rémanence du bendiocarb a été
inférieure a 4 mois et les insecticides fénitrothion et le mélange chlorpyriphos + deltaméthrine
ont une mauvaise odeur. Globalement le bendiocarb a donné de bons résultats, tant au niveau
de son efficacité insecticide que des effets secondaires. 1l est a noter que la faible réemanence
du bendiocarb estimée entre 2 et 4 mois d’activité en cases expérimentales, nécessite un
traitement des maisons en debut de saison des pluies c'est-a-dire en début de la transmission
du paludisme. Dans les conditions du sud du Bénin caractérisé par une longue saison
pluvieuse, deux tours de pulvérisation sont recommandés pour couvrir toute la période de
transmission du paludisme. Deux autres facteurs militent avec le choix du bendiocarb pour la
PID au Bénin: le produit est inodore ; il a également regu 1’approbation du WHOPES
(Systeme OMS d'évaluation des pesticides).

Pratiques de lutte antipaludique dans 1’Ouémé et adhésion des populations a la

pulvérisation intradomiciliaire

Les résultats de 1’enquéte réalisée sur ’opinion des populations de Adjohoun, Dangbo,
Missérété et Seme concernant la campagne PID de ’Ouémé ont montré que 1’adhésion a la
mise en ceuvre de cette stratégie de prévention a éte totale. Cette adhésion est favorisée par la
nuisance culicidienne dans ces communes et les expériences individuelles des populations
basées sur I’utilisation des mesures individuelles de protection contre les piqlres de
moustiques en particulier des bombes aérosols. Paradoxalement, la majorité des répondants au
guestionnaire que nous avons délivré lors de notre enquéte ont des perceptions erronées sur la
cause du paludisme, probablement a cause du faible niveau de scolarisation. Ce qui suggeére la

nécessité d’un programme d'éducation sanitaire a I’endroit de la communauté locale pour
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corriger les idées fausses sur I’origine du paludisme. L’éducation sanitaire doit également
prendre en compte une pratique que nous avons observée, a savoir 1’automédication devant
les cas de fievre. Cette automédication n’est pas conseillée, car elle pourrait retarder les
consultations médicales et contribuer a augmenter la prévalence des cas graves de paludisme.
Des résultats similaires ont été rapportés au Zimbabwé (Vundule et Mharakurwa, 1996), au
Togo (Derming et al., 1989) et en Tanzanie (Kinung'hi et al., 2010). De plus, un faible taux
de fréquentation des centres de santé (MS, 2007) de la zone d’étude a été constaté et se
justifie par la pratique de I’automédication et le mauvais accueil réservé aux patients par le
personnel, l'indisponibilité de médicaments, les attentes prolongées avant I’arrivée du
médecin et la distance qui sépare le domicile du centre de santé (Igun, 1987; Ruebush, 1995;
Okeke et Okafor, 2008).

Nos résultats ont montré que moins du quart des répondants établissent un lien entre le
paludisme et les moustiquaires. La principale raison de l'utilisation des moustiquaires est la
protection contre les pigdres de moustiques et pas nécessairement la prévention du paludisme.
Au Ghana, Agyepong (1999) a montré que la compréhension de la transmission du paludisme
par les moustiques n'influence pas la pratique d'utilisation des moustiquaires. Plutét la
chaleur, la suffocation, certaines croyances et tabous semblent étre les obstacles majeurs
dans la région de I’Ouémé (Padonou et al., 2011). Cette situation est un réel défi pour le
PNLP qui doit aprés les campagnes de distribution des MIILDs, organiser le suivi de leur
utilisation (Djenontin, 2011) dans la mesure ou un vaste programme national de distribution
de 4.000.000 de MIILDs a raison d’une moustiquaire pour deux personnes est prévu pour
I’année 2011 au Bénin. Dans le nord du Ghana Binka et Adongo (1997) ont rapporté que les
facteurs saisonniers, les modes d'utilisation et les questions de colt ont été des facteurs clés
susceptibles d'influer sur la diffusion et I'efficacité des moustiquaires. Par conséquent la
distribution gratuite des MIILDs a toute la population permettrait d’offrir des moyens de
protection individuelle a ceux dont le pouvoir d’achat est faible et d’augmenter le taux de
couverture et d’utilisation des MIILDs. Il ne s’agira pas pour les PNLP de distribuer
seulement des MIILDs, mais il faudrait également mettre en place des stratégies
pour encourager les utilisateurs des MIILDs a réparer les MIILDs troués ou déchirés et
remplacer les MIILDs qui sont irréparables. Il est a noter que I’implication des femmes dans
ces stratégies doit €tre primordiale a cause du premier réle qu’elles jouent dans la lutte

préventive contre le paludisme a domicile.
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Faisabilité de la pulvérisation intradomiciliaire

Pour que la PID soit réellement efficace, elle doit tenir compte de la nature des murs a
pulvériser, mais aussi de la bio-écologie et du comportement du vecteur cible. La PID est plus
adaptée pour les mdrs en ciment crépi. En raison des contraintes économiques des
populations, la majorité des habitats est en banco, mais avec des murs crépis et lisses qui
semblent appropriés a la PID (Najera et Zaim, 2004). Toutefois, dans notre zone d’étude et
particulierement a Seme et dans les zones inondables, beaucoup d’habitations sont en bambou
et en paille comportant de larges ouvertures entre le mur et le toit qui facilitent I’entrée et la
sortie de nombreux anopheles (Padonou et al., 2011). Pour des raisons de sécurité, ces
habitations n’ont pas été prises en compte pour la PID. Cependant des travaux de laboratoire
(Rohani et al., 2007) ont révélé que les formulations de deltaméthrine en suspension
granuleuse et en poudre mouillable ont été efficaces contre An.maculatus jusqu'a 14 mois
aprés la pulvérisation sur les surfaces rugueuse et lisse de bambou. La pulvérisation des
habitats en bambou a Semé pourrait étre tentée. En ce qui concerne la bio-écologie et le
comportement du vecteur, il ressort de nos travaux que An. gambiae a une tendance fortement

endophile et endophage favorable a la mise en ceuvre de la stratégie PID.

Impact des interventions de lutte sur la transmission du paludisme

Le taux d’endophilie a connu une diminution spectaculaire apres les interventions de la PID et
de la distribution gratuite des MIILDs. Cette baisse du taux d’endophilie est justifiée par une
atmosphére désagréable créée par la présence de bendiocarb sur les murs intérieurs des
maisons et la pose des MIILDs a I’intérieur des chambres. Ces résultats sont en désaccord
avec le tres faible effet excito-répulsif noté pour le bendiocarb en cases expérimentales
(Akogbéto et al., 2010). En revanche, Siegert et al., (2009) ont montré que la fréquence de
pose des anophéles sur des moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides était trés différente
selon I’insecticide utilisé et fortement en défaveur des insecticides les plus excito-répulsifs.
Malgré cet effet excito-répulsif des insecticides, une proportion non négligeable de An.
gambiae ont acceés a leur hote pour prélever du sang avant de se reposer sur les supports
imprégnes ou chercher a s'échapper. Mais une fois posee sur les supports, ces moustiques
s’intoxiquent. Par ailleurs, il est apparu que la PID a modifié le comportement des populations
de An.gambiae, traduit par la réduction des piqlres a l'intérieur des chambres traitées. Cette

modification de comportement a également été observée avec les MIILDs. Ces resultats sont
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compatibles avec les études ayant montré que la PID (Akogbéto et al., 2011) et les
moustiquaires imprégnées d'insecticide (Lines et al., 1987 ; Miller et al., 1991 ) peuvent
réduire la densité moyenne , la survie et le taux d’inoculation entomologique des populations
de An.gambiae.

Nos résultats ont aussi révélé une réduction drastique du TIE dans les 4 communes soumises a
la PID. Les réductions des indices entomologiques corroborent les observations sur la baisse
de l’incidence du paludisme dans les localités de Dangbo et Adjohoun. Des résultats
similaires avaient été rapportés dans deux essais réalisés au Kenya, ou I’incidence du
paludisme a été divisée par plus de 20 dans les zones sous pulvérisation intradomiciliaire par
rapport aux chiffres précédant I’intervention et aux données des zones témoins. Toutefois la
PID est chere et lourde et ne peut pas étre mise en ceuvre partout. Elle doit étre réservée
seulement pour les zones ou la transmission du paludisme est élevée. Paradoxalement, dans
les zones ou le TIE est trés élevé, une réduction de 90% n'est pas suffisante pour
significativement réduire la prévalence du paludisme (Trape, 2000 ; Akogbéto et al., 2011).
Dans les zones ou les populations ont bénéficié d’une distribution gratuite des MIILDs, la
réduction du TIE a été également observée. La couverture compléte des moustiquaires
imprégnées a eté le principal facteur de cette réduction. Largement utilisés, les MIILDs
peuvent étre un moyen efficace de contrble des vecteurs (Mouchet, 1991 ; Robert et
Carnevale 1991; Lengeler et al., 1996) et de réduction de la mortalité due au paludisme
(Lengeler, 2005). En dépit de la résistance aux pyréthrinoides, les moustiquaires imprégnées
conférent une protection individuelle justifiée par le r6le de barriere mécanique joué par cet
Outil (Curtis et al., 1998). En revanche, la baisse du TIE & 0,09pi/h/n (32,94 pi/h/an) dans la
zone MIILD de Sémé n’ pas suffit pour baisser I’incidence du paludisme grave. Trape et al., (
2000) considerent que les moustiquaires imprégnées seront durablement efficaces
lorsqu’elles seront capables d’ abaisser 1’exposition individuelle des personnes protégées a
moins de deux piqlires d’anophéles infectés par personne par an. Selon plusieurs auteurs
(Trape et Rogier, 1996; Molineaux, 1997 ; Akogbeéto et al ., 2011), c’est seulement dans ces
conditions qu’on obtiendra une diminution durable et significative du nombre d’acces de
paludisme dans la population. Graham et al., (2005) ont recommandé que les performances
des moustiquaires imprégneées soient surveilles dans une utilisation quotidienne tout au long
de la durée de vie de la moustiquaire dans différents contextes culturels afin d'évaluer sa

durabilité et leur efficacité a long terme.
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Impact des interventions de lutte sur la sensibilité de An. gambiae aux insecticides

Il ressort de nos investigations que An.gambiae est demeuré sensible au bendiocarb 2 ans
aprés la pulvérisation intradomiciliaire. Cette sensibilité de la population de moustiques au
bendiocarb est en accord avec des études précédentes menées au Bénin (Akogbéto et
Yacoubou, 1999 ; Djogbénou et al., 2009 ; Padonou et al.,2011b) et dans I7lle de Bioko, ou le
nombre de An. gambiae s.s. capturés a I’aide des picges fenétres a été considérablement réduit
(Kleinschmidt et al., 2009). L'augmentation globale de la résistance aux pyréthrinoides en
Afrique notée depuis quelques années et décrites par Ranson et al., (2011) s’est traduite par I’
apparition pour la premiére fois de la résistance a la deltaméthrine dans les zones
d’interventions et les localités témoins n’ayant bénéficié d’aucune intervention. Elle se justifie
par d’autres facteurs autres que la PID et les MIILDs. En effet les pesticides utilisés de
manicre intensive dans 1’agriculture contre les ravageurs sont a la base de la sélection
d’individus résistants. L’augmentation des doses appliquées et la diversification non controlée
de ces insecticides utilisés dans 1’agriculture et dans les ménages pour lutter contre les
moustiques, sont a la base de contaminations importantes des sols et des nappes aquiféres.
Ces mémes facteurs justifient 1’apparition d'individus hétérozygotes de la mutation ace-1%,
dans les zones témoins sans intervention et éloignés des zones traitées. L’absence d’individus
homozygotes RR pour la mutation ace-17, malgré ces facteurs sélectifs pourrait se justifier par
le colt de la résistance. D’aprés Weill et al., (2003), les moustiques acétylcholinestérase
résistants meurent plus jeunes que les moustiques dépourvus de mutations, se développent
plus lentement et sont facilement capturés par des prédateurs. Il apparait que les facteurs qui
sélectionnent la résistance et favorisent sa propagation sont nombreux et liés a la fois aux

comportements de I’homme et a la bio-écologie du vecteur.
2- Conclusion générale et perspectives

La stratégie d’utilisation du bendiocarb en PID contre An gambiae résistant aux
pyréthrinoides a eté prometteuse. C’est pourquoi les partenaires financiers et le PNLP ont
décide de poursuivre la mise en ceuvre de la stratégie dans d'autres régions du Benin. A
I’heure actuelle, une autre campagne est lancée dans le département de I'Atacora au nord du
Bénin. Mais, face au déploiement actuel de plus de 4 millions de moustiquaires imprégnés de
pyréthrinoides, a I’utilisation massive des spirales et des bombes insecticides pour ’'usage

domestique, puis a I’utilisation de grandes quantités d’insecticides pour la culture cotonniere
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et maraichére, des questions se posent. Quelle est la part des insecticides utilisés en santé
publique d’une part, celle des insecticides utilisés en agriculture d’autre part dans la sélection
de la résistance de An gambiae aux insecticides? Quelle serait I’importance de ’effet additif
de ces facteurs sur la sélection de la résistance chez An gambiae ? La solution pourrait étre
I’utilisation de nouveaux produits alternatifs possédant des modes d’action différents de ceux
couramment employés dans le but d’une gestion raisonnée de la résistance aux insecticides.
Cela permettra de retarder I’apparition et la dispersion des génes de résistance. Cela suppose
qu’il est impérieux de mettre en place une stratégie impliquant tous les acteurs du secteur
industriel, de la santé et de I’agriculture. Actuellement, on ne peut plus ignorer que le choix,
la sélectivité, le mode d’action et d’application d’un insecticide sont déterminants au regard
du succes ou de I’échec d’une campagne de lutte. La lutte antivectorielle ne fait désormais
plus appel a une seule technique mais elle integre une somme de connaissances (Darriet,
1998). De nouvelles familles d’insecticides tels que les pyroles (N’Guessan et al 2007) et/ou
les champignons entomopathogenes (Blanford et al., 2005, Scholte et al., 2005) ont donné des
résultats prometteurs. A moyen terme, il faudra compter sur la lutte génétique (Beaty, 2000).
La lutte antivectorielle fait aussi appel a des méthodes de lutte physique (drainage et
assechement des marais) qui devraient étre systématiquement pris en compte dans les
programmes d’aménagement et de mise en valeur des territoires. Les contraintes
anthropologiques liées a I’utilisation adéquate des outils de lutte impliquent que les
programmes d’enseignement des écoles, lycées et colléges consacrent une part importante a
ce volet.

La lutte antivectorielle est une question de stratégie qui doit étre adaptée aux conditions des
communautés locales. Malgré son succes, la PID a base de bendiocarb ne doit pas étre
considérée comme une stratégie unique pour lutter contre An gambiae résistant aux
pyréthrinoides. Dans I’attente d’un vaccin, il va falloir poursuivre les recherches en
envisageant toutes les pistes soucieuses d’un développement humain durable et respectueux
de l’environnement. Pour cela, les communautés scientifiques doivent associer les
compétences multidisciplinaires pour relever les prochains défis de mise en ceuvre de
nouvelles stratégies innovantes de gestion de la résistance aux médicaments antipaludiques et
aux insecticides. Le remplacement du bendiocarb par une autre molécule devrait étre a court
terme un défi pour le PNLP, dans la mesure ou les caractéristiques épidémiologiques d’une
maladie transmise par un vecteur ne sont pas les mémes selon les régions, les climats, le relief

et le comportement des communautés villageoises et urbaines (Darriet, 1998).
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Bendiocarb, a potential alternative against
pyrethroid resistant Anopheles gambiae in Benin,
West Africa
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Abstract

Background: Anopheles gambiae, the main malaria vector in Benin has developed high level of resistance to
pyrethroid insecticides, which is a serious concern to the future use of long-lasting insecticidal nets (LLIN) and indoor
residual spraying (IRS). In this context, one of the pathways available for malaria vector control would be to investigate
alternative classes of insecticides with different mode of action than that of pyrethroids. The goal of this study was to
evaluate under field conditions the efficacy of a carbamate (bendiocarb) and an organophosphate (fenitrothion)
against pyrethroid-resistant An. gambiae s..

Methods: Wild populations and females from laboratory colonies of five days old An. gambiae were bio-assayed during
this study. Two pyrethroids (deltamethrin and alphacypermethrin), an organophosphate (fenitrothion), a carbamate
(bendiocarb) and a mixture of an organophosphate (chlorpyriphos + a pyrethroid deltamethrin) were compared in
experimental huts as IRS treatments. Insecticides were applied in the huts using a hand-operated compression sprayer.
The deterrency, exophily, blood feeding rate and mortality induced by these insecticides against An. gambiae were
compared to the untreated control huts.

Results: Deltamethrin, alphacypermethrin and bendiocarb treatment significantly reduced mosquito entry into the
huts (p < 0.05) compared to untreated huts. Blood feeding rates in huts treated with fenitrothion and the mixture
chlorpyriphos/deltamethrin were reduced from 10.95% respectively to 3.7% and 4.47% three months after treatment
and from 10.20% to 4.4% and 2.04% four months after treatment. Exophily rates in huts with deltamethrin,
alphacypermethrin and the mixture chlorpyriphos/deltamethrin were significantly higher than in the huts with
fenitrothion. Deltamethrin and alphacypermethrin had the lowest mortality rate while fenitrothion killed 100% of An.
gambiae (in the first month) and 77.8% (in the fourth month). Bendiocarb and the mixture chlorpyriphos/deltamethrin
mortality rates ranged from 97.9 to 100% the first month and 77.7-88% the third month respectively.

Conclusion: After four months, fenitrothion, bendiocarb and the mixture chlorpyriphos/deltamethrin performed
effectively against pyrethroid-resistant Anopheles. These results showed that bendiocarb could be recommended as an
effective insecticide for use in IRS operations in Benin, particularly as the mixture chlorpyriphos/deltamethrin does not
have WHOPES authorization and complaints were mentioned by the sleepers about the safety and smell of
fenitrothion.

- J

Background

In Benin, malaria is one of the most frequently recorded
diseases in health centres. The incidence for both uncom-
plicated and complicated cases in 2006 was 139 per 1,000
inhabitants [1]. During the same year, malaria was the
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primary cause of mortality and morbidity in health cen-
tres in the departments of Ouémé and Plateau [1]. Over
the past few years, the National Malaria Control Pro-
gramme (NMCP) has implemented control interventions
to reduce the contact between malaria vectors and
human hosts. The major control strategies applied at
national level were the scaling up of long-lasting insecti-
cidal nets (LLINs) throughout the country and indoor

- ©2010 Akogbéto et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
( B.oMed Central Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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residual spraying (IRS) in one of the cities of Benin (Coto-
nou). Despite these tremendous efforts made by the
NMCEP, the results obtained were less encouraging than
expected. Resistance was suspected to be one of the rea-
sons of the failure of malaria vector control programmes
in Benin. In 1963, the World Health Organization
reported that 32 species of Anophelinae were resistant in
Africa to DDT and dieldrin [2]. After, Elissa reported the
first case of pyrethroid resistance in An. gambiae in Cote
d'Ivoire [3]. In other regions of Africa, numerous cases
were documented in Kenya [4], Burkina Faso [3,5], South
Africa [6], Cote d'Ivoire [3], Mali [7] and Cameroon[8]. In
Benin, the knockdown gene implicated in resistance to
DDT and pyrethroids was detected at high frequency (kdr
> 0.9), especially in the urban areas of Cotonou [9-11]. A
recent study by N'guessan et 4l in an experimental hut
study showed a reduced efficacy of lambdacyhalothrin-
treated nets against An. gambiae in Ladji, an outskirt area
of Cotonou [12].

Despite these reports on pyrethroid resistance in Bénin,
the National Malaria Control Programme decided to
undertake, in 2008, a distribution of LLINs and to imple-
ment IRS in the department of Ouémé particularly in the
districts of Seme-Kpodji, Dangbo, Missérété and Adjo-
houn. The increasing emergence of resistance leads to an
urgent need to investigate alternatives to pyrethroid
insecticides [13] and a continual monitoring of resistance
before the implementation of any vector control pro-
gramme. The widespread pyrethroid resistance is becom-
ing a major problem faced by several National Malaria
Control Programmes throughout Africa, particularly in
Benin where failure of ITNs and IRS has been reported in
experimental huts [12]. Experimental hut studies have
shown that certain organophosphates and carbamates
were particularly effective on wild populations of pyre-
throid resistant vectors [14]. Field trials with the carbam-
ates propoxur and bendiocarb for indoor residual
spraying treatment have been very effective against pyre-
throid resistant malaria vectors [15]. Over the past few
years, there was an increasing interest in testing these
insecticides for public health purposes as alternatives to
pyrethroids. In the present study, we compare under semi
field conditions in experimental huts the efficacy of the
carbamate bendiocarb, the organophosphate fenitrothion
and a mixture of chlorpyrifos(organophosphate) and del-
tamethrin (pyrethroid) for IRS treatment against pyre-
throid resistant mosquitoes.

Methods
Study site
The study was carried out in experimental huts located in
Akron at the outskirt of Porto Novo, [15], a swampy area
used annually for vegetables cropping. There are many
An. gambiae and other culicinae breeding sites around
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the vegetable plots. Porto Novo is situated at 6. 33 N, 2.37
E in the southern part of Benin, about 30 kilometres from
the Atlantic Ocean. The composition of An. gambiae s.1.
is 100% An. gambiae s.s. M form (Padonou, unpublished)
the main malaria vector in this area. This vector is pres-
ent all year-round and has developed a strong resistance
to pyrethroid insecticides with a high frequency of kdr
gene at 86.7% [16].

Experimental huts
The study was conducted in experimental huts (Figure 1),
which are designed for the standard WHO Phase II eval-
uation of insecticide-treated nets and IRS [17]. Experi-
mental huts were originally used to study the behaviour
of mosquitoes inside houses, but also used to evaluate the
effect of IRS [18]. The experimental huts used were the
West African type, of the Darriet model, that allows the
entry of mosquitoes through the slits but not their exit.
Each hut was 2.5 m long, 1.75 m wide, and had an interior
ceiling 2 m high. The walls were made of concrete blocks
covered with cement. The roof was made of corrugated
iron. A tarpaulin was stretched under the roof to reduce
heat in the hut and facilitate the capture of mosquitoes.
A 10 cm wide moat filled with water surrounded each
hut to prevent the entry of scavengers such as ants and
spiders. Six identical huts were built at the station. Five
huts were treated with insecticides using a backpack
sprayer and the sixth was left untreated as a control. The
absorption of the walls was 112 ml of insecticide per m?
and that of the ceiling (polyethylene), the entry slits, and
the door (painted metal) was in total 53.13 ml/m2. The
area of the walls to treat was 15 m?2 and that of the roof,
the doors, and the entry slits was 5.1 m2. To treat the
walls of the huts, 1.7 L of water was used. For the rest of
the huts, 270.8 ml of water was used. Using these mea-
sures, the five huts were treated according to WHO rec-
ommendations [19];

Figure 1 Experimental huts, Akron station. Courtesy CREC (Septem-
ber 2007).
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Hut 1: Bendiocarb (800 g/kg) at 200 mg/m?;

Hut 2: Deltamethrin (250 g/kg) at 25 mg/m?;

Hut 3: Alphacypermethrin (50 g/kg at 30 mg/m?

Hut 4: Fenitrothion (400 g/kg) at 2 g/m?2

Hut 5: Mixture of chlorpyriphos 250 g/L + deltamethrin
12 g/L at 560 mg/m?2and 25 mg/m?, respectively

Throughout the study, sleepers slept under untreated
bed nets.

Biological materials

The behaviour of mosquitoes in the presence of insecti-
cidal treatments was analysed on two samples of An.
gambiae: The wild populations of Akron area attracted to
sleepers inside experimental huts and wild An. gambiae
emerged from field collected larvae which were released
into the experimental huts. This last sample of mosqui-
toes was released during the period where there was
insignificant density of mosquitoes entering the huts. The
released An. gambiae were collected as larvae from the
study site, and reared at the same place, so that the tested
mosquitoes are not different from the wild population
entering the huts. On average 20-27 not-blood-fed
females of An. gambiae were released three times a
month at 20:00 hours for a total number of 60-80 Axn.
gambiae per hut.

Sleepers and mosquito collection

Before the beginning of the evaluation, a blank collection
of mosquitoes was carried out during two weeks in the
experimental huts to compare the natural attractiveness
between huts. Sleepers spent the same number of nights
in each hut. The collections were done by six volunteer
adult men, recruited by the CREC from the study area.
The collectors were rotated between the huts, sleeping
under a mosquito net from 21:00 hours to 06:00 hours. At
06:00 hours, mosquitoes were collected in the hut, using a
mouth aspirator in the veranda and the hut room. By
08:00 in the morning, collection in huts was completed.
All mosquitoes were put in netted plastic cups and trans-
ferred to the laboratory for identification. Mosquitoes
were identified into species using Coluzzi key [20] and
recorded as dead or alive, fed or unfed. Live mosquitoes
were held in plastic cups and delayed mortality was
recorded after 24 h. The effects of each treatment were
expressed relative to the control in terms of:

- Deterrence rate: percentage of reduction in the num-
ber of mosquitoes caught in treated hut relative to the
number caught in the control hut;

- Exophily rate: percentage of mosquitoes that have
escaped the hut and have taken refuge in the veranda trap
divided by the total number of mosquitoes collected in
the hut;

- Blood-feeding rate: percentage of blood fed mosqui-
toes collected divided by the total of mosquitoes collected
in verandah and hut;
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- Immediate mortality: percentage of dead mosquitoes
collected in the morning compared to total mosquitoes
collected in the hut;

- Overall mortality: general mortality: immediate mor-
tality + delayed mortality recorded after 24 h.

Collection of qualitative data

Over the course of the study, interviews were conducted
to identify any side effects of insecticide treatments on
the collectors. These interviews were conducted at the
end of the first and fourth month of collection.

Statistical analysis

The statistical analysis was conducted using SPSS (Ver-
sion 16.0). The effect of treatments was evaluated using
analysis of variance (ANOVA) to compare treatments to
the control.

Ethical approval

The present study received a formal approval from the
Ministry of Health of Benin and the Entomological
Research Centre of Cotonou (CREC). The consent of all
volunteers was required before their participation in the
study. Malaria prevention and curative treatments were
provided to all sleepers in the huts who showed symp-
toms of the disease.

Results

Attractiveness of huts before treatment

The homogeneity of attractiveness of the experimental
huts was verified using ANOVA on the numbers of mos-
quitoes caught in each hut prior to treatment. This analy-
sis showed (Figure 2) that the individual huts did not
differ significantly in terms of the number of mosquitoes
entering (p = 0.228 for An. gambiae and p = 0.257 for
culicine mosquitoes).

300
250
200

150
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ught 100
50

0 -

3 Anopheles
gambiae
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Hut number

Figure 2 Number of An. gambiae and culicinae mosquitoes col-
lected in the experimental huts (September 5-17, 2007) before in-
secticidal treatment (Sleepers spent the same number of nights
in each hut).
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Table 1: Data of wild Anopheles gambiae collected 2 months post-treatment IRS (September to November 2007)

Treatments Month Number of Deterrency (%) Exophily (%) Blood feeding (%) Immediate mortality (%) Overall mortality (%)
females caught
Rate ConfLim Rate ConfLim Rate ConfLim Rate ConfLim
Control 1 80 - 12,52 - 31,252 - 02 - 3,72 -
2 101 - 19,802 - 29,702 - 02 - 2,972

Bend 1 70 12,5 28,62 [14,49-42,30] 202 [12,13-31,85] 57,14¢ [48,65-69,86] 92,85 [85,76-99,65]
2 80 20,79 22,502 [9,80-28,85] 12,50 [3,05-19,05] 25bc [10,93-41,82] 68,75¢ [56,42-81,80]
Delta 1 55 31,25 45,4> [25,31-74,95] 18,182 [6,28-33,91] 32,72b [18,40-51,46] 72,72P [58,79-84,06]
2 76 24,75 26,312 [15,86-37,36] 23,682 [7,04-50,63] 15,78 [6,81-29,32] 31,57° [22,81-40,33]
A-Cyper 1 61 23,8 42,6 [24,62-61,36] 19,672 [6,65-33,45] 27,86P [16,29-44,95] 77,04> [59,85-95,52]
2 89 11,88 22,472 [15,18-31,77] 13,482 [6,88-21,50] 19,10° [10,98-29,85] 39,32° [34,33-44,32]
Féni 1 85 0 24,72 [13,16-39,70] 9,41 [3,03-17,35] 91,764 [84,30-96,87] 100¢ [100-100]
2 95 5,94 22,102 [14,20-28,93] 12,63 [4,14-20,38] 40c<d [30,73-52,55] 73,68¢ [64,41-82,95]
Chlor- Delta 1 85 0 17,62 [8,95-25,94] 10,58° [3,01-22,59] 95,34 [89,20-101,36] 100¢ [100-100]
2 70 30,69 25,712 [15,05-39,97] 11,42° [4,02-17,35] 44,284 [27,12-74,50] 78,57¢ [62,06-95,00]

Bend: Bendiocarb; Delta: Deltamethrin; a-Cyper: Alpha-cypermethrin; Feni: Fenitrothion; Chlor- Delta: Chlorpyriphos + Deltamethrin.

Conf Lim: 95% confiance limits
For a same parameter of the table, values which carry different letters in exposant were significantly differents (p < 0. 05).
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Results of collections after insecticide treatment
Deterrency and induced exophily

During the course of the first month after treatment, the
huts treated with deltamethrin and alphacypermethrin
had a significant deterrency for An. gambiae of 31.3% and
23.8%, respectively compared to the control hut (Table 1),
and for culicinae of 46.2% and 38.4% (Table 2). The deter-
rency of the huts treated with bendiocarb, fenitrothion,
and the chlorpyriphos-deltamethrin mixture were not
significantly different from the control hut (p > 0.05).
However, during the second month, the huts with delta-
methrin and the mixture of chlorpyriphos and deltame-
thrin had shown a deterrency for An. gambiae of 24.8%
and 30.7%, respectively (Table 2).

In addition to reduction of entry, the huts treated with
deltamethrin and alphacypermethrin induced significant
levels of exophily (p < 0.05) on wild An. gambiae (Table
1), as well as those released in the huts (Table 3). This was
not the case with other treatments, which were not sig-
nificantly different from the control (p > 0.05). However, a
significant increase in exophily was noted with bendio-
carb, fenitrothion and the chlorpyriphos-deltamethrin
mixture (p < 0.05). In the third and fourth months, the
exophily in huts treated with alphacypermethrin and the
chlorpyriphos-deltamethrin mixture increased from 42.3
to 55.9% and from 35.8 to 57.1%, respectively.

Blood feeding

The blood feeding rates of wild Anopheles entering the
huts treated with deltamethrin, alphacypermethrin, and
bendiocarb were not significantly different from the con-
trol hut during the first month (p > 0.05) (Table 1). Con-
trary to what was observed with wild Anopheles, with the
culicine and the released An. gambiae, the blood feeding
rates in all five insecticide treatments were significantly
less than that of the control (p < 0.05). In the second
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month, the blood feeding rates of mosquitoes in the Ben-
diocarb, fenitrothion and chlorpyriphos-deltamethrin
mixture huts were significantly less than the control hut
(p < 0.05). Over the third and fourth months, blood feed-
ing in the chlorpyriphos-deltamethrin mixture and feni-
trothion huts remained lower than that of the control (p <
0.05).

Immediate mortality

During the first two months, the immediate mortality
rates of mosquitoes in huts treated with deltamethrin and
alphacypermethrin were significantly higher than the
control (p < 0.05). During the second month (Table 3), the
mortality of released An. gambiae in hut treated with
alphacypermethrin (39.0%) was significantly higher than
that treated with deltamethrin (p < 0.05). For bendiocarb,
the immediate mortality during the first month was
clearly higher than that of deltamethrin and alphacyper-
methrin, but less than that of those of fenitrothion and
the mixture of chlorpyriphos and deltamethrin. During
the second month, the immediate mortality in the chlro-
pyriphos-deltamethrin hut (44.3% for wild An. gambiae,
Table 1) remained unchanged. The released An. gambiae,
in fenitrothion and the mixture chlorpyriphos-deltame-
thrin huts resulted in highest rates of immediate mortal-
ity, giving 74.4% and 70.6%, respectively. During the third
and fourth months, there was a complete decline of the
immediate mortality in huts with deltamethrin (6.4%)
and alphacypermethrin (3.1%). However, the insecticidal
effects of fenitrothion 68.6% and 71.1%, chlorpyriphos-
deltamethrin 61.2% and 28.6%, alphacypermethrin 3.4%
and 29.4%, and bendiocarb 69.5% and 10.9% remain con-
tinually high (Table 3).

Overall mortality

Over the first month, deltamethrin and alphacyper-
methrin showed good performance with high overall

Table 2: Data of wild Culex sp. and Mansonia sp. one month after IRS treatment (September to October 2007).

Treatments Number Deterrency (%) Exophily (%) Blood feeding (%) Immediate mortality  Overall mortality (%)
of (%)

females

Catches
Rate ConfLim Rate ConflLim Rate ConflLim Rate ConfLim
Control 975 - 30,762 - 19,482 - 0,302 - 2,562 -
Bend 550 43,58 27.272 [23,00-32,53] 16,36P [14,22-19,00] 19,09¢ [15,84-23,02] 38,36¢ [35,46-41,35]
Delta 525 46,15 33,332 [28,67-38,33] 14,28P [9,58-20,07] 8,5b [7,07-10,10] 20,95 [17,74-23,79]
a-Cyper 601 38,35 33,442 [31,74-35,72] 16,63 [9,24-24,02] 11,81b [5,57-18,05] 24,29* [14,57-33,72]
Féni 805 17,43 21,732 [18,41-24,63] 14,90 [13,91-15,77] 31,18¢ [27,80-34,13] 53,419 [50,14-56,37]
Chlor- Delta 850 12,82 27,052 [25,10-29,01]1 14,11 [12,79-15,45] 23,644 [22,26-24,86] 52,119 [49,22-55,21]

Bend: Bendiocarb; Delta: Deltaméthrin; a-Cyper: Alpha-cyperméthrin; Féni: Fénitrothion; Chlor- Delta: Chlorpyriphos + Deltaméthrin.

Conf lim: 95% confiance limits

For a same parameter of the table, values which carry different letters in exposant were significantly differents (p < 0, 05).
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Table 3: Data of Anopheles gambiae collected during 4 months after IRS treatment (September 2007 to January 2008)

Treatments  Month Number of females Exophily (%) Blood feeding (%) Immediate mortality (%) Overall mortality (%)
caught
Rate ConflLim Rate ConfLim Rate ConflLim Rate ConfLim
1 62 16,122 - 32,252 - 02 - 3,222 -
2 73 27,392 - 13,692 - 00 - 2,73 -
Control 3 73 6,842 - 10,952 - 02 - 4,102 -
4 49 42,852 - 10,202 - 00 - 6122 -
1 60 25k [21,92-28,16] 25 [21,92-28,16] 50 [43,86-56,31] 81,664 [76,23-87,20]
2 48 33,336 [28,28-38,31] 10,412 [2,43-18,19] 72,914 [67,44-78,50] 81,254 [68,78-94,14]
Bend 3 72 51,38¢ [45,40-57,37] 8,332 [8,33-8,33] 69,44< [63,47-75,40] 77,77¢< [71,79-83,76]
4 46 63,044 [54,68-71,42] 4,342 [-5,11-14,01] 10,86 [1,82-19,85] 47,82 [35,72-60,11]
Delta 1 60 38,33¢ [29,55-47,26] 16,661 [7,31-19,24] 250 [21,92-28,16] 66,66 [62,45-70,95]
2 52 71,154 [68,80-73,47] 9,612 [1,57-17,60] 7,69° [-0,9385-16,4] 67,30¢ [59,88-74,76]
3 63 23,80b [23,81-23,81] 6,342 [-0,48-13,17] 6,342 [-0,48-13,17] 22,22b [15,39-29,05]
4 32 46,8720 [40,44-53,49] 9,372 [8,09-10,70] 3,122 [-10,00-16,07] 28,12b [24,26-32,09]
1 60 35¢ [30,70-39,42] 18,33¢ [10,71-26,02] 26,66 [22,15-31,11] 78,33 [71,68-81,75]
2 82 59,75¢ [57,66-61,82] 12,192 [7,60-16,73] 39,02¢ [34,39-43,65] 60,97° [56,34-65,60]
a-Cyper 3 78 42,304 [42,31-42,31] 5,122 [-0,37-10,63] 3,842 [3,85-3,85] 24,35 [18,85-29,86]
4 34 55,88bcd [38,81-73,31] 5,882 [-6,97-19,10] 29,41c [14,60-44,47] 35,29¢ [31,01-39,70]
1 70 27,14b [22,70-31,53] 24,28b [18,65-29,90] 42,85 [40,28-45,47] 85,714 [80,54-90,96]
2 43 67,444 [58,43-76,49] 11,622 [1,95-21,23] 74,44 [65,25-83,63] 83,72 [75,62-91,99]
Féni 3 54 22,22b [19,18-25,34] 3,7b [-4,31-11,73] 68,51¢ [56,65-80,65] 90,744 [76,47-105,37]
4 45 51,11bc [41,55-60,66] 4,442 [-511-14,01] 71,114 [61,55-80,66] 77,77f [65,99-85,11]
1 80 25b [20,89-29,07] 26,25P [24,84-27,68] 46,254 41,64-50,86] 81,254 [72,79-89,80]
2 68 58,82¢ [53,40-64,26] 8,822 [8,28-9,40] 70,584 [66,09-75,15] 82,354 [76,92-90,67]
Chlor- Delta 3 67 35,82¢ [33,56-38,09] 4,47 [4,19-4,77] 61,19 [55,50-66,89] 88,05¢ [81,93-94,21]
4 49 57,14< [45,17-60,66] 2,04° [-6,88-11,05] 28,57¢ [20,57-36,53] 63,26 [60,07-66,41]

Bend: Bendiocarb; Delta: Deltaméthrin; a-Cyper: Alpha-cyperméthrin; Féni: Fénitrothion; Chlor- Delta: Chlorpyriphos + Deltaméthrin.
Conf Lim: 95% confiance limits
For a same parameter of the table, values which carry different letters in exposant were significantly differents (p < 0, 05).
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mortality of 72.1% and 77.0 on wild An. gambiae (Table
1). Fenitrothion and the chlorpyriphos-deltamethrin
mixture had the highest mortality rates with 81.3% and
85.7%, respectively on wild An. gambiae (Table 3) and
52.1% and 53.4% on culicine (Table 2). A higher overall
mortality rate was found in the hut treated with bendio-
carb (92.8%), the chlorpyriphos-deltamethrin (100%), and
fenitrothion (100%) on wild An. gambiae. During the sec-
ond month, the effect of deltamethrin and alphacyper-
methrin was reduced to 31.6% and 39.3%, respectively.
However, the residual effects of carbamates and organo-
phosphates remained high until the third month with
mortality rates of 77.8% for bendiocarb, 90.7% for fenitro-
thion and 88.1% for the mixture chlorpyriphos-deltame-
thrin. Over the fourth month, the overall mortality with
deltamethrin treatment declined to 28.1% while fenitro-
thion had the highest rate at 77.7%, followed by the chlo-
rpyriphos-deltamethrin ~ mixture, bendiocarb, and
alphacypermethrin.

Side effects of the treatment on sleepers

A regular follow up of side effects of the insecticide treat-
ments on sleepers was conducted using a questionnaire.
Certain complaints were registered during the first
months when the sleepers spent the night in the huts
treated with fenitrothion and the chlorpyriphos-deltame-
thrin mixture. The effects noted were irritating action to
the eyes and nose.

But no negative effects were noted during the fourth
month. However, the sleepers noticed that the treatments
were reducing the biting nuisance of mosquitoes in the
treated huts than in their own homes or the control hut.
In response to the question "Would you like to continue
the experiment?" all responded "yes."

Discussion

The initial collections before the insecticide treatments in
the huts revealed that the huts were not significantly dif-
ferent in their attractiveness. However, huts 2 and 5 col-
lected the fewest mosquitoes. Hut 6 caught the most
culicinae and hut 3 caught the most An. gambiae. These
effects were probably due to the proximity of the huts to
the larval sites.

The deterrency or reduction of entry rates for both An.
gambiae and culicinae was the most evident factor
observed in huts treated with the pyrethroids,
alphacypermethrin and deltamethrin. As for fenitrothion
and the chlorpyriphos-deltamethrin mixture, the reduc-
tion was very low and this may probably due to the fact
that organophosphates have not repellent action com-
pared with pyrethroids (deltamethrin and alphacyper-
methrin) [21]. However, the entry rate in the hut treated
with bendiocarb was reduced compared to that of
organophosphates. Natural exophily (in the control hut)
of An. gambiae varied throughout the study. The lowest
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rate (6.8%) was observed in 319 month after treatment and
the highest rate the following month (42.8%). It is very
difficult to explain this variation in behaviour as both
rates take place during the same period. These months
correspond to the beginning of the dry season and do not
seem to result from changes of behaviour in humans or
mosquitoes.

The induced exophiliy (in the treated hut) of wild An.
gambiae was the highest in huts where walls were treated
with alphacypermethrin and deltamethrin as a result of
the repellent effect pyrethroids, which was not observed
with carbamates and organophosphates. In contrast, the
induced exophily on released An. gambiae in huts treated
with fenitrothion and the chlorpyriphos-deltamethrin
mixture was relatively high. The strong exophily due to
the carbamates and organophosphates on these speci-
mens might be explained by the fact that the An. gambiae
released in the huts had lost their vigour after being
reared in the insectary. The effect of the chlorpyriphos-
deltamethrin mixture could be explained by a synergy
between the two products. Similar results were found
when testing combinations of non-pyrethroid insecti-
cides and a repellent (DEET), an organophosphate (chlo-
rpyriphos methyl) and an oxadiazine (Indoxacarb) alone
or in combination with pyrethroids on resistant mosqui-
toes [22-25].

The treatment of the huts with insecticide did not pre-
vent a proportion of mosquitoes from taking a blood
meal. This blood meal was facilitated by the fact that the
mosquito nets used to protect sleepers were not treated.
The fact that deltamethrin, alphacypermethrin, and ben-
diocarb did not significantly reduce blood feeding com-
pared to the control might be explained by the significant
immediate mortality in the other two insecticides during
the first month, fenitrothion (91.7%) and the chlorpy-
riphos-deltamethrin mixture (95.3%) (p < 0.05). In these
cases, mosquitoes entering the huts could also have been
killed before being able to blood feed.

The mortality of culicinae was only 53.4% with fenitro-
thion in the first month; this can be explained by the
resistance of culicinae, largely Culex and Mansonia spp.
Resistance to organophosphates, carbamates, and pyre-
throids has been reported in Culex quinquefasciatus in
West Africa [9]. Moreover, in Ladji (south of Bénin) high
frequencies of resistance to permethrin, DDT and carbo-
sulfan were recorded in Cx. quinquefasciatus [26). How-
ever, the An. gambiae were strongly affected by
fenitrothion, the mixture of chlorpyriphos-deltamethrin,
and bendiocarb. The difference between carbamates,
organophosphates and pyrethroid insecticides can be
explained by the current emergence and widespread
resistance of An. gambiae s.l. to pyrethroids that we men-
tioned earlier [10]. Other than the complaints about feni-
trothion and the chlorpyriphos-deltamethrin mixture
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that caused certain minor problems in the beginning of
the first month, there was no other complaints recorded
about the pyrethroids or bendiocarb afterwards. These
experiences were noted and confirmed by the sleepers. It
should be noted that chlorpyriphos is not recommended
by the WHO for indoor residual spraying [20].

Conclusion

After four months experiment of indoor residual spraying
treatments in experimental huts, fenitrothion, chlorpy-
riphos-deltamethrin mixture, and bendiocarb were
shown to be effective insecticides for controlling pyre-
throid-resistant Anopheles. They showed to be effective
alternatives to pyrethroids for indoor residual spraying.
Bendiocarb decayed in less than four months, showing a
short-life on cement walls, but still seems a promising
insecticide to control resistant vectors. A micro-encapsu-
lation formulation of bendiocarb will make it last longer
in treated supports. Reports from Equatorial Guinea,
Namibia, Mozambique, Mexico, and India showed good
performance of bendiocarb as an indoor residual spray-
ing treatment against mosquito vectors. The mixture of
chlorpyriphos and deltamethrin is not yet registered with
the WHO and cannot be imported for public health pur-
poses. Fenitrothion was an effective product, but the side
effects were not appreciated by the sleepers, however
reports on fenitrothion indicated its better personal pro-
tection effects than Bendiocarb.
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Malaria is among the main problems of public health in Africa. In Benin, indoor residual spraying (IRS)
of bendiocarb has been proposed by the National Malaria Control Programme in the districts of
Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme to help eradicate the malaria-causing mosquito. Prior to
implementing an IRS program, a study of the local physical and sociological environment was assessed
to identify the existing limits of this strategy. Cross-sectional study was conducted in April 2008. A total
of 3,228 persons (adult male and female heads of household) were included in the study through
systematic random sampling procedure for household survey. Both qualitative and quantitative
methods were applied for data collection. The findings showed that the mosquito bite was the most
feared (54.4%) for all districts. The most popular practices used for malaria treatment were traditional
(56.3%) and modern (43.7%) medicine. IRS was accepted by 98.7% of respondents. Most of the walls
(71.5%) were smooth and lend themselves well to the insecticide treatment. Habitats made of bamboo
and straw were not appropriate for IRS due to pollution and poisoning risks. Free distribution of
insecticide treated nets was the strategy recommended for households of these types of habitat.

Key words: Malaria-causing mosquito, questionnaire-based interview, indoor residual spraying (IRS),

insecticide-treated net, Benin.

INTRODUCTION

Malaria is an environmental problem inducing negative
impacts on both the health and economy in tropical coun-
tries. Global resource requirements for malaria control
were estimated to exceed US$ 5 billion a year between
2010 and 2015 (WHO, 2010). Despite considerable
worldwide efforts made in recent years to control malaria
(Feachem and Philipps, 2009), the disease is still a major
public health problem with nearly 250 million cases and
about one million deaths each year. In 2007, malaria was
declared to be the most important disease in Benin,
leading to 43% of all medical consultations and 29% of

*Corresponding author. E-mail: pagergil@yahoo.fr. Tel: (229)
21330825. Fax: (229) 21308860.

hospital admissions (MS, 2007b). Unfortunately,
Plasmodium falciparum resistance to antimalarial drugs
(Le Bras, 1999) and resistance of Anopheles gambiae to
pyrethroids (Elissa et al., 1993; Chandre et al., 1999;
Akogbeto and Yakoubou, 1999; Corbel et al., 2007;
Yadouleton et al., 2010) used to treat mosquito nets,
undermine efforts to cure the disease all over the world.
In April 2000, because of this serious situation, the Heads
of States and Governments of the African Union
emphasized the need to increase efforts for controlling
malaria. In April 2008, the United Nations put forward a
vision of halting malaria deaths by ensuring universal
coverage of malaria strategies by the end of 2010. The
goal was for malaria vector control tools to be made
available to all people at risk of malaria, especially
women and children in Africa, and for all public health



facilities to be able to provide effective malaria diagnosis
and treatment (WHO, 2010). In such a context, the
Ministry of Health of Benin and the National Malaria
Control Program (NMCP) decided to establish a program
to achieve this aim during the period 2011 to 2015 as part
of its national malaria control strategic plan. The choice,
by the related authorities in Benin, of indoor residual
spraying (IRS) as a malaria control method, was based
on the need to reinforce the action of the long-lasting
insecticidal treated nets (LLITNs). Before extending the
strategy to the national level, four districts in Oueme
region namely Seme-Kpodji, Dangbo, Misserete and
Adjohoun, were selected for a first trial. Malaria was
stable in Oueme region. People were more vulnerable to
malaria infection as compared to the people of other
areas (MS, 2007b) due to fact that Oueme region was
wet, covered with forests and crossed by perennial rivers
and streams. In Africa, the major reasons for the
persistence of malaria may be associated with the socio-
economic situation (Farid, 1980). Social issues including
people’s perceptions and their coping strategies were not
taken into account while planning and implementing the
malaria eradication/control program. Previous studies
(Ongore et al., 1989; Greenberg et al., 1989; Yeneneh et
al., 1993; Aikins et al., 1994; Shey et al., 2011) show that
the general public’s knowledge on the cause of malaria
and other determinants in Africa are poor. Analyses,
using the outcomes from knowledge, attitudes and
practices (KAP) studies of communities, have become
important in malaria control interventions (Kyawt-Kyawt
and Alan, 2004). Malaria vector control programs must be
tailored to fit the local needs of the community, based on
the information collected from such analyses (Ongore et
al., 1989; Hla-Shein et al., 1998). The results of these
types of studies could be incorporated into the decision
making processes, the design of interventions with active
community participation, and the implementation of
vector control activities (Nieto et al., 1999). No knowledge
and practices relating to malaria data from Oueme were
available. Recent data are few and go back up to the
year 1996 (Akogbeto and Feliho, 1996) and 2000 (Kiniffo
et al.,, 2000). Thus, in order to collect baseline data
related to the practices against mosquitoes, malaria
knowledge of the people and types of human dwellings,
surveys were performed during April 2008 in the study
area before implementing indoor insecticide spraying.
This paper reports these baseline data.

METHODS
Study areas

The study sites are located in Benin (West Africa) and include the
four districts Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme- Kpodiji, part
of the Oueme region (Figure 1). The total population of those
districts is 310,400 inhabitants (INSAE, 2004). All four districts
cover an area of 977 km? and have 64,799 households with 62,890
children aged 0 to 5 years, spread in 174 villages (INSAE, 2004).
The cumulative incidence of malaria (number of new cases of
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malaria in the year 2006 divided by the size of the population
initially at risk) is 143.8 cases per 1,000 persons in Oueme region
which ranks second in the country after Littoral region (146.6 cases
per 1,000 persons) (MS, 2007b). The rate of use of health services
in Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme was 32, 41, 20 and
40% respectively (MS, 2007a). The four districts are characterized
by a sub-equatorial climate, with two dry seasons (August-
September and December-March), and two rainy seasons (April-
July and October-November). The monthly average temperatures
extend from 26 to 31°C. Each district just like Oueme region, was
characterized by two types of environments:

1. The first is a highland zone situated far from flooding areas.
Mosquito breeding sites are created particularly during the rainy
seasons.

2. The second environment is represented by a swampy zone
named peripheral area and is made up of marshy land converted
to vegetable gardens. Land management in this vegetable growing
area creates perfect breeding site for An, gambiae.

Sampling

According to the characteristics ecological and sociological data
relating to the prevention and management of malaria, ten
representative villages were selected in each district. The sample
size was determined using the formula proposed by Wayne (2005):

nT
1

-
I

N=required sample size; t=confidence level of 95% (typical value,
1.9); p=estimated prevalence of malaria in the area; M= error
margin of 5% (typical value 0.05%).

Considering the absence of any reliable statistical data on the
prevalence of malaria, this parameter was estimated at 50%
(Wayne, 2005; Seck et al., 2008; Albouy-llaty, 2009) for each
district. Hence, the sample size calculated was N = 384. Five
percent were added to this value to reflect contingencies such as
non-response or recording errors. This size was then multiplied by 2
to reduce the cluster effect (Seck et al., 2008) and the obtained
value was 807 individuals per district.

Surveys

It is a cross-sectional study, descriptive and analytically based on
cluster sampling, conducted in April 2008 during a period of three
weeks. The survey consisted of 3,228 individuals including adult
male and female heads of household (family unit). The
respondents’ consent was sought and gained by explaining the
aims of the study. The questionnaire was administered to them by
trained interviewers. The questionnaire contained items on
educational level of the heads of household, their perceptions
related to mosquito discomfort (bite, malaria) common practices
used for malaria prevention (ITN, IRS) and treatment (traditional
medicine and modern antimalarial drugs) and the type of habitat
(roof, ceiling, wall nature, wall surface). Subjects who could not
read or write or understand French language were communicated
to in “Ouémé” — the local language of the Oueme region. The
statistical unit was the head of household. During each interview of
head household, observations were focused on both conditions and
status of his habitat type: space between wall and roof, crack in
wall, hole in ceiling, wall nature (cement, banco) as well as wall
surface (smooth, rough). Only sleeping quarters were considered
during the investigation. Apart from individual information collected
through the questionnaire, a focus group (Krueger, 1994) involving
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Figure 1. Map of study area.

opinion leader (size of 10) was conducted in each village to better
understand the attitudes of the people, their comprehension and
their perceptions of LLINs and the IRS.

Statistical analysis

Responses and information obtained from the survey were entered
in computer using Microsoft Office Excel 2007 for windows. Then,
simple descriptive statistics such as frequency and percentage of
variables were computed and cross-tables were produced using
SPSS (Version 16.0) software.

A chi-square test for the comparison of proportions was
performed to compare the proportions of each variable related to
each region. For binary outcome variables, a multivariate logistic
regression mixed model was used to test association between
knowledge of the IRS with the 3 covariates (sex, education level,
and medical practices) on the one hand, and association between
acceptances of IRS, with the previous 3 covariates on the other
hand. The level of significance was 0.05.

RESULTS

Knowledge, attitudes and practices of the population
related to malaria and its vector

Females constituted 75.9% (n=2450) of the 3,228 heads
of households that were interviewed. 42.5% respondents
were illiterate (Table 1). The highest illiteracy rate was
observed among women and was 60.1 against 49.2% for
men. The mosquito bite is the most feared (54.4%) for all
districts. The knowledge on the cause of malaria was
relatively poor in four districts and was 21.8, 34.2, 26.3,
and 35.8% in Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme,

OMEY- CAL/AW

a,;_

50-

respectively (Table 1). 953 (29.5%) participants in all
districts stated that malaria is caused by a mosquito bite
compared to 2275 (70.5%) who did not know the correct
cause of malaria. However during group discussions,
some people reported: "l suffer mosquito bites. When a
mosquito bites me, | spend endless minutes scratching
the part where | was bitten."

Like home remedy, practice of self-treatment for mala-
ria was popular in south of Benin. In all the districts, the
practice of traditional medicine (56.3%) for malaria cases
was significantly higher than the practice of modern
medicine (43.7%) (Table 1). During the focus group
discussion, the participants argued that: "It was unwise to
attempt self-medication by using traditional medicine or
modern drugs in case of malaria fever. Because we are
poor and have no means to visit the hospital for treatment
appropriated. In addition, hospitals are rare and very far
from us. But after several days of symptoms recognition
when self-treatment failed to cure illness, we visit the
hospital for treatment. "

Mosquito nets and others measures used by people
to fight against mosquitoes

In the study area 1,042 persons (32.3%) slept under
mosquito impregnated nets and 695 (21.5%) under
ordinary nets (Table 2). Mosquito nets (53.8%) and spiral
(27.6%) were the main means of prevention used against
mosquito bites. Some people have a feeling of heat
(12.3%) when sleeping under a mosquito net (Table 2);
for others, it was the feeling of suffocation (0.7%). Some
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Table 1. Rates (%) of education level, individuals perceptions and practices of the population related to malaria and its vector, according to

localities.
Variable Adjohoun Dangbo Misserete Seme Total
N % N % N % N % N %
Educational level Can read and write 381 47.2° 306 37.9° 344 42.6° 342  42.3% 1373 42.5°
Cannot read and write 426 52.7° 501 62° 463 57.3° 465 57.6° 1855 57.4°
Any 3 04 0o 0.0° 3 0.4° 9 1.1° 15 0.5°
Perceptions about  Bite 479 59.4° 415 51.4° 491 60.8° 372  46.1° 1757 54.4°
mosquito Malaria 176 21.8° 276 34.2° 212 26.3° 289 35.8° 953 29.5°
discomfort Insomnia 61 7.6° 26 3.2° 35 43° 54  6.7° 176  5.5°
Noise 88 10.9° 90 11.2° 66  8.2° 83 10.3° 327 10.1°
Medicine used Modern medicine 353 43.7° 355 447 350 43.40° 353 43.70% 1411 43.7°
against malaria Traditional medicine 454 56.3° 452 56" 457 56.6° 454 56.3° 1777 6.3°

Within rows, means followed by the same letter do not differ significantly (p < 0.05, chi-square test).

respondents used the spirals (27.6%) and aerosol sprays
(10.7%) to replace the nets. Smoke (2.4%) and local
plants (2.4%) were less used (Table 2). The practical use
of window net, smoke, local plants, ointment and cover
were in similar proportions (Table 2) and the practices
have been uniform from one district to another.

The group discussions indicated that most of those
treated bed nets came from the campaign conducted by
the NMCP to distribute free long lasting insecticide
treated nets (LLITN). During group discussions, some
participant said: "Mosquito nets were recently distributed
to us the poor, so that the whole family can have nets."
Another one added: "The free distribution of mosquito
nets initiated by the President of the Republic should
continue so everyone can have nets." More than half of
the population (61%) believed that nets reduced man-
mosquito contact (Table 2). Furthermore, 23.7% of
respondents made the connection between LLITN and
malaria reduction while 11.1% associated LLITN with
reduction of others disease (Table 2).

Perceptions and acceptability of populations for IRS

61.5% of total respondents knew IRS (Table 3), but the
highest rate was observed in Seme (74%) and the lowest
in Dangbo (54.9%). 43.4% of respondents believed that
IRS contributed to reducing mosquitoes (Table 3). This
was also revealed during the focus group discussion:
"When the day of spraying approaches, we are warned
and we put pets away. Mosquitoes and other insects
such as cockroaches were killed by IRS in treated
homes”. A low proportion (9.7%) of respondents said
that, IRS helped to lower malaria transmission but 66%
mentioned no problem with IRS. Furthermore, some
respondents attributed bad odors (8.8%) and toxicity
(24.1%) to IRS (Table 3). Others responded: “Yes to
insecticide spraying, to rid us of mosquitoes that disturb

our peace. But the insecticide dose should be moderate
and do not deceive us by using a dye instead of an
insecticide. Tell us what product you want to use. No side
effects of insecticide on humans and the environment”.
Moreover, the acceptability rate of IRS was very high
(98.7%) in all districts.

Relationship between perception of IRS and sex,
level of education and medical practices

The multivariate logistic regression performed to test
associations between knowledge of IRS and the 3
covariates of sex, level of education and medical practice
indicated that the odds ratio (OR) associated with the sex
was 0.62 with 0.53 to 0.74 as interval confidence and p-
value =0.0 (Table 4). This reflected a significant asso-
ciation between sex and knowledge of IRS and showed
that women knew IRS better than men. There was also a
significant association between educational level and
knowledge of IRS (OR = 1.84 [1.58 to 2.15] p-value =0.0)
(Table 4). Literate respondents were more familiar with
the IRS than the illiterate. Knowledge of IRS was also
significantly associated with the medicinal practice (OR =
0.75 [0.65 to 0.87] p-value =0.0) used after adjusting for
sex and level of education. This association was consis-
tent with a better understanding of IRS among practi-
tioners of traditional medicine than modern medicine. But
the association between acceptance of IRS and sex was
not significant (OR = 1.18 [0.54 to 2.58]) (Table 5). The
acceptance level of IRS in men did not differ significantly
from that in women. There was also a non significant
association between acceptance of IRS and medicinal
practical used (OR = 0.85 [0.45 to 1.59]) (Table 5).
However, there was a significant association between
educational level and acceptance of IRS (OR = 2.70 [1.27
to 5.74]) (Table 5). The level of IRS acceptance among
the literate was significantly higher than among illiterate.
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Table 2. Measures used by people to fight against mosquitoes, benefits and disadvantages of ITN according to localities.

Variable Adjohoun Dangbo Misserete Seme Total
N % N % N N % N % N
Cover 18 2.2° 16 2° 6 0.7° 12 157 52 1.6°
Impregnated nets 257 31.8° 279 34.6' 241 29.9° 265 32.8° 1042 32.3'
Local plants 20 25° 18 22° 21 26° 18 2.2° 77 24°
Measures used by iniments 9 1.4° 9 1.1° 7 0.9° 7 0.9° 32 1P
people to fight . d d ¢ ¢ d
. , Ordinary nets 168 20.8 157 19.5 190 23.5 180 22.3 695 21.5
against mosquitoes Smok 24 3° 2 27° 15 1.9 17 217 78 24°
moke . . . R
Spiral 224 27.8° 225 27.9° 227 28.1° 215 26.6% 891 27.6°
Spray 84 10.4° 78 9.7° 95 11.8° 88  10.9° 345 10.7°
Window net 3 04%® 3 04 5 06° 5 06" 16 0.5%
Reduction of diseases 94 11.6° 93 11.5° 75 9.3° 95 11.8° 357  11.1°
Reduction of mosquitoes 494 61.2° 475 58.9° 520 64.4° 480 59.5° 1969 61°
Benefits of ITN Reduction of insects 26 3.2° 31 3.8° 30 3.7° 30 3.7° 117 3.6°
Reduction of malaria 187 23.2° 203 25.2¢ 177  21.9° 197 24.4° 764 23.7°
Others 6 07° 5 06° 5 06° 5 0.6° 21 0.7
Any 693 85.9° 693 85.9° 695 86.1° 693 85.9° 2774 85.9°
Disadvantage of Heat 100 12.4° 100 12.4° 95 11.8° 101 12.5° 396 12.3°
ITN Suffocation 6 0.7° 6 0.7° 6 0.7° 5 0.6° 23 0.7°
Others 8 1° 8 1° 11 1.4° 8 1° 35  1.1°
Within rows, means followed by the same letter do not differ significantly (p < 0.05, chi-square test).
Table 3. Rate (%) of individuals perceptions and acceptability of populations for IRS.
Variable Adjohoun Dangbo Misserete Seme Total
N % N % N % N % N %
Know 459 56.9° 443 54.9° 486 60.2° 597 74° 1985 61.5°
Knowledge of IRS a a a a a
Do not know 348 43.1 364 45.1 321 39.8 210 26 1243 385
Any 540 66.9° 534 66.2° 531 658" 525 65.1° 2130 66°
RS disadvantage Bad odor 68 8.4° 70 8.7° 73 9 73 9 284 8.8°
9 Do not know 9 1.1 8 12 10 1.2 10 1.2 37 1.1°
Toxic 190 23.5° 195 24.2° 193 23.9° 199 24.7° 777  24.41°
Do not know 31 3.8° 25  3.1° 19 2.4 29 3.6° 104 3.2°
Reduction of disease 91 11.3° 85 10.5° 79 9.8° 108 13.4° 363 11.2¢
RS advantage Reduction of mosquitoes 335 41.5° 392 48.6° 331 41° 342 424" 1400 43.4'
9 Reduction of insects 260 32.2° 226  28° 277 34.3° 242  30° 1005 31.1°
Reduction of malaria 75 9.3° 67 8.3° 90 11.2° 80 9.9° 312 9.7°
Others 15  1.9% 12 1.5° 11 1.4 6 0.7° 44 1.4°
RS acceplance No 11 1.4° 10 1.2° 13 1.6 7 09° 41 1.3°
P Yes 796 98.6° 797 98.8° 794 98.4° 800 99.1° 3187 98.7°

Within rows, means followed by the same letter do not differ significantly (p < 0.05, chi-square test).

Type of habitat seen and their state

Human dwellings were mostly built with concrete and

mud supports in all four districts (Figures 2 and 3).
Indeed, among a total of 5,164 houses surveyed, 54.3%
(2,807/ 5,164) were made of cement and 30.5% of clay.
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Table 4. Associations between knowledge of IRS and sex, level of study, practice of

medicinal.

Covariates Estimated coef. p-value OR and Cl 95%
Intercept 0.47652 0.007

Sex (male) -0.47167 0.00 0.62 [0.53 - 0.74]
Level (>CM1) 0.61188 0.00 1.84 [1.58 - 2.15]
Medicine (modern) -0.28839 0.0001 0.75[0.65 - 0.87]

Level > CM1 (CM1=5th year of primary school): can read and write; OR: odds ratio; Cl:

confidence interval.

Table 5. Associations between acceptance of IRS and sex, level of study, practice of medicinal.

Covariates Estimated coef. p-value OR and Cl 95%
Intercept 4.0713 0.000

Sex (male) 0.1682 0.673 1.18[0.54 - 2.58]
Level (>CM1) 0.9940 0.009 2.70[1.27 - 5.74]
Medicine (modern) -0.1610 0.616 0.85[0.45 - 1.59]

Level > CM1 (CM1=5th year of primary school): can read and write; OR: odds ratio; Cl: confidence

Interval.

Figure 2. A) Mud habitats at Dangbo; B).Habitats of bamboo and concrete built side by side in the Aholouyeme district of
Seme.

Those that were built of bamboo and wood represented
only 11.1 and 3.7% respectively. If Dangbo was
characterized by the most modest of houses with the
highest proportion of mud huts (40.7%), Seme however,
was relatively more advanced with the highest proportion
of concrete homes (73.4%) (1,125/ 1,531). While most of
the concrete and mud walls (71.5%: 3,693/ 5,164) were
smooth with surfaces that lent themselves well to
insecticide treatment, 28.4% were rough surfaces. The
rough walls were mainly those that were made of clay
(30.5%). Only 10% of the houses that were visited had
openings that facilitated the entry and exit of mosquitoes
(Figures 4 and 5). These were spaces between the wall
and roof, cracks through the walls and holes in ceilings.

DISCUSSION

It was observed that majority of respondents have mis-
conceptions regarding the cause of malaria in all localities
surveyed. Only 29.5% respondents associated malaria with
mosquitoes. Similar to previous studies in Nigeria (Okeke
and Okafor, 2008) and in Ndu community of Cameroon
(Shey et al., 2011), it was perceived in the culture of
southern Benin communities that the sun was one of the
major causes of malaria. This has led to malaria being
called "disease of the sun" translated in the local lan-
guage: "Wéssivo zon". Most of the respondents have no
idea how mosquitoes acquire parasites and transmit
them from one person to the other. These findings
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Figure 3. Numbers of habitat types (based on the nature of supports) met in each district
(Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme).
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Figure 4. Proportions of sleeping rooms according to whether they are or not fitted with holes in
the ceiling, crack in the wall and space between the wall and roof.

suggest a need for a health education program aimed at the present study, 54.4% of those interviewed mentioned
the local community to enhance the success of IRS. In the bite as a main discomfort of mosquitoes. This is
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Figure 5. A) Habitat showing a lot of space between the rough wall and the roof with several cracks in the wall
(Dangbo); B) habitat with a ceiling and smooth wall without cracks or spaces (Dangbo).

similar to a previous study conducted in Bouake commu-
nities, where the major bother was the mosquito nuisance
caused by their painful stings and the disturbances of
sleep that result from their noise (Doannio et al., 2004).

Otherwise, self-medication was found to be a common
practice in the four districts, with the use of traditional
medicine or drugs purchased from drug sellers which
were administered inappropriately. It is only when home
treatment fails that the patient is taken to a health center.
This situation confirmed the statistical data of Health
Ministry about the use of health services (32, 41, 20 and
40% in Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme respec-
tively). These results were similar to previous studies
conducted in Togo (Derming et al., 1989) and Tanzania
(Kinung'hi et al., 2010). The reasons for non-utilization of
health facilities in this study could be explained by non-
availability of a doctor, poor attitude of staff, lack of
access because of cost, prolonged waiting time,
unavailability of drugs and distance from home (lgun,
1987; Ruebush, 1995; Okeke et Okafor., 2008). The
implementation of IRS is an opportunity to strengthen
contacts between the staff of health services and rural
communities.

The diversity of practices on vector control in all
districts was similar to the findings of Doannio et al.
(2004) in Kafine (Cote d'lvoire). This diversity of practices
in the four districts could be explained by the rich
experience of the population in home treatment and the
promotion of LLITNs justified by the relatively high rate of
net use (53.8%) and other means of protection against
mosquito  bites  (spirals and aerosols). These
interventions to improve home management in our study
community will be very beneficial for implementation of
IRS. Nevertheless, it is very surprising that in this study,
23.7% of respondents associated nets and malaria
reduction. This could be explained by misconceptions re-
garding the cause of malaria. However a study conducted
in Ghana (Agyepong and Manderson 1999) showed that
understanding of an association between mosquitoes

and malaria did not predict bed net usage and that the
primary reason for bed net usage pointed to avoidance of
the nuisance of mosquito bites and not necessarily for
prevention of malaria.

Moreover, the widespread use of spirals and aerosols
in the districts surveyed could be justified by the
availability on all markets of coils and aerosols, their
relatively low cost and the fact that they could be bought
on a retail basis. As for the repulsive gas plants, they
were rarely used (2.4%) probably because of their short-
term of effectiveness. Had it not been the relatively high
cost of nets, the utilization rate indicated (53.8%) would
have been higher. Furthermore, the heat, suffocation,
beliefs and taboos seemed to also be barriers to the use
of nets. Previous studies in northern Ghana reported that
seasonal factors, patterns of use, and questions of cost
were key factors likely to influence the dissemination and
effectiveness of bednets (Binka and Adongo, 1997).

The high rate of acceptability of IRS could be explained
by the rich experience of the population in home treat-
ment and the promotion of preventive measures against
malaria by the Ministry of Health. This acceptability could
be also justified by the memory of the benefits of IRS
operations, organized by the Ministry of Health between
1983 and 1989 in the south of Benin (Akogbeto, Univer-
sity of Abomey Calavi, Benin, personal communication).
However, some had a bit of suspicion especially regarding
the toxicity and odor of insecticides. Proper sensitization will
reduce community reluctance and the success of indoor
residual spraying will strengthen community practices in
the fight against malaria.

There was a significant association between sex and
knowledge of IRS and showed that women knew IRS
better than men. This finding was similar to other studies
(Raikes, 1989; Shey et al., 2011) and could be explained
by the responsibility of women to provide nursing and
health care for children. Men were not present due to
farm work. Education level influenced the knowledge of
the IRS. Educated respondents were  more
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knowledgeable than the illiterate (Sharma et al., 2003;
Comoro et al., 2003). Moreover, the practitioners of tradi-
tional medicine understood IRS better than practitioners
of modern medicine. Practitioners of traditional medicine
generally live in rural areas where mosquitoes are many
and malaria more endemic unlike the practitioners of mo-
dern medicine who live in urban environments that are
less favorable to mosquitoes. This would justify the fact
that they are less familiar protective measures in rural
areas (Jones et al., 2007).

The large number of houses built with mud substrates
in Dangbo, Misserete and Adjohoun, is due to the low
standard of living. This type of mud walls could require
the use of large quantities of insecticides during spraying,
due to its high porosity. But 71.5% of these walls were
plastered with a mixture of sand or cement, which could
reduce the degree of porosity. However, at Seme, most
of houses were built with cement. This kind of habitat was
also found in small proportions in Dangbo, Misserete and
Adjohoun, which was an advantage because smooth
surfaces were more readily available (Najera and Zaim,
2004). In Seme, there was no lateritic red ground and the
soil was mostly sand with vegetation dominated by palms
and coconut trees that were used to build homes of
bamboo and straw. This situation was similar in a few
villages of Dangbo and Adjohoun. These houses made of
bamboo and straw often had large openings that
facilitated the pollution by insecticide during the spray.
The desirable strategy for these types of houses was the
use of nets. Another disadvantage encountered in certain
households was the juxtaposition of houses of straw and
lateritic red ground or cement. This probably means that
two separate strategies (LLITN and IRS) will have to be
used for the same household.

Conclusion

In conclusion, self-medication was found to be a common
practice in Oueme region. The study has revealed
reasonable knowledge of preventive measure against
mosquitoes; however, there is a need for community
intervention program directed towards correcting miscon-
ceptions about the cause of malaria. Despite the diversity
of tools to prevent against mosquito bites, mosquito nets
were used in most of the areas. Commitment to the
implementation of a prevention strategy based on IRS is
total; 98.7% of those surveyed agreed with the campaign
and agreed to participate. A large segment of the houses
were conducive to IRS. However, the distribution of
LLITN to people was recommended to households that
did not meet the conditions for IRS. It was suggested that
an entomological and clinical investigation could be
conducted as a prelude to the implementation of the IRS
to complete the present study. This will help to know the
endophilic character of the vector and to assess the
effectiveness of the strategy, in order to share the
benefits with the vector control programs.
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Indoor residual spraying (IRS) has been proposed by the National Malaria Control Programme of Benin
in the districts of Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme. Up to date entomological data are
unavailable in these districts. To be effective, this measure must be based on the knowledge of biology
of the malaria vectors. To achieve this aim, vector collections were made in the study area. A total of
49.059 Culicidae were captured. Anopheles gambiae s.s accounted for 20.91% while Anopheles
funestus accounted for only 0.007%. An. gambiae s.s were molecular form M, resistant to DDT and
permethrin, but susceptible to deltamethrin (mortality 100%) and bendiocarb (mortality 100%).
Endophilic, blood feeding and endophagic rates were respectively estimated to be 65.74%, 53.23 and
70.18%. There was no seasonal variation of longevity, but the entomological inoculation rate ranged
from 0 to 0.73 infective bites/ person / night according to localities and seasons. This study confirms a
high spatial heterogeneity in mosquito distribution and shows that An. gambiae s.s is highly
endophagic and endophilic (feed and rest indoor) in south east Benin. While the vector remains
susceptible to deltamethrin, high levels of kdr suggest that the use of pyrethrinoid for IRS may be at
risk.

Key words: Anopheles gambiae, endophily, blood feeding, parturity, entomological inoculation rate, resistance,

IRS, Benin.

INTRODUCTION

The number of deaths attributed to malaria in 2008 was
estimated to 863,000 of which 89% were in the African
regions (WHO, 2009). Efforts, over several years, to
control malaria, have given disappointing results. A major
reason for failure is the resistance of the parasite,
Plasmodium falciparum, to drugs and of the vector,
Anopheles gambiae to pyrethroids used on insecticide-
treated (mosquito) nets (ITNs). Since Ivory Coast (Elissa
et al., 1993), vector resistance to pyrethroids has been

*Corresponding author. E-mail: pagergil@yahoo.fr. Tel: (229)
97289615/ (229) 64848595. Fax: (229) 21308860.

reported in Kenya, East Africa (Vulule et al., 1994),
Burkina (Chandre et al., 1999), South Africa (Hargreaves
et al.,, 2000) and Mali (Fanello et al., 2003). Others
studies conducted in Benin (Akogbeto and Yacoubou,
1999; Corbel et al., 2007, Yadouleton et al., 2010) also
indicated that Anopheles gambiae is highly resistant to
pyrethroids and DDT.

The roll back malaria (RBM) partnership was
established in 1998 to encourage African countries to
take further measures against malaria. In response,
Benin adopted a national strategy favoring large-scale,
integrated control measures, including ITNs for the
protection of vulnerable populations (children under 5
years and pregnant women) and indoor residual spraying
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(IRS) with bendiocarb. In support of this decision, the
Ministry of Health (MOH) and the president's malaria
initiative (PMI) of the USA Government agreed to spread
IRS on a regional basis. Initially, four districts (Adjohoun,
Dangbo, Misserete and Seme) in the department of
Oueme, southern Benin, were selected for IRS. This
vector control strategy must be implemented on the basis
of valid entomological research. No entomological data
from study area was available. Recent data from the
neighboring district (Cotonou) in relation with the biology
of Culicidae fauna and An. gambiae go all the way back
to 1950 (Huttel, 1950; Hamon, 1954) and 1992
(Akogbeto, 1992). Thus entomological data were
collected, as reference for the monitoring and evaluation
of the IRS effectiveness on the dynamic of Anopheles
populations and their behaviour, on malaria transmission
and the insecticide resistance required for a good
implementation of the IRS. To achieve this aim field
activities and laboratories research were carried out from
January 2008 to July 2008. This article reports the results
of this entomological study.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The study area is located in Republic of Benin (West Africa) and
includes four districts of the Oueme region: Adjohoun, Dangbo,
Misserete and Seme (Figure 1). The four districts cover an area of
977 km2 and an estimated 64,799 households. There are 62,890
children aged <5 years in 174 villages (INSAE, 2004). From 2002 to
2006, Oueme was the region with the highest rates of malaria-
associated mortality (MS, 2007). The region is characterized by a
sub-equatorial type climate. There are two ecological zones: a
plateau zone and a swampy zone. In the present study, the plateau
zone is referred to as the “plateau area”, and the swampy zone is
called “peripheral area” (Figurel). In the plateau area, mosquito
breeding sites are created particularly during the rainy seasons. But
the peripheral area is made up of marshy land converted to
vegetable gardens. Land management in this vegetable growing
area creates perfect breeding site for An gambiae, the main vector
of malaria which is highly resistant to pyrethroids (Padonou, 2008).
The practice of growing vegetable crops in all districts has resulted
in consumption of fertilizers and insecticides. The insecticides used
were DDT and pyrethroids until 1970 (Alphacypermethrin,
Cypermethrin and Deltamethrin) after the ban of DDT. Because of a
high density of mosquitoes in Oueme region, the use of individual
and collective measures (aerosol cans, plates for electric diffusers
and mosquito coils containing pyrethroids) to protect against
mosquito bites is widespread (Akogbeto and Yacoubou, 1999).
Houses in both areas are generally built in similar shape. These
houses are made of either mud or cement with large eave gaps
facilitating entry and exit of mosquitoes.

Field mosquito collection

The sampling was done in 4 villages (2 in the plateau area and
2 in the peripheral area) per district by window traps (WT), indoor
and outdoor human landing catches (HLC), indoor pyrethrum spray
catches (PSC), and by collection of larvae and pupae.

To estimate endophagy and entomological inoculating rate of An.

gambiae, mosquitoes collection by HLC were carried out during 14
surveys from January 2008 to July 2008 (6 in the dry season and 8
in the rainy season) every month for two consecutive nights per
survey (8 person-night per district per survey). Teams of collectors
were rotated among the collection points on different collection
nights to minimize sampling bias. Ethical clearance was granted by
the Ministry of Health of Benin and by Centre de Recherche
Entomologique de Cotonou (CREC). Informed consent from all
volunteers was obtained before their participation in the study.
Malaria prevention and curative treatments were provided to all
sleepers according to World Health Organization (WHO)
recommended regimen on the basis of fever and detectable P.
falciparum parasitemia.

The exophilic behaviour of mosquito population in the 4 districts
was monitored by setting a total of 32 WT with 2 traps per house.
Two mosquito catching sessions in each WT were organized each
month from 1800 to 0630 h. After collecting exophilic mosquitoes
from the WT, pyrethrum spray catches were done to collect indoor
resting mosquitoes.

Larvae and pupae were collected from breeding sites of
Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme within the peripheral area
and the plateau, using standard dipping method. Larvae and pupae
were reared to adults stage at Centre de Recherche Entomologique
de Cotonou (CREC) insectary and subsequently used for
bioassays.

Testing insecticide susceptibility

Females An. gambiae aged 2 to 5 days old were exposed to WHO
diagnostic dosage of various insecticides according to the standard
WHO testing protocol (WHO, 1998). The following insecticides were
tested: deltamethrin (0.05%), permethrin (0.75%), DDT (4%) and
bendiocarb (0.1%). Mosquitoes were exposed for one hour to
insecticide-treated papers and monitored at different time intervals
(10, 15, 20, 30, 45 and 60 min) to record the “knock-down”.
Mortalities were recorded after 24 h and the susceptibility status of
the population was graded according to the WHO recommended
protocol (WHO, 1998). All susceptibility tests were conducted in the
CREC laboratory at 26 to 29°C and 74 to 82% relative humidity.

Dead and surviving mosquitoes were separately stored in
individual tubes with silicagel and preserved at -20°C in the
laboratory, for further molecular characterization.

Plasmodium falciparum detection and molecular analysis of
mosquito samples

Anophelines were sorted and identified to species based on
morphological characters using standard identification keys (Gillies,
1968). The physiological age of adult female An. gambiae was
determined through dissection (Detinova, 1963).The head-thoraces
of females from HLCs were tested for the presence of circum-
sporozoite protein (CSP) of P. falciparum using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (Wirtz et al., 1987). In each locality,
a sub-sample of 25 to 35 An. gambiae of the permethrin- tested
specimens were processed by PCR concomitantly for identification
of species and molecular forms of An. gambiae (Favia et al., 2001).
Detection of Leu-Phe kdr and Ace-71R mutations in the same
samples were performed by PCR from genomic DNA (Martinez-
Torres et al., 1998; Weill et al., 2004).

Estimation of entomological parameters

The following entomological parameters were estimated; (1) Human
biting rate (HBR): the number of An. gambiae biting a person during
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Figure 1. Map of study area.

a given time period (bites/p/t) (time being night, month or year). (2)
Endophily rate: the number of An.gambiae at rest divided by the
total number collected by PSC and the window trap converted to a
percentage. (3) Blood-feeding rate: the percentage of blood fed
mosquitoes collected divided by the total number collected by
indoor PSC and the window trap. (4) Parous rate: the percentage
of the number of An.gambiae having laid eggs at least once,

divided by the total of An.gambiae females dissected. (5) The
sensitivity of An. gambiae insecticide was defined according to
WHO protocol (WHO, 1998). (6) Sporozoite rate: a ratio of the total
number of mosquitoes infected divided by the total number of
An.gambiae dissected. (7) Entomological inoculation rate (EIR): the
number of infective bites per person per night is calculated, by
multiplying the number of An.gambiae bites per person per night by
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Table 1. Diversity of mosquitoes species collected at Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme, during the dry (January to March 2008) and

rainy (April to July 2008) seasons (2 catch session per month).

Species Adjohoun Dangbo Misserete Seme Total
Nb Ds NbRs NbDs NbRs Nb Ds NbRs NbDs NbRs
Anopheles gambiae 124 1219 432 1966 198 1414 388 4518 10259
Anopheles funestus 0 1 0 1 0 1 0 0 3
Anopheles pharoensis 73 124 337 119 6 7 14 39 719
Anopheles ziemanni 0 0 9 4 0 0 0 5 18
Anopheles coustani 0 1 3 0 0 0 5 0 9
Culex quinquefasciatus 238 370 781 836 14 396 342 205 3182
Culex decens 30 150 187 1804 13 219 874 1640 4917
Culex nebulosus 197 706 100 1417 0 1306 1178 537 5441
Culex thalassius 0 88 41 13 0 0 0 0 142
Culex fatigans 0 0 0 0 0 7 0 0 7
Aedes aegypti 18 15 20 44 25 36 4 7 169
Aedes palpalis 1 15 0 16 3 108 0 0 143
Mansonia africana 7353 2404 7603 2815 1065 452 1793 542 24027
Mansonia uniformris 5 2 3 2 1 2 3 5 23
Total 8039 5095 9516 9037 1325 3948 4601 7498 49059

Nb Ds : Number in dry season ; Nb Rs: Number in rainy season.

the sporozoite rate.

Statistical analysis

Normality was tested by a Shapiro-Wilk test and we used a rank
sum test, Kruskal-Wallis to compare the variables of density,
endophagy and aggressivity between localities, between ecological
zones and between seasons. ANOVA was used for the analysis of
the means of endophily, gravidity and parturity. Comparison of the
kdr frequency among localities was performed using Fisher's exact
test with Genepop software. The significance level was set at 5%.

RESULTS
Species diversity

Four mosquito genera, comprising 14 species, were
collected and identified taxonomically: 4 Anopheles, 5
Culex, 3 Aedes and 2 Mansonia (Table 1). The Culicidae
fauna was present during the dry and rainy seasons and
at all localities. However, its composition and size vary.
Total culicidae captured was 49,059 of which 38,051
(77.56%) are Mansonia africana, Culex nebulosus, C.
quinquefasciatus and C. decens. The Anophelines
included An. gambiae s.l, representing 20.91% of all
Culicidae, An. funestus, representing only 0.007%, and
An. pharoensis, An. coustani and An. ziemani, at very low
percentages.

Endophilic and blood feeding rate
Endophily ranged from 60.9% at peripheral of Adjohoun

to 73.3% at Misserete. The overall comparison of
different rates showed no significant difference (Table 2).
Endophily was comparable from one locality to another
as well as between ecological zones. More than half
(53.2%) of the An. gambiae caught were blood fed and
38.8% were gravid. Significant variation (Table 2) in
blood feeding rate was observed between localities and
according to ecological zones (Table 2). In the plateau
area blood feeding rate was significantly lower at
Misserete (50.7%), Adjohoun (52.4%), Dangbo and
Seme (54.3%) than all other localities (Table 2).
However, it was higher at peripheral of Dangbo where
70.2% of mosquitoes blood fed. Blood fed females were
more common than gravid females throughout the study
area (Table 2).

Endophagy

A total of 896 HLC sessions yielded 9,068 An. gambiae.
6,364 An. gambiae were captured by indoor human
landing catch versus 2,704 An. gambiae collected
outdoors. Endophagy rate was estimated at 70.18%
(Table 3), that is approximately 3/4 of the An. gambiae
sampled preferred to take their meals inside the houses.
This relatively high degree of endophagy ranged between
59.78% (Misserete peripheral) and 79.57% (Dangbo
plateau) (Table 3) and characterized all localities. There
was no significant difference between localities and
between ecological zones (Table 3). This requires a
prevention strategy against aggressive mosquitoes inside
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Table 2. Endophily, blood feeding and gravid behaviour of Anopheles gambiae in Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme districts (May to July 2008).

Parameter
N o . o P ()
Adjohoun pl 84 58 26 44 69.45° [59.07-79.82] | 30.75°  [24.09-37.40] | 52.38% [50.37-53.62]
Dangbo pl 84 53 31 46 63.86° [51.98-75.73] | 36.59%° [33.91-39.27] | 54.33*° [50.36-58.29]
Misserete pl 84 52 29 43 62.12°  [53.33-70.91] | 34.19%®  [30.43-37.94] | 50.66° [44.85-56.47]
Seme pl 388 250 142 151 64.38° [57.59-71.16] | 36.60%* [29.66-43.54] | 54.33°  [43.74-64.92]
Adjohoun per 91 55 41 61 60.94° [52.48-69.40] | 44.72°"  [41.44-47.99] | 66.66° [61.89-71.43]
Dangbo per 82 50 38 57 61.87° [55.25-68.50] | 46.93°  [41.43-52.43] | 70.16° [62.05-78.27]
Misserete per 288 210 120 180 73.30°  [66.95-79.64] | 41.83™°  [39.00-44.66] | 62.16™° [58.10-66.22]
Seme per 90 55 35 52 61.38° [52.19-70.57] | 39.02° [32.81-45.22] | 58.33°™ [49.19-67.47]
Total 1191 783 462 634 65.74 [62.12-67.20] | 38.79  [36.86-40.79] | 53.23  [55.99-61.17]

pl: plateau; per :
superscript were significantly different (p<0.05).

peripheral; C I: 95% Confidence Interval; psc: pyrethrum spray catch; for a same parameter of the table values in column with different

Table 3. Human biting rate (HBR) and endophagy of An. gambiae by locality and ecological zone.

Locality Total number Number of man night Total number inside Endophagy (%)
Adjohoun pl 272 112 200 73.52%
Dangbo pl 328 112 261 79.57°
Misserete pl 136 112 88 64.70°
Seme pl 1692 112 1080 63.82%
Adjohoun per 896 112 592 66.07%
Dangbo per 1904 112 1375 72.21%
Misserete per 1104 112 660 59.78%
Seme per 2736 112 2108 77.04°
Total 9068 896 6364 70.18
Ecological zone
pl area 2428 448 1629 67.09°
per area 6640 448 4735 71.31%

pl: plateau; per : peripheral; for a same parameter of the table values in column with different superscript were significantly different

(p<0.05).

houses. and 21 infective bites in 7 months (January to July).

Lifespan and infectivity

The parous rate for An. gambiae ranged from 68.18 to
80.06% (Table 4a, b). The average parous rate was
77.10% with variations from one locality to another. At
Seme peripheral, the parous rate appeared higher
(80.06%) but comparable with other localities (Table 4b).
At Adjohoun peripheral the rate was lower (p <0.05).
There was no seasonal variation in longevity. The
entomological inoculation rate (EIR) ranged from 0 to
0.73 infective bites per person per night (Tables 4a, b).
Projecting this rate throughout the study period, it
appears that a man received theoretically between 14.7

However, EIR was higher in Seme (94.5 to 153.3
infective bites in 7 months) and Adjohoun peripheral
(100.8 infective bites in 7 months). These infections were
obtained between April and July during the main rainy
season. Between January and March (main dry season)
EIR was zero except Seme plateau and Dangbo plateau
(Table 4a) where one person received respectively 3.6
and 1.8 infective bites in three months.

Sensitivity, kdr genotype, species and molecular
forms of Anopheles gambiae

Bioassays using non-insecticidal papers showed the
control mortality rate in wild populations from each
locality to be less than 5%. Overall An. gambiae showed
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Table 4a. Parous rate and entomological inoculation rate of An. gambiae s.|. collected by HLC in the plateau area of Adjohoun,

Dangbo, Misserete and Seme (south of Benin).

Locality Dry season ernny season January to July 2008
January to March 2008 April to July 2008

N Total 65 207 272

Parturity % 81.67° 77.25° 79.41°
Adjohoun  HBR 1.35 3.23 [71.68-82.82] 2.43 [75.74-83.07]
plateau N (ELISA) 58 [74.08-89.26] 70 128

S% 0 5.71 3.12

EIR (b/m/n) 0 0.18 0.07

N Total 48 280 328

Parturity % 84.67° 75.75° 79.87°
Dangbo HBR 1 [70.99-98.35] 4.375 [60.25-91.25] 2.93 [71.39 -88.34]
plateau N (ELISA) 48 89 137

S% 2.08 4.49 3.64

EIR (b/m/n) 0.02 0.19 0.1

N Total 38 98 136

Parturity % 76° 66° 70.58%
Misserete  HBR 0.79 [73.52-78.48 ] 1.53 [54.31-77.69] 1.21 [63.56 -77.59]
plateau N (ELISA) 38 78 116

S% 0 0 0

EIR (b/m/n) 0 0 0

N Total 100 1592 1692

Parturity % 84.67° 76.25° 80°
Seme HBR 2.08 [78.42-90.92] 24.88 [68.63-83.87] 15.11 [74.49 -85.50]
plateau N (ELISA) 52 114 166

S% 1.92 35 3.01

EIR (b/m/n) 0.04 0.87 0.45

N Total: Total number; HBR: Human bite rate; N(ELISA): Number tested by ELISA CSP; S%: Sporozoite index; EIR (b/m/n): Entomological
inoculating rate (infected bite/man/night); for a same parameter of the table, values in the dry season and in the rainy season which carry
different letters in exposant were significantly different (p<0.05).In the column of January to July 08 values which carry different letters in
exposant were significantly different (p<0.05) from one locality to other locality.

susceptibility to bendiocarb and deltamethrin was
observed everywhere: 100% of An. gambiae tested were
dead (Table 5). PCR has revealed 100% of mosquitoes
tested were Anopheles gambiae s.s. M form. The
frequency of the kdr alleles was 79.35% and frequency of
Ace-1 was 0% (Table 6). Furthermore, the survival rate
obtained among the An. gambiae s.l. populations tested
with permethrin was correlated with the frequency of the
kdr allele (correlation coefficient R2 = 0.96) as shown in
Figure 2.

DISCUSSION

The present study provides entomological baseline data
in the 4 districts before IRS in Benin. In this study, 14

species of Culicidae: 4 Anopheles, 5 Culex, 3 Aedes and
2 Mansonia were collected. In south east Benin
(Cotonou and Porto Novo) Huttel (1950) and Hamon
(1954) had identified the same species in varying
proportions, but without reporting the presence of Culex
fatigans, Cx. quinquefasciatus and Aedes palpalis. The
factor that could explain the presence of these vectors is
urbanization (Hamon et al., 1967). Another author,
Akogbeto (1992), reported 8 species in Southern Benin
with Mansonia sp., An. gambiae s.l., Culex thalassius and
Culex. gr. decens. Moreover, Djenontin et al. (2010)
revealed 28 different species of Culicidae with M.
africana, C. gr. decens, C. quinquefasciatus, C.
nebulosus, Anopheles nili, An. funestus s.s. and
Anopheles leesoni in southwest Benin. The variability in
ecological diversity noted by different authors is probably
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Locality Dry season Rainy season January to July 08
January to March 08 April to July 08

N Total 59 837 896

Parturity % 69.67° [65.87-73.46] 67° [61.34-72.66 ] 68.18° [65.37 - 70.98]
Adjohoun HBR 1.23 13.08 8
peripheral N (ELISA) 59 170 229

S% 0 1.17 0.87

EIR (b/m/n) 0 0.15 0.07

N Total 384 1520 1904

Parturity % 76.33° [64.08-88.59] 71.25° [61.49-81.01] 73.77% [68.31 - 79.22]
Dangbo HBR 8 23.75 17
peripheral N (ELISA) 109 170 279

S% 0 4.7 2.86

EIR (b/m/n) 0 1.11 0.48

N Total 160 944 1104

Parturity % 75.67° [70.50-80.84] 74.75° [58.30-91.20] 75.2% [68.33 -82.06]
Misserete HBR 3.33 14.75 9.86
peripheral N (ELISA) 46 93 139

S% 0 1.07 0.71

EIR (b/m/n) 0 0.15 0.07

N Total 288 2448 2736

Parturity % 83% [74.04-91.96] 77.75° [69.49-86.01] 80.06° [75.29 - 84.82]
Seme HBR 6 38.25 24.43
peripheral N (ELISA) 76 124 200

S% 0 4.83 3

EIR (b/m/n) 0 1.84 0.73

N Total: Total number; HBR: Human bite rate;

N(ELISA): Number tested by ELISA CSP; S%: Sporozoite index; EIR (b/m/n): Entomological

Inoculating Rate (infected bite/man/night); for a same parameter of the table, values in the dry season and in the rainy season which carry different
letters in exposant were significantly different (p<0.05).In the column of Jan.-Jul. 08 values which carry different letters in exposant were significantly
different (p<0.05) from one locality to other locality.
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Figure 2. Correlation between kdr frequency and survival rates with permethrin.
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Table 5. Percentage of dead Anopheles gambiae observed after 1 hour exposure to 0.75% permethrin, 0.01% bendiocarb, 4% DDT and 0.05% deltamethrin in the localities of
Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme (south of Benin) from January to July 2008.

Permethrin DDT Deltamethrin Bendiocarb
H 0, 0,
Locality N % M‘[’:s T st N — % Mg; o op St N Mort(e) St N Mort(%) St
Adjohoun pl 100  60.00° [54.80- 65.20] R 100 32.00° [26.80-37.20) R | 100 100 S | 100 100 S
Dangbo pl 100  54.00% [45.78- 62.22] R 100 20.00° [14.80-25.200 R | 100 100 S | 100 100 S
Misserete pl 100  49.00° [42.91- 55.09] R 100  22.00% [13.78-30.22] R | 100 100 S | 100 100 S
Seme pl 100  47.00° [40.91- 53.09] R 100 19.00° [12.91-25.09] R | 100 100 S | 100 100 S
Adjohoun per 100  75.00° [68.91- 81.09] R 100 30.00° [21.78-3822] R | 100 100 S | 100 100 S
Dangbo per 100  59.00° [52.91- 65.09] R 100  23.00% [13.45-3255] R | 100 100 S | 100 100 S
Misserete per 100  58.00° [49.78- 66.22] R 100  26.00% [17.78-34.22] R | 100 100 S | 100 100 S
Seme per 100  54.00% [45.78- 62.22] R 100  25.00% [18.91-31.09] R | 100 100 S | 100 100 S
Total 800 57 [54.12- 59.38] R 800 24.62 [22.49-26.76] R | 800 100 S | 800 100 S

pl: plateau; per : peripheral; N: Number tested; C | : 95% confidence interval ; St: status; R: resistance; S: susceptible; mort : mortality ; For each insecticide, for a same parameter, values
which carry different letters in exposant were significantly different (p<0.05).

Table 6. Species identification, molecular forms (Mf) and frequency of the kdr and Ace-1 genotypes (RR,RS,SS) in Anopheles gambiae s.I. females collected in the localities of
Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme (south of Benin) from January to July 2008.

Locality Species Mf Kdr mutation Ace-1 mutation
An. gambiae s.s M Form RR RS SS F (Kdr) RR RS SS F (Ace-1)

Adjohoun pl 24 24 15 5 4 72.91% 0 0 24 0
Dangbo pl 28 28 20 5 3 80.35% 0 0 28 0
Misserete pl 28 28 24 4 0 92.85° 0 0 28 0
Seme pl 25 25 24 1 0 98" 0 0 25 0
Adjohoun per 26 26 07 15 4 55.78% 0 0 26 0
Dangbo per 30 30 17 12 1 76.66% 0 0 30 0
Misserete per 28 28 16 12 0 78.57% 0 0 28 0
Seme per 29 29 25 0 4 86.20%° 0 0 29 0
Total 218 218 148 54 16 80.16 0 0 218 0

pl: plateau; per : peripheral; for a same parameter of the table values which carry different letters in exposant were significantly different (p<0.05).

based on sampling techniques used, periods of mosquitoes under external pressure. The presence season and dry season could be explained by the
study, study area and population dynamics of of An. gambiae s.lin all localities during the rainy permanent presence and the abundance of small



collections of natural waters. In contrast, the low
presence of An. funestus in Adjohoun, Dangbo and
Misserete could be justified by the richness of the soil in
organic matter and human activities that pollute larval
breeding sites and makes them less favorable to its
multiplication; while this absence in Seme was likely due
to soil salinity because of the proximity of the sea. Unlike
to studies conducted in Benin (Akogbeto, 1992) and
Cameroun (Atangana et al.,, 2009), in dry season
(January, February, March) more Culicidae were
captured (Adjohoun: 61.20%; Dangbo: 51.29%) than in
rainy season (April, May, June and July) (Adjohoun:
38.8%; Dangbo: 48.71%). This could be explained by the
overflow of the Oueme River enlarged by rains from the
northern region of Benin. When the waters recede, small
pockets of water form, creating favorable breeding sites
of M. africana, Culex sp and the An. gambiae in
December, January and February. But, the strong
tendency for the endophily of An. gambiae (Mouchet,
1957) noticed in all localities could be justified by factors
including the scarcity of outdoor shelters and the
proximity of many breeding sites in the residential area.
The endophagy could be justified by the juxtaposition of
habitat because of communal lifestyle and the average
number of 2.9 persons per bedroom facilitating the taking
of human blood meal.

During the study period, the EIR estimated by
extrapolation to 164.5, 175.2 and 266.45 infective bites
per man per year, respectively for Seme plateau, Dangbo
peripheral and Seme peripheral is higher compared to
those mentioned by Akogbeto et al. (1992) in southern
Benin. In this study, the determination of the sporozoite
was not done by ELISA for the presence of the CS
protein, but was based on the detection in salivary glands
by microscopy which might account for the lowest levels
of sporozoite. However these EIRs are similar to those
described by Adja et al. (2006) in the savannah zone of
Céte d'lvoire (EIR = 410 infective bites per year) where
An. gambiae, An. funestus and An. nili were involved in
malaria transmission and in western of Cameroon, where
EIRs were estimated at 100.8 infective bites / man / year
(Atangana et al., 2009). The number of infective bites per
man per year, estimated at 25.55 (Adjohoun plateau,
Adjohoun peripheral and peripheral Misserete), 36.5
(Dangbo plateau) and 0 (Misserete plateau) are
significantly lower than the values for similar areas in
south Benin in 1990 (Akogbeto et al., 1992). These low
levels of the EIR are may reflect the widespread use of
mosquito coils and promotion of ITNs. Despite these low
EIR, the IRS is needed. Because an EIR less than 20
infective bites per man per year is sufficient to maintain a
transmission  of malaria  (Akogbeto,  personal
communication). The variability of EIR observed in the 4
localities according to the seasons, could be justify by the
rarity of An. gambiae in dry season.

From the perspective of molecular tools, data analysis
confirmed that An. gambiae M form is the principal vector
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of malaria in the study area. The absence of the S
molecular form showed that it must have been the
ecological characteristics of the department of Oueme
that did not support its selection. The high frequency of
kdr observed in An. gambiae population has confirmed
previous studies in south of Benin (Akogbeto and
Yacoubou, 1999; Corbel et al., 2007; Yadouleton et al.,
2010). The correlation that we observed between the
frequency of the kdr allele and the survival rate following
exposure to permethrin suggests that the substitution
type Leu1014 Phe in An gambiae may be a contributing
mechanism underlying this resistance (Ranson et al.,
2000). This mutation is justified by the fact that the study
area is dominated by farming activities and subjected to
selection pressure exerted by the pesticides used by
farmers to protect their crops (Akogbeto et al., 2005). The
promoting of the use of ITNs encouraged by WHO, might
have also contributed to this selection pressure of
pesticides. The difference between mortality rate to DDT
(22.62%) and permethrin (57%) of the study area could
be explained by the involvement of other mechanisms
resistance such as metabolic resistance (Corbel et al.,
2007). The absence of resistance to bendiocarb has
confirmed the previous studies carried out by Akogbeto et
al. (2010) and Yadouleton et al. (2010).

Conclusion

The present study provides useful information on the
mosquito species composition in south east of Benin and
supports the feasibility of IRS as an anti-vector malaria
control intervention in Adjohoun, Dangbo, Misserete and
Seme. An. gambiae is highly endophagic, endophilic
(feed and rest indoor) and resistant to permethrin and
DDT. The choice of pyrethrinoid treatment of houses is
not desired. A possible alternative is the use of
bendiocarb, to which we have observed a good sensitivity
in the case of An. gambiae. In case this product is held
there is hope that malaria transmission will be reduced
drastically.
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Abstract.

In 2008, the National Malaria Control Program in Benin implemented a vector control intervention based

on indoor residual spraying (IRS). Four districts of high resistance of Anopheles gambiae to pyrethroids were sprayed
with bendiocarb. More than 350,000 inhabitants have been protected. Entomologic parameters in the control area were
compared with those in intervention sites. The study has shown a drastic decrease in the An. gambiae biting rate in the
sprayed areas. Results of an enzyme-linked immunosorbent assay were negative for Plasmodium falciparum antigen dur-
ing the entire period of the intervention. No household members received infected bites (entomologic inoculation rate =
0 during January-July). Parous rates were low in areas covered by IRS because bendiocarb is not conducive to long-term
mosquito survival. Bendiocarb was found to be a good alternative insecticide for IRS in Benin, in areas where An. gam-

biae has developed high resistance to pyrethroids.

INTRODUCTION

Malaria is a major public health problem in Africa. It is the
leading cause of morbidity and mortality and of loss of work
days.'* Two methods are currently used to control this disease:
indoor residual spraying (IRS) of insecticides and use of insec-
ticide treated nets (ITNs). In sub-Sahara Africa and southern
Asia, these two methods have shown good results,* but they
have their drawbacks.

The main problem with ITNs and IRS is the development
of insecticide resistance, particularly pyrethroid-resistance by
several populations of Anopheles gambiae.>” In the past decade,
the emergence of resistance in populations of An. gambiae
tocommon classes of insecticides used in public health has been
reported in many countries in Africa, including Céte d’Ivoire,°
Kenya,'” Benin,!'? Niger,* Burkina Faso,'* Mali,"* Nigeria,'®
South Africa” and Cameroon.' In addition, N’Guessan and
others’ have demonstrated a decrease in the efficacy of
treated nets and IRS using pyrethroids against An. gambiae
in a peri-urban area of Benin, where this species has devel-
oped high-level resistance to permethrin. In recent reports,??!
widespread distribution of pyrethrinoid resistance in An. gam-
biae was shown in southern Benin, and there was a significant
increase level of the kdr mutation, which remains the major
resistance mechanism detected. A lowest frequency of Ace-1¥
was recorded during the same study and may be a sign of
encouragement to use carbamates or organophosphates as
alternative insecticides to pyrethroids for IRS in Benin.

In another study,”? which included four months evaluation
of various insecticides in experimental huts, three insecticides
(Sumithion 40 WP [Fenitrothion]; Master Quick ZC [mixture
of chlorpyriphos, 250 g/L plus deltamethrin, 12 g/L]; and Ficam
M [bendiocarb, 800 g/kg]) were effective against pyrethroid-
resistant Anopheles. However, bendiocarb is the only prod-
uct that the National Malaria Control Program (NMCP) has
selected for the implementation of IRS in Benin because the
Master Quick ZC formulation is not approved by the World
Health Organization Pesticide Evaluation Scheme for its use.
With regard to Sumithion 40 WP, doubts were raised on its

*Address correspondence to Gil Germain Padonou, Centre de
Recherche Entomologique de Cotonou, 06 BP 2604 Cotonou, Benin.
E-mail: pagergil@yahoo.fr
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safety in terms of its secondary effects and odor. This study
was conducted at the experimental hut level and it is diffi-
cult to extrapolate from these results what might happen at a
larger-scale community level.2

The present study aims to evaluate the entomologic impact
after large-scale implementation of IRS with bendiocarb in
areas of high resistance to pyrethroids in An. gambiae. The
NMCP in Africa has usually implemented adapted strategies.
However, it is widely recognized that evaluation and routine
vector surveillance is a weak component of many national dis-
ease control programs. Therefore, it is important to assess the
efficiency of the vector control strategies in areas where mos-
quitoes have developed high-level resistance to pyrethroids.

MATERIALS AND METHODS

Intervention areas. The study was conducted in four districts
of Oueme Department (Adjohoun, Dangbo, Seme, and Mis-
serete) in Benin (Figure 1). The first three districts are char-
acterized by the presence of two types of environment. The
first environment is a plateau zone situated far from flooding
areas. In this study, this zone is referred to as the plateau area
or IRS arm. In the plateau area, mosquito breeding sites are
created, particularly during the rainy seasons; more than 90%
of households have been treated with bendiocarb at a dose
of 400 mg/m?. The second environment is represented by a
swampy zone on the border of the Oueme River and Lake
Nokoue. This zone is referred to as the swampy area or long-
lasting insecticide-impregnated net (LLIN) arm.

During August-November, the Oueme River and Lake
Nokoue, enlarged by rains, overflow their banks and invade
the surrounding zones with floodwaters during three months
(September—October) every year. In the swampy zone, IRS
was not implemented because of the presence of the two bod-
ies of water, which could be at risk for contamination by insec-
ticides. Therefore, LLINs were distributed to these households
in this area, and particular attention was given to children less
then five years of age and pregnant women. More than five
kilometers separate the plateau and swampy areas. This dis-
tance is sufficient to avoid the movement of mosquitoes on
both sides. However, the human population density is high
in both areas, and mosquitoes do not need to travel far to
feed.
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FIGURE 1.

Control area. In a context where universal access to LLINs
was promoted, it was not easy to find a good control area.
However, Akron, an area that presents the same ecological
and geographic characteristics as the four districts mentioned
above was chosen as the control area. Akron is a peripheral
area of Porto-Novo, the administrative capital of Benin, also in
Oueme Department (Figure 1). Before IRS implementation
and the free distribution of LLINs, a baseline study was
carried out in the four districts selected as intervention sites to
collect entomologic parameters. The baseline data is shown for
a comparison before and after interventions.

IRS with bendiocarb in the plateau areas (IRS arm).
Bendiocarb was selected for spraying on the walls. Studies
have shown that this insecticide was efficient in phase II
evaluations against malaria vectors.”??> The application dose
was 0.4 g/m? of bendiocarb on walls of houses. Two rounds of
IRS were carried out: the first in July 2008 and the second,
eight months later, in March 2009. The two applications were
completed by volunteers selected from the local community
and trained by the Research Triangle Institute (RTI) team,
the implementing partner of the U.S. Agency for International

Map of the study area in Benin. This figure appears in color at www.ajtmh.org.

Development. According to RTI, the coverage rate was more
than 90% for each of the two rounds.

LLINs distributed in the swampy areas (LLIN arm). A
total of 48,819 LLINs (Permanet 2.0; Vestergaard Frandsen,
Lausanne, Switzerland) were distributed in October 2008 and
May 2009 in the flood zones. They were distributed to 47,524
households. More than 90% of children less than five years of
age and pregnant women received LLINs (RTI, unpublished
data).

Mosquito sampling. We evaluated anopheline and culicide
biting rates inside and outside houses to identify the changes
in mosquito biting behavior induced by the presence of
bendiocarb on the walls or deltamethrin on the fibers of
Permanet 2.0. In each district, two villages were selected per
arm, and two houses were chosen per village for mosquito
collection to monitor malaria transmission. Adult mosquitoes
were collected twice a month by using human landing catches
with one collector located inside and another outside in each
village. Mosquito collections were carried out every month
to monitor the dynamics of Anopheles vector density and
to evaluate malaria transmission. In addition, we sampled
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mosquitoes using morning pyrethrum spray catches and
window exit traps to evaluate the impact of interventions
on exit induced by the presence of insecticides. In each
intervention area, four bedrooms were selected for mosquito
collection in the morning.

Laboratory processing of mosquitoes and parameters
studied. On the basis of morphologic characteristics in stan-
dard identification keys all female mosquitoes belonging
to An. gambiae complex were identified. Vector species were
dissected by using a microscope to determine the physiologi-
cal age grading (parous rates) according to the method of
Détinova.” The head and thoraxes of these females from
human landing catches were tested by using an enzyme-
linked immunosorbent assay according to Wirtz and others?
for the presence of circumsporozoite protein of Plasmodium
falciparum. The abdomens of these females were used for
identification of species and characterization of molecular
forms within the An. gambiae complex. This analysis was
performed wusing polymerase chain reaction-restriction
fragment length [polymorphism analysis].”

Period of study. The period was conducted during January
2008-December 2009 and spanned two rounds of IRS. To
measure the impact of IRS on the biting rate, we compared
the values indicated for the same periods, January—July 2008
before IRS and January-July 2009 after IRS. We excluded
August-December 2008 and 2009 from the analysis because
these two periods were those of IRS implementation, but
there is no available database for these periods for before and
after intervention.

Statistical analysis. Data were analyzed by using with EPI
Info version 6.0 (Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA) and SPSS version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL)
software. The efficiency of the intervention was tested by using
analysis of variance. We calculated the percentage reduction of
the human biting rate (HBR) and the entomologic inoculation
rate (EIR) after intervention. The chi-square test was used to
compare age grading and exit and blood feeding rates during
periods before and after intervention. All tests were performed
at the 5% significance level.

Ethical approval. This study was approved by the Ministry
of Health and the Center for Entomological Research of
Cotonou. The voluntary mosquito collectors provided their
consent before participating in the study. They were also
subjected to regular medical check-ups, given preventive
treatments for malaria, and vaccinated against yellow fever.

RESULTS

Effect of IRS on HBR of An. gambiae. During the study
period, the An. gambiae HBR was 1 bite/person/night during
the long dry season and 3.5-14 bites/person/night during the
long rainy season in the control area. In intervention areas
before IRS, the maximums HBRs (9.86 bites/person/night
in Misserete, and 15.11 bites/person/night in Seme) were
observed in January-July. After IRS, the HBRs were reduced
for the same period: 95.2% (2.93 to 0.14 bites/person/night)
in Dangbo and 89.04% (9.86 to 1.89 bites/person/night) in
Misserete, (Table 1).

Effect of LLIN on HBR of An. gambiae. The reduction in
the HBR observed in the IRS arm was also observed after
increasing the rate of coverage of LLINs by using additional
Permanet 2.0. In Seme before distribution of LLINs, the An.

gambiae HBR was relatively high: 24.43 bites/person/night in
January—July 2008. This rate decreased to 6.11 bites/person/night
after distribution of LLINSs (75% reduction) (Table 2). A similar
reduction (72.6%) was found in Dangbo. Data obtained in the
two arms indicate a higher decrease in the HBR caused by IRS
than by LLIN: a 73.66% reduction versus a 50.63% reduction
in Adjohoun (P < 0.05) and a 95.22% reduction versus a 72.6%
reduction in Dangbo (P < 0.05) (Tables 1 and 2).

Effects of IRS and LLIN on EIR of An. gambiae. Before
IRS, the EIR in the control area was 0.07 infected bites/person/
night (Table 1). In the IRS arm, similar EIRs were found:
0.07, 0.10, and 0.07 infected bites/person/night in Adjohoun,
Dangbo, and Misserete,, respectively. These values represent
14.7 infected bites per person in Adjohoun, Misserete,, and
Akron during January-July. In Dangbo and Seme, the rate is
higher, respectively, 21 and 94.5 infected bites per human during
the 7 months. After IRS, all ELISA results were negative for
P, falciparum circumsporozoite antigen for all districts during
the entire study period. However, during this period, each resi-
dent of the control area (Akron) received 0.57 infected bites
per night (119.7 infected bites during January—July (Table 1).

In the LLIN arm, the mean EIR was 0.07, 0.48, and 0.73
infected bites/person/night in Adjohoun, Dangbo and Seme,
respectively, during January-July 2008 (Table 2). After addi-
tional LLINs (January—July 2009), a decrease of 83.3% in the
EIR was observed in Dangbo (Table 2).

Effects of IRS and LLIN on lifespan of An. gambiae. Before
IRS, the parous rate of An. gambiae was high (mean = 77.1%
in areas selected for intervention, range = 70.7% in Misserete,
to 79.5% in Seme). After IRS, the parous rate decreased to
22.94% for the four districts (Table 3). This decrease was
observed in all intervention sites (from 79.5% to 33.3% in
Seme and from 75.5% to 26.3% in Misserete,). In Adjohoun
and Dangbo, all An. gambiae dissected and microscopically
examined were nulliparous. The IRS area was not conducive
for mosquito survival. In the LLIN arm, the parous rate
decreased from 73.58% before additional LLINs to 55.06%
after additional LLINs (Table 3). However, in Adjohoun, the
difference was not significant (P > 0.05).

Effect of IRS and LLIN on exit of mosquitoes from treated
houses after feeding. The natural exit rate of An. gambiae
varied from 26.7% in Misserete, to 36.14% in Dangbo. A simi-
lar exit rate (38.12% in Dangbo and 39.05% in Adjohoun) was
obtained in the LLIN arm. After IRS, the ext rate was high:
62.5% and 91.7% in Adjohoun and Dangbo, respectively. Com-
pared with the natural exit rate of An. gambiae, the difference
was significant in all study sites (Table 4). In Misserete, and
Misserete,, all mosquitoes were collected from window traps:
the exit rate induced by bendiocarb in houses was 100%. The
same result was found in the LLIN arm; exit rates were higher
after distribution of additional LLINs (Table 4).

Effect of IRS and LLIN on blood feeding. Despite IRS
implementation, a non-negligible proportion of mosquitoes fed
on humans. However, the blood feeding index was significantly
lower after IRS than before IRS (Table 5). A similar result
was observed in the LLIN arm. Conversely, in Seme, the blood
feeding rates remained high after distribution of LLINSs.

DISCUSSION

The indoor residual spraying strategy implemented by the
NMCP in the Department of Oueme was successful. In all



589

DECREASE IN MALARIA AFTER INDOOR RESIDUAL SPRAYING, BENIN

yS1u/u0s1ad/sa11q PaloaJul sk USAIS SI Y[ Xopul 9310Z0I10ds = 9,§ {[RAI2IUI 90UIPIIUOD = [)) ‘Surkeids [enpisal 1oopul = G (91l Suniq uewny = JH 9181 UONB[NIOUI JIFO[OWOIUD = ITH s

Y1~ LSO 88°0 80°0 LOO ST0 0 g
89 v€9 91’8 86'C €y 0 %S
YISPT-  IPPTOITSL~  SP'S LS6Y 0V LSTT- YL €ITOISO0- POT 6TYLS0  €FT 799-8¢0  S¢€ 8¢ 01 8F'T— 1 d9H
(48 9 8P (48 9 Sy IYSIU uosIdg

916 968 0S e vt 8Y [BIOL  [OL}UOD UOIYY
001 0 0 0 Sv'0 L80 $0°0 I
0 0 0 10°€ S¢ w61 %S
6289 SLITOYITT  6LF  6VTCOIS99—  T6'L  PSTOIEC0- 90  €60£03TL0- 1ISI 98 1S 01 1T~ 88°+C 0SSOIPE T~ 80T dgH
48! 9 Y 48! 9 8 IYSIU UOSIO]

9¢S LOS 6C °69°T T6S°T 001 [e10L, EIUEN
YI'LS 6000 100 0 LOO ST0 0 g
¥8°0 ¥8°0 0 1L°0 LO'T 0 %S
v0°68 IWT016T0~  80°1 STV OI0r0- 681 00°0-00°0 0 SI'LI-FST 986 78°ST-89¢  SLYI P08 01 LET- €€°€ d9H
(48 9 8P (48 9 Sy IYSIU uosIdg

121 121 0 YOT'T 16 091 [e10L, T 910I3SSIN
- 0 0 0 0 0 0 g
0 0 0 0 0 0 %S
€L16 PE0OIFI0- 10 00°0-00°0 0  TTI0I9L0~ €0 08'1-€90 1T 197670 €51 621620  6L0 dgH
48! 9 Y 48! 9 8 IYSIU UOSIO]

11 0 11 9¢1 86 8¢ [eloL, 1 9JRI3SSIN
001 0 0 0 010 61°0 200 da1d
0 0 0 v9°€ 6v't 80T %S
TTS6 LEOOY600- YT TL00ITTO-  STO 00°0-00"0 0 TUSYLO €6 P8L-160  SLEY 1€71-69°0 1 d9H
(48 9 8P (48 9 Sy IYSIU uosIdg

91 91 0 143 08¢ 8P [e101, oqdueq
001 0 0 0 LOO 8T°0 0 g
0 0 0 [4K3 LS 0 %S
99°¢L 8TI-000  #9°0 YITOI P10~ T 88001650- LIO o -0v'0  €PT LSLOYIT'T- €€ SLTOYVHO0-  SET dgH
48! 9 Y 48! 9 8 IYSIU UOSIO]

T 9 8 e LOT S9 [e10L, unoyolpy

uonompay % IO %S6 IO %S6 IO %S6 IO %S6 1D %S6 1D %S6 uonedxo|

6007 Anp—Arenuep

600 AIng-1dy
‘uoseos Aurey

600C ydoIeN—A1enuef
‘uoseas A1Qq

8007 A[nf—Arenuer

800¢ Amr-udy
‘uoseos Aurey

800 yoIeN—A1enuer
‘uoseas A1

UOTUAIIUI 1)y

UONUAIUI 210Jog

LUTUO{ ‘UOIIUAIOIUI S I9IJe pue 210J9q YIH PUt YId

1 414vV],



AKOGBETO AND OTHERS

590

JySu/uosiod

/8911 PRIOIJUT SB UGAIS ST JTH Xopul 9)10Z0I0ds = 9, {[BAIOIUI DOUIPIUOD = [)) {(PUL[IOZ)IMS ‘OUUEBSNET ‘UISPURIL] PIRRSIAISOA (7 JoURWIo]) Jou pajeusorduwr-opronossur Sunsel-3uoy = NJTT (91el Suniq uewny = JYgH 0Ll UOHBMNIOUT JIF0[0WO0IUd = Y[ 4«

9'81 L0 62’1 710 98°0 vI'T wo g
W6'T LS'E €T € €ee 4 %S
S6'ST 0r'9r-S8'1  €14C SLLLOYESS— €1°9¢ 66'€CTOVYL L~ €I'8  €€870T'6 TL8C LTILOVLT L~ SHE SE'TS 01 6E0T— 1T d9H
488 9 8 [4a1 79 8t 1Y3tu uosrod

0LT TIET 06€ 91T'¢ 807°C 800°T [eJ0L,  [OIIUOD UOIYY
ST'€6 S0°0 600 0 €L°0 ¥8'T 0 g
80 60 0 € (337 0 %S
66'7L L€ 01971 119 8Y'€COVSHT—  TSOT LLOOITED- €20  9LErO01'S €¥¥T 68°79-S9°€l  ST'8E LEST OV LECT— 9 d9gH
(481 9 8 488 79 8¥ Y31 uosIdg

89 €L9 1 9¢€LT e 88T [e10L, EIUEN
€ees 800 91°0 0 870 ITT 0 R
08’1 0TC 0 98°C 0Ly 0 %S
6S°CL 76'8-6€0 99 20FI+60  SL PEEC0I6ST- SL80 9P 0EFSE LT 6L9-TL'0 SL'€T 78'€€ 01 T8 LT~ 8 d9H
488 9 8 [4a1 79 8t 1Y3tu uosrod

s 08 w ¥06'T 02T 3¢ [e1oL, oqsue(y
00T 0 0 0 LO0 ST'0 0 g
0 0 0 L80 LT'T 0 %S
€9°0S 0S'L-0F'0  S6'E 9¢'CI 01 SS0—  16°S SFPOI6LT— €€T  LL'ST-€T0 8 6V'ST990  80°€l wWTETo €Tl d9gH
(481 9 8 488 79 8¥ Y31 uosIdg

(447 8LE 9 968 LE8 6S [e10L, unoyolpy

uononpay % IO %S6 IO %S6 IO %S6 1D %S6 1D %S6 1D %S6 uoneso]

600T Anf—Arenuep

600C Ar—ady
‘uoseos Aurey

6007 YoIeN—ATEnUR
‘uoseas A1q

8007 A[nf—Arenuer

800C Anr—udy
‘uoseas Aurey

8007 YoIeN—Arenuer
‘uoseas A1(]

UOTIUQAIONUI 19)]Y

UOTIUIAIOIUT 910

L UTUog ‘UOTUAINUI N T I01Je pue 21050q YIH PUe YId

7 a14avy,



DECREASE IN MALARIA AFTER INDOOR RESIDUAL SPRAYING, BENIN

591

TaBLE 3
Variation of parturity rate of Anopheles gambiae s.l. collected during the long dry season and the long rainy season in 2008 before IRS and LLIN

interventions and in the same subsequent period, Benin*

IRS arm

After intervention,
January-July 2009

Before intervention,
January-July 2008

Comparison of P rate %

LLIN arm

Before intervention,
January-July 2008

After intervention,
January-July 2009

Comparison of P rate

Location No. P rate % No. P rate % before and after IRS No. P rate % No. P rate % before and after LLIN
Adjohoun 128 79.41 72 0 P<0.05 229 68.18 121 61.15 P>0.05
Dangbo 137 78.83 16 0 P <0.05 279 73.11 166 61.44 P <0.05
Misserete 1 116 70.68 11 54.54 P>0.05
Misserete 2 139 75.53 118 26.27 P <0.05
Seme 166 79.51 123 33.33 P<0.05 200 80.5 118 39.83 P <0.05
Akron control 134 67.16 175 80.57 P <0.05 200 80 205 80 P>0.05
Total 820 76.96 515 22.94 P<0.05 908 73.58 610 55.06 P <0.05

*IRS = indoor residual spraying; LLIN = long-lasting insecticide-impregnated net (Permanet 2.0; Vestergaard Frandsen, Lausanne, Switzerland); No. = no. collected and dissected; P rate % =

parturity rate %.

districts that used IRS, the density of An. gambiae (HBR) and
the EIR showed a reduction of 94.4%. Anopheles gambiae
positive for P. falciparum were not found during the evalua-
tion period. This finding is justified by the scale of the cam-
paign. Furthermore, because the four districts were contiguous,
spraying covered a large area populated by nearly 350,000 per-
sons. However, although positive results for CS protein were
not found, this result does not indicate that malaria transmis-
sion was interrupted. Persons likely continued to receive a
few infected An. gambiae bites. However, the proportion of
infected mosquitoes was so low that it would have been neces-
sary to analyze thousands of mosquitoes to find any positive
for malaria parasites.

The first challenge for the NMCP, to identify a non-pyre-
throid as alternative insecticide for IRS campaignsin Benin, has
been achieved. Bendiocarb has emerged as a promising insec-
ticide for the control of vector populations that are resistant
to pyrethroids. Many countries, such as Mexico,?® Zimbabwe,”
the Philippines,*® and South Africa,’! have decreased malaria
effectively by using this product. Previous studies in experi-
mental huts showed that some organophosphates and car-
bamates were particularly effective on natural populations of
vectors that are highly resistant to pyrethroids.? This result

is the reason why Zaim and Guillet*® have suggested that the
search for control methods other than pyrethroids should be a
priority for the NMCP in Africa.

The second challenge for the NMCP, to expand the success-
ful findings for Oueme to other parts of Benin where An. gam-
biae has developed strong resistance to pyrethroids, has also
been successful. This success was caused by several factors. In
addition to the lethal effect of bendiocarb on mosquitoes that
are resistant to pyrethroids,'*? persons who had bed nets, espe-
cially children and pregnant women, used them. However, the
proportion of consistent users was low. Conversely, IRS sites
became inhospitable areas for mosquitoes to survive and most
died before the end of the sporogonic cycle of Plasmodium.
The unpleasant atmosphere created by the presence of ben-
diocarb on the walls inside houses is harmful to the mosqui-
toes. This atmosphere results in a decrease in endophily and an
increase in the exit rate (Table 4). Thus, some Anopheles mos-
quitoes that managed to enter houses failed to obtain blood
meals before exiting. However, some succeeded in obtaining
blood meals inside houses (Table 5).

Despite the effectiveness of IRS, this method has its limita-
tions. When mosquitoes enter the houses, even those houses
that are treated, they go directly to their host to obtain a blood

TaBLE 4

Exit rate for Anopheles gambiae from bendiocarb-treated walls and presence of LLINs in houses during the same period (long rainy season),

Benin*

Before intervention (May—July 2008) After intervention (May—July 2009)
Exit rate, % Exit rate, %
Comparison of exit rates
Location Total No. Mean 95% CI Total No. Mean 95% CI before and after intervention

Adjohoun

IRS arm 84 26 30.17 20.17-40.92 32 20 62.50 39.53-85.47 P <0.05

LLIN arm 91 36 39.05 30.59-47.51 72 64 88.89 76.94-100.84 P <0.05
Dangbo

IRS arm 84 31 36.14 24.26-48.01 48 44 91.67 91.67-91.67 P <0.05

LLIN arm 82 32 38.12 31.50-44.75 100 48 47.77 39.61-55.92 P <0.05
Misserete 1

IRS arm 84 32 37.88 29.09-46.66 5 5 100.00 100-100 P <0.05
Misserete 2

LLIN arm 288 78 26.7 20.35-33.04 4 4 100.00 100-100 P <0.05
Seme

IRS arm 388 138 35.62 28.83-42.40 0 0

LLIN arm 90 35 38.62 29.42-47.81 216 142 67.15 61.68-72.44 P <0.05
Akron control

IRS control 88 43 50.42 42.51-58.31 132 64 47.92 43.07-52.76 P>0.05

LLIN control 404 188 46.14 42.25-50.02 384 184 49.13 43.65-54.62 P>0.05

*EXxit rate is the estimated rate of the number of An. gambiae that have escaped treated walls and LLINs and are retained in the exit window traps. LLIN = long-lasting insecticide-impregnated
net (Permanet 2.0; Vestergaaard Frandsen, Lausanne, Switzerland); No. = number that exited the window trap; CI = confidence interval; IRS = indoor residual spraying.
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TABLE 5
Percentage of blood-feeding Anopheles gambiae collected in IRS and LLIN arms by pyrethrum spray catch and in exit windows traps before and

Before intervention (May—July 2008)

After intervention (May-July 2009)

Blood-feeding rate, %

Blood-feeding rate, %

Comparison of blood feeding rate

Location Total No. fed Mean 95% CI Total No. fed Mean 95% CI before and after intervention

Adjohoun

IRS arm 84 44 52.38 50.37-53.63 32 11 343 4.10-64.40 P<0.05

LLIN arm 91 61 66.7 61.90-71.44 72 20 333 19.79-46.88 P<0.05
Dangbo

IRS arm 84 46 543 50.37-58.30 48 8 16.5 —34.82 t0 66.82 P<0.05

LLIN arm 82 57 70.2 62.05-78.28 100 22 22 18.35-25.30 P<0.05
Misserete 1

IRS arm 84 43 50.7 44.86-56.48 5 2 41.5 —66.50 to 149.50 P<0.05
Misserete 2

LLIN arm 288 180 62.2 58.11-66.23 4 2 50 50.00-50.00 P<0.05
Seme

IRS arm 388 213 543 43.74-64.93 0 0

LLIN arm 90 52 583 49.19-67.47 216 152 72.3 57.13-87.54 P<0.05
Akron control

IRS control 88 52 61.7 49.86-73.48 132 80 60 50.20-69.80 P>0.05

LLIN control 404 264 64.3 56.69-71.98 384 200 54.7 43.87-65.46 P>0.05

*IRS = indoor residual spraying; LLIN = long-lasting insecticide-impregnated net (Permanet 2.0, Vestergaard Frandsen, Lausanne, Switzerland); CI = confidence interval.

meal before resting on walls or seeking to escape if the houses
are treated. This situation was found in experimental huts for
many insecticides” and at community level.** This finding is
why we have proposed that the NMCP always invite com-
munities in Benin who are protected by IRS to add sleeping
under LLINs to supplement malaria control efforts.

The IRS campaign in the Department of Oueme was an
initial experience. The plan was to implement IRS strategy
in other parts of Benin if initial results were encouraging.
Fortunately, not only were the results good, but many commu-
nities have expressed appreciation for the strategy.

Implementation of IRS should not exclude use of LLINs by
the community. The proportion of fed An. gambiae collected
in soaked window exit traps was not significantly different
from that observed before the IRS. Some families, particularly
husbands and wives, usually sleep under bed nets. For these
families, bed nets are considered an essential preventive mea-
sure. Despite implementation of IRS, these families should
be encouraged to use their bed nets. The best strategy is the
joint use of IRS plus LLIN. This combination not only protects
homes from invasion by mosquitoes, it also prevents contact
between humans and mosquitoes. However, such a strat-
egy implicates an increase in the cost of malaria prevention
and cannot be implemented everywhere. It must be reserved
only for areas with highest levels of malaria transmission. For
example, in areas where EIR is approximately 300 Anopheles
infected bites per year, a 90% reduction is not sufficient to sig-
nificantly reduce malaria prevalence.

In areas where persons were protected by LLINS, appre-
ciable reductions in biting rates were also observed. The high
coverage of LLINs was the major factor for this reduction. In
the LLIN area, nets were used systematically because of the
nuisance of Culicidae, particularly Mansonia spp. and Culex
spp.* If widely used, LLINs may be an effective means of vec-
tor control’*=* and significantly reduce malaria mortality.*

Success of LLINSs, despite pyrethroid resistance, may also
be justified by the role of mechanical barrier played by this
tool.* In addition, efficacy of LLINs could be justified by the
results of Chandre and others,*® who showed that mosquito
nets impregnated with permethrin or deltamethrin had long-

lasting effectiveness against An. gambiae in west Africa with
kdr-type resistance. These authors reported that pyrethroid-
impregnated bed nets provided good levels of protection
against kdr homozygous strains of An. gambiae. One explana-
tion for this finding is that a high proportion of kdr females are
killed by prolonged contact with pyrethroids through dimin-
ished sensitivity to the usual irritant and repellent effects, and
relatively few kdr females take advantage of this prolonged
contact to ingest a blood meal.*

After a meeting with all partners involved in malaria vector
control in Benin, the NMCP decided to continue to implement
this strategy in other regions of Benin. This strategy will now
be implemented in the Department of Atacora.
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Abstract

Background: In Benin, Indoor Residual Spraying (IRS) and long-lasting insecticidal nets (LLINs) are the cornerstones
of malaria prevention. In the context of high resistance of Anopheles gambiae to pyrethroids, The National Malaria
Control Program (NMCP) has undertaken a full coverage of IRS in a no-flood zone in the Oueme region, coupled
with the distribution of LLINs in a flood zone. We assessed the impact of this campaign on phenotypic resistance,
kdr (knock-down resistance) and ace-17 (insensitive acetylcholinesterase) mutations.

Methods: Insecticides used for malaria vector control interventions were bendiocarb WP (0.4 g/mz) and
deltamethrin (55 mg/m?), respectively for IRS and LLINs. Susceptibility status of An. gambiae was assessed using
World Health Organization bioassay tests to DDT, permethrin, deltamethrin and bendiocarb in the Oueme region
before intervention (2007) and after interventions in 2008 and 2010. An. gambiae specimens were screened for
identification of species, molecular M and S forms and for the detection of the West African kdr (L1014F) as well as
ace-1% mutations using PCR techniques.

Results: The univariate logistic regression performed showed that kdr frequency has increased significantly during
the three years in the intervention area and in the control area. Several factors (LLINs, IRS, mosquito coils, aerosols,
use of pesticides for crop protection) could explain the selection of individual resistant An. gambiae. The Kdr
resistance gene could not be the only mechanism of resistance observed in the Oueme region. The high
susceptibility to bendiocarb is in agreement with a previous study conducted in Benin. However, the occurrence of
ace-1% heterozygous individuals even on sites far from IRS areas, suggests other factors may contribute to the
selection of resistance other than those exerted by the vector control program.

Conclusion: The results of this study have confirmed that An.gambiae have maintained and developed the
resistance to pyrethroids, but are still susceptible to bendiocarb. Our data clearly shows that selection of resistant
individuals was caused by other insecticides than those used by the IRS and LLINS.

Keywords: IRS, LLIN, Bendiocarb, Deltamethrin, Resistance, Kdr, Ace-17, Anopheles gambiae, Benin
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Background

Anopheles gambiae Giles (Diptera: Culicidae) is the
major malaria vector in West Africa. In Benin it mainly
transmits Plasmodium falciparum which is responsible
for malaria [1]. An.gambiae exists in two distinct mole-
cular forms, referred to as ‘M’ and ‘S’ based on the var-
iation observed in molecular markers [2]. In sub-
Saharan Africa, insecticide treated nets (ITNs) and
indoor residual insecticide spraying (IRS) are the corner-
stones of malaria vector control [3]. These vector con-
trol methods aim to reduce morbidity and mortality
caused by malaria. ITNs and IRS have each been shown
to be highly effective methods of malaria vector control
in their own right. A recent review of the evidence of
cost and consequences of large-scale vector control for
malaria concluded that both ITNs and IRS are highly
cost effective vector control strategies [4]. ITNs have
been the mainstay of vector control in many countries
in which the disease is endemic and where infrastruc-
ture limits or precludes the implementation of IRS [5].
Unfortunately the resistance of An.gambiae to insecti-
cides used for malaria vector control has occurred. This
resistance has been associated with all insecticidal com-
pounds used for insect vectors of human disease, includ-
ing African malaria vectors [6]. The ongoing spread of
insecticide-resistant genes, such as the well-character-
ized kdr mutations [7,8] in populations of the major
African malaria vectors, An. gambiae and its sibling spe-
cies An. arabiensis [9-12], can seriously jeopardize the
efficacy of vector control programs [13]. It has been
shown that in West and West-Central Africa, the
L1014F allele was frequent in the S molecular form of
An. gambiae [9,14,15], whereas only few M form popu-
lations from the gulf of Guinea presented kdr-w alleles
at low frequencies [14,15], except in a few urban and
peri-urban coastal areas where it reached high frequen-
cies [16,17]. Several recent studies conducted in Benin
[18-21] have also indicated that An.gambiae is highly
resistant to pyrethroids and DDT, but not to bendio-
carb. It is in this context that the National Malaria Con-
trol Program (NMCP) has undertaken a full coverage of
the IRS in no-flood zones in the Oueme region coupled
with the distribution of mosquito treated nets in flood
zones. In the situation of vector resistance to pyre-
throids, the ability to use other families of insecticides is
one of the alternatives available for the malaria vector
control. Thus, bendiocarb WP, which gave good results
in experimental huts [20], was chosen by the NMCP for
the IRS at the community level. Following the first
spraying campaign implemented (July/August 2008),
three other cycles (March/April 2009, March/April
2010, July/August 2010) of treatment were conducted in
the Oueme region. Despite the residual activity of
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bendiocarb which was 4 months on cement surfaces
[20], the number of rounds in 2008 and 2009 was
dependent on financial resources available. IRS was not
implemented in the flood zone because of the presence
of water bodies, which could be at risk of contamination
by insecticides. Therefore, 48,819 LLINs (Long-Lasting
Insecticidal Nets, Permanet 2.0) were distributed to
47,524 households, with particular attention to children
under-five and pregnant women, in October 2008 and
May 2009. A quantity of 35,120 kg of deltamethrin
100% (719.4 mg per net) was contained in 48,819 LLINs
distributed in the flood zone. For house spraying, a total
of 128,132 kg of bendiocarb 80% was sprayed onto the
walls of 166,910 human dwellings to protect a popula-
tion of 512,491 in a no-flood zone.

Under these conditions, it is possible that the level of
initial resistance has changed. Elsewhere in East Africa,
no selection effect from the long-term use of ITNs on
phenotypic resistance was noticed [22,23], whereas other
studies reported a rapid increase of kdr mutation after
four years of ITNs community use in Kenya [24] and in
Equatorial Guinea [17] following a large-scale insecticide
residual spraying (IRS) program. There was a similar
case in West Africa, where an increasing Leu-Phe
knockdown resistance mutation in Anopheles gambiae
from Niger following a nationwide long-lasting insecti-
cide-treated nets implementation at the end of 2005
[25] was reported. Other studies have shown the effect
of insecticide treated nets (ITNs) with pyrethroids on
An. gambiae populations and the possible selection of
kdr alleles either in laboratory experiments [26] or
experimental huts trials [27]. In Benin, the susceptibility
levels of populations of An. gambiae to carbamates and
organophosphates, the association of the reported high
kdr frequency with the resistance phenotype, and the
occurrence of other possible mechanisms of resistance
are poorly understood. The present study aimed to
report the first case of the impact of the three years of
large scale of IRS and LLINs interventions on phenoty-
pic resistance, kdr and ace-1* alleles in natural popula-
tions of An. gambiae s.l. from southeast Benin. The
results provide crucial information about potential
effects of wide-scale IRS and LLIN coverage on kdr and
ace-1" mutation selection and possible effects on pheno-
typic resistance to deltamethrin and bendiocarb in order
to improve the malaria vector control programs.

Methods
Study area
The study area is located in the Southeast of Benin
(West Africa) and includes four districts of the Oueme
region: Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme (Figure
1). The four districts covered 977 km? and an estimated
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Figure 1 Map of the study area.

64,799 households. Oueme region has a sub-equatorial
type climate with a monthly average temperature ran-
ging from 20°C to 34°C and an annual average rainfall
between 1,300 and 1,700 mm. Malaria transmission is
stable in the Oueme region, which is irrigated by the

river Oueme, Lake Nokoue and the lagoon of Porto-
Novo. These streams determine two ecological zones in
the Oueme region: a plateau zone and a flood zone. In
the present study, the plateau zone is referred to as the”
IRS area”, and the flood zone is called “LLIN area”. An
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estimated distance between 5 and 7 km separated the
plateau and the flood areas. This distance was sufficient
enough to prevent migration of mosquitoes from one
area to another. The density of the human population
was as high in IRS areas as in the flood zone, so that
mosquitoes do not need to fly far away for blood feed-
ing [28]. According to RTI, the coverage rate of IRS was
more than 90% for each of the first three rounds.

In a context where universal access to LLINs was pro-
moted, it was not easy to find a good control area. How-
ever, Porto-Novo, an area that presents the same
ecological and geographical characteristics as the four
districts mentioned above was chosen as control.

There is no IRS and free distribution of LLINs in
Porto-Novo. Nevertheless some people who had bed
nets, especially children and pregnant women, used
them, but the proportion of consistent users was low.
Before IRS implementation and the free distribution of
LLINSs, a baseline study of phenotype resistance with kdr
and ace-1® frequencies in An.gambiae populations was
carried out in the study area. The baseline data is
shown here for a comparison before and after
interventions.

Insecticides used for IRS and ITNs

Bendiocarb 80%WP (Wettable powder) was selected for
spraying onto the walls in IRS area. The application
dose was 0.4 g/m” of bendiocarb on walls of houses.
The four applications were implemented by volunteers
selected from the local community and trained by the
Research Triangle Institute (RTI) team, the implement-
ing partner of the U.S. Agency for International Devel-
opment. Nets distributed in the flood zones (LLIN area)
were PermaNet 2.0. PermaNet 2.0 is a WHO recom-
mended polyester LLIN coated with the pyrethroid del-
tamethrin to a target dose of 55 mg/m? (+ 25%).

Study design and mosquito collections

The mosquito sampling was conducted before the
implementation of the IRS and LLIN free distribution,
to provide baseline data on kdr and ace-1% mutation fre-
quency, whereas other collections were carried out dur-
ing two years after interventions (in 2009, 13 months
after the first round of IRS and 11 months after the first
LLIN distribution; in 2010, 24 months after the first
round of IRS and 23 months after the first LLIN distri-
bution). To carry out this sampling, four villages, includ-
ing two in the IRS area and two in the LLIN area were
randomly selected in each district and two human
dwellings were chosen per village for mosquito collec-
tion using human landing catches (HLC). Similarly, four
villages were chosen in the control area that had
received no intervention (two as IRS control area and
two as LLIN control area). Adult mosquitoes were

Page 4 of 11

collected twice a month with one collector located
inside and another outside in each village. Mosquito col-
lections were carried out twice a month, during three
months in the wet season (September to November) in
2007, 2009 and 2010. The same human dwellings were
used for HLC during the study and their characteristics
were the same throughout the study. Female An. gam-
biae species were morphologically identified using mor-
phological keys [29] and put into microtubes with
dessicant, and then stored between -20 and -28°C in the
laboratory before processing. Additionally in the same
period of wet season in 2007, 2009 and 2010, some lar-
val samples were simultaneously collected. Ten of the
previous villages including two in each district of
Dangbo and Misserete IRS area, two in each district of
Adjohoun and Seme LLIN area, two in the control area
were taken into account. In each village selected An.
gambiae larvae and pupae were collected using the dip-
ping method on several breeding sites (brick pits, pools,
marshes, streams, ditches, pits dug for plastering tradi-
tional huts, puddles of water, water pockets caused by
the passage of cattle and gutters) near human dwellings
where the conditions of blood meals are available for
Anopheles. The larvae and pupae were kept in separated
labeled bottles related to each locality. Some of the lar-
val samples were reared up to adult emergence at the
CREC (Centre de Recherche Entomologique de Coto-
nou, Benin) insectary under standard conditions (25 +
2°C; 80% + 4%: Relative Humidity), for further bioassay
tests. A strain of An. gambiae (Kisumu) was used as
reference strain to compare the susceptibility levels of
the field populations.

Species identification

All mosquitoes collected by HLC and all live and dead
specimens of An. gambiae from the bioassay test were
subjected to the An. gambiae species specific PCR assays
for species identification [30]. Aliquots of DNA
extracted from PCR positive specimens of An. gambiae
s.s. were subjected to PCR assays for identification of
the molecular ‘M’ and ‘S’ forms [31].

PCR detection of the kdr and ace.1® mutations
Polymerase chain reaction diagnostic test for detection
of kdr “Leu-phe” mutation was carried out on An. gam-
biae mosquitoes as described by Martinez-Torres et al.
[7]. The PCR-RFLP diagnostic test was used to detect
the presence of G119S mutation (ace.I® gene) as
described by Weill et al. [32].

Insecticide susceptibility test

The insecticide susceptibility test was carried out before
and after the interventions in two districts (Dangbo and
Misserete) of the IRS area and in two others districts
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(Adjohoun and Seme) for the LLIN area. Female mos-
quitoes aged 2-5 days old were exposed to diagnostic
doses of various insecticides for susceptibility tests using
insecticide-impregnated papers, as described by the
standard WHO testing protocol [26]. The following
insecticides were tested: deltamethrin (0.05%), perme-
thrin (0.75%), DDT (4%) and bendiocarb (0.1%). The
emphasis was also put on deltamethrin, because of a
distribution of PermaNets by the NMCP in the swampy
area. The use of DDT is justified by the detection of
cross-resistance between pyrethroids and organo-chlor-
ine in Anopheles populations [9]. Bendiocarb (carba-
mate) was the insecticide used in the IRS area situated
far from flood zone. For each district, five test tubes
were used: one untreated paper as a control and four
treated papers to expose mosquitoes. Control tubes con-
tained filter papers impregnated with silicon oil (insecti-
cide carrier) only, whereas treated papers were
impregnated with diagnostic doses of insecticide plus
carrier. An average of twenty-five mosquitoes were
introduced into each tube. Females of An. gambiae used
in this study were exposed for one hour to insecticide-
treated papers and monitored at different time intervals
(10, 15, 20, 30, 45, 60 minutes) to record the “knock-
down” times. After 1 hour exposure, mosquitoes were
transferred into holding tubes and provided with cotton
wool wet with a 10% honey solution. Mortalities were
recorded after 24 hours and the susceptibility status of
the population was graded according to the WHO
recommended protocol [33]. Dead and surviving mos-
quitoes from this bioassay were kept separately in Car-
noy solution at -20°C for further molecular
characterization.

Statistical analysis

Using R software version 2.11.1 [34], a univariate logistic
regression, was performed with kdr frequency as the
dependent variable and the year as a covariate with
ANOVA test to determine the association of kdr fre-
quency (dependent variable) on the one hand with the
localities and also with the years 2007, 2009 and 2010
(covariates) on the other hand. This regression has also
been used to appreciate the kdr frequency in the inter-
vention areas compared to the control areas. This was
the same to test the association between mortality rates
(dependent variable) to insecticides and localities (cov-
ariates). The ANOVA test was used to assess this asso-
ciation. The Wald test has been used to compare kdr
frequency and mortality rates in the intervention areas
with the control areas. To compare the ace-1 frequency
between the intervention areas and the control areas we
used the Fisher exact test (Genepop software) [35] as
the gene is rarely observed in mosquitoes tested. Simi-
larly the comparison of the kdr and ace-1 frequencies
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from one year to another in each locality was performed
using Fisher’s exact test and chi-square test. A Kendall
correlation test was used to study the correlation
between mortality rates and survivors to deltamethrin
with kdr frequency. The significance level was set at 5%.

Ethical approval

This study received the approval of the Ministry of
Health and the National Ethics Committee. The volun-
tary mosquito collectors gave their consent before parti-
cipating in the study. They were also subjected to
regular medical check-ups with preventive treatments of
malaria. They were all vaccinated against yellow fever.

Results

Species and molecular forms of Anopheles gambiae
Species and molecular forms of An. gambiae s.1. col-
lected from 2007-10 by HLC are shown in Table 1. Dur-
ing this study, An gambiae s.s was the only member
identified in the An. gambiae complex. The analysis
showed that all An. gambiae s.s collected were molecu-
lar M form. No S form was found during the study
period.

Kdr and ace.1® frequencies in An. gambiae s.1. collected
by HLC

The kdr mutation was the main mechanism of pyre-
throid resistance identified in all localities from 2007 to
2010. Univariate logistic regression, performed with kdr
frequency as the dependent variable and year as a cov-
ariate with ANOVA test, showed for the whole IRS
area, that the kdr frequency was associated with the
time (p < 0.05) and decreased significantly in 2009 com-
pared to 2007 (OR = 0.756 < 1; p < 0.05). However, it
has increased significantly in 2010 compared to 2009
(OR = 8.120 > 1; p < 0.05). Conversely, in the LLIN
area, the increase in kdr frequency was not significant in
2009 compared to 2007 (OR = 1.295 > 1; p > 0.05) but
it was significant in 2010 compared to 2009 (OR =
5.107 > 1; p < 0.05). Indeed, the kdr gene frequencies
observed were similar in 2007 and 2009 in Dangbo, Mis-
serete, Adjohoun and Seme LLIN area but had signifi-
cantly increased in 2010 (Table 1). In the control area
the level of kdr gene frequencies was very high and
stable from 2007 to 2010 (p > 0.05). The ace-1% muta-
tion was 0% from 2007 to 2009 in all localities. But in
2010, heterozygous (RS) individuals of ace-1* mutation
were detected in all localities 24 months after the first
round of IRS, except in Adjohoun, Seme LLIN and con-
trol LLIN. This variation (0-13%) was significant in
Seme IRS in contrast to insignificant increase (p > 0.05)
noticed in the localities of Control IRS, Dangbo IRS,
Misserete IRS and Dangbo LLIN. A univariate logistic
regression with ANOVA test showed that the increase
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Table 1 Species identification, molecular forms, kdr and ace-1"frequencies in An.gambiae s.l. collected by HLC

Species Molecular forms kdr mutation ace.1® mutation
(M form) (M form)
Localities Years N Ag M form RR RS SS kdr f RR RS SS ace.1?

Control IRS 2007 22 22 22 20 2 0 0.95° 0 0 22 0?
2009 21 21 21 18 3 0 092° 0 0 21 0?

2010 39 39 39 35 04 0 0.95° 0 5 34 0.06
Adjohoun IRS 2007 74 74 74 28 34 12 061° 0 0 74 0°
2009 122 122 122 48 56 18 062° 0 0 122 0?
2010 24 24 24 21 3 0 0.94° 0 0 24 0?
Dangbo IRS 2007 150 150 150 85 59 6 0.76° 0 0 150 0?
2009 263 263 263 133 115 15 0.72° 0 0 263 0?

2010 68 68 68 65 3 0 098° 0 4 64 003°
Misserete RS 2007 89 89 89 58 31 0 0.83° 0 0 89 0°
2009 129 129 129 86 35 8 0.80° 0 0 129 0?

2010 46 46 46 43 3 0 0.97° 0 2 44 0.02°
Seme IRS 2007 122 122 122 109 1 12 0.90° 0 0 122 0?
2009 190 190 190 143 17 30 0.80° 0 0 190 0?

2010 22 22 22 19 3 0 0.93° 0 6 16 0.13°
Control LLIN 2007 150 150 150 110 40 0 0.87° 0 0 150 0°
2009 101 101 101 90 11 0 0.95° 0 0 101 0°
2010 43 43 43 38 5 0 0.94° 0 0 43 0?
Adjohoun LLIN 2007 52 52 52 14 30 8 0.56 0 0 52 0?
2009 24 24 24 8 16 0 067° 0 0 24 0?
2010 17 17 17 15 2 0 0.94° 0 0 17 0?
Dangbo LLIN 2007 124 124 124 66 54 4 0.75° 0 0 124 0°
2009 96 96 96 50 40 6 0.73° 0 0 96 0°

2010 58 58 58 55 3 0 0.97° 0 3 55 0.02°
Seme LLIN 2007 72 72 72 60 0 12 0.83° 0 0 72 0?
2009 44 44 44 31 12 1 0.84° 0 0 44 0?
2010 7 7 7 7 0 0 12 0 0 7 0?

Ag: An. gambiae; kdr f: kdr frequency; ace.1 ¥ f: ace.1 ¥ frequency. Numbers in the same column sharing the same superscript do not differ significantly (p > 0, 05)

of kdr frequencies is associated with the intervention
areas and similarly with the control area (p < 0.05). As
the ace-I1% allele was rarely observed in mosquitoes
tested, the Fisher exact test, revealed that the ace-I* fre-
quency was similar in the intervention communities
compared to the control area (p > 0.05).

Insecticide susceptibility

The susceptibility of adult mosquitoes (reared from lar-
val collection) to permethrin (0.75%), deltamethrin
(0.05%), DDT (4%) and bendiocarb (0.1%) from 2007-10
is presented in Figure 2. The resistance status of the
mosquitoes was based on the decrease in the mortality
rates according to WHO criteria. From 2007-10, the
susceptible strain Kisumu of An. gambiae displayed
mortality rates above 98% for the 4 insecticides tested
(Figure 2). The 24 h post-exposure mortality rate of An.
gambiae s.| from all localities showed resistance to

DDT, permethrin and deltamethrin. In contrast, these
mosquitoes were highly susceptible to bendiocarb with a
mortality rate more than 99% (Figure 2). Univariate
logistic regression, performed with mortality rate as the
dependent variable and localities as a covariate with
ANOVA test, showed that the phenotypic resistance to
DDT and pyrethroid was associated with the localities
(p < 0.05). Indeed, logistic regression performed, showed
a decrease of mosquito

susceptibility for permethrin (OR = 0.70 [0.51 - 0.95]),
p < 0.05), deltamethrin (OR = 0.27 [0.15 - 0.51]), p <
0.05) and DDT (OR = 0.16 [0.11-0.24]), p < 0.05) in
Seme LLIN and for DDT (OR = 0.54 [0.39 - 0.75]), p <
0.05) in Adjohoun LLIN. This finding was similar to
Misserete IRS for permethrin (OR = 0.53 [0.39 - 0.72]),
p < 0.05), deltamethrin (OR = 0.27 [0.15 - 0.51]), p <
0.05) and DDT (OR = 0.47 [0.34 - 0.66]), p < 0.05), to
Dangbo IRS for permethrin (OR = 0.63 [0.47 - 0.84]), p
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Figure 2 Variation of mortality rates per insecticide from 2007
to 2010 in each locality.

< 0.05) and DDT (OR = 0.51 [0.37 - 0.71]), p < 0.05)
compared to the control IRS area. Concerning the mor-
tality rate of An. gambiae to deltamethrin (OR = 0.51
[0.26 - 1]) and permethrin (OR = 0.82 [0.6 - 1.12]) in
Adjohoun they were similar (p > 0.05) to the control
LLIN area. The susceptibility to bendiocarb did not
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change in the LLINs and IRS areas compared to the
control area (p > 0.05).

Kdr and ace.1® frequencies in survivors and dead
(susceptible) An. gambiae s.I. to insecticides

Ace-1® mutation was not detected in 2 survivors and all
200 randomly drawn dead mosquitoes from the reared
strain of An. gambiae s.l specimens which were scored
for the allele. The kdr genotyping performed on dead
and surviving mosquitoes to deltamethrin showed that
100% of them were An gambiae s.s M form. During the
study period, kdr frequencies in alive and dead mosquito
specimens from Dangbo IRS, Misserete IRS, Seme LLIN
and Control area have been relatively high and has not
varied significantly (p > 0.05) (Tables 2, 3). Kdr frequen-
cies were respectively in the range of 0.78-0.91 for alive
and 0.72-0.90 for dead mosquitoes (Tables 2, 3).
Whereas in the Adjohoun LLIN area, it was stable at
0.60-0.64% in 2007-09 and varied to 0.83 in 2010 for
live specimens (Table 2). This is the same with the kdr
allelic frequencies in dead mosquitoes, specimens which
were in the range of 0.67-0.66% in 2007-09 and varied
to 0.77 in 2010 (Table 3). The correlation coefficients
between the kdr frequency in survivors and mortality
rates to deltamethrin were respectively -0.54 (P > 0. 05),

Table 2 Kdr frequency in surviving An.gambiae s.I. population 24 h post-exposure to insecticides

Locality Years Number of survivors Species Molecular kdr mutation
tested Ag forms
M
RR RS SS kdr frequency
(%)
Control area 2007 27 27 27 21 6 0 0.89°
(Plateau zone)
2009 30 30 30 24 6 0 0.90°
2010 25 25 25 22 3 0 0.86"
Control area (Flood zone) 2007 25 25 25 21 4 0 0.92°
2009 28 28 28 23 5 0 091°
2010 25 25 25 22 3 0 0.82°
Adjohoun (LLIN area) 2007 50 50 50 22 20 8 0,64°
2009 30 30 30 11 14 5 0,60°
2010 24 24 24 16 8 0 083°
Dangbo (IRS area) 2007 58 58 58 37 17 4 0,78°
2009 60 60 60 38 22 0 0.82°
2010 25 25 25 19 6 0 0.88°
Misserete (IRS area) 2007 56 56 56 40 16 0 0.86%
2009 30 30 30 23 6 1 0.87°
2010 22 22 22 18 4 0 091°
Seme (LLIN area) 2007 54 54 54 49 1 4 0,92°
2009 21 21 21 19 2 0 0,95°
2010 25 25 25 20 5 0 0,90°

Ag: An. gambiae; Numbers in the same column sharing the same superscript do not differ significantly (p > 0, 05)
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Table 3 Kdr frequency in dead An.gambiae s.l. population 24 h post-exposure to insecticides
Locality Years Number of Species Ag Molecular kdr mutation
dead forms
tested M
RR RS SS kdr frequency
(%)
Control area (Plateau zone) 2007 27 27 27 20 7 0 0.87°
2009 30 30 30 22 8 0 0.87°
2010 25 25 25 20 3 2 0.86°
Control area 2007 25 25 25 20 5 0 0.90°
(Flood zone)
2009 28 28 28 20 8 0 0.86°
2010 25 25 25 19 3 3 0.82°
Adjohoun 2007 50 50 50 21 25 4 067°
(LLIN area)
2009 30 30 30 15 10 5 0,66°
2010 24 24 24 14 9 1 077°
Dangbo 2007 58 58 58 33 19 6 0,73°
(IRS area)
2009 60 60 60 34 22 4 0,75°
2010 25 25 25 15 6 4 0.72°
Misserete (IRS area) 2007 56 56 56 39 17 0 0.85°
2009 30 30 30 22 6 3 081°
2010 22 22 22 18 4 3 0.80°
Seme (LLIN area) 2007 54 54 54 45 5 4 0.88°
2009 21 21 21 15 5 1 0,837
2010 25 25 25 19 4 2 0,84°

Ag: An. gambiae; Numbers in the same column sharing the same superscript do not differ significantly (p > 0, 05)

-0.43 (P > 0. 05) and 0.84 (P < 0.05) in 2007 year, 2009
and 2010.

Discussion

The results have shown that An. gambiae s.s. M form
was the major malaria vector species biting in the
Oueme region. This corroborates previous reports [21]
of the anopheline distribution in southeast Benin, which
explained the absence of the S molecular form by the
ecological characteristics of the Oueme region that did
not support its selection. The findings have also shown
that kdr gene frequencies were stable from 2007 to 2009
in the LLIN area but had significantly increased in 2010.
Despite the LLIN distribution, the cause of this stability
of kdr gene frequencies from 2007 to 2009 is unknown,
because the same results were obtained in the control
area that has not benefited from the distribution of
LLINs. But, a similar trend reported by a study in Bioko
between 1998 and 2001 showed no evidence of kdr in
the An. gambiae s.s. population despite the use of pyre-
throid-impregnated bednets [36]. It was on the basis of
this study that the decision was made to implement IRS
with a pyrethroid insecticide in Bioko [37]. However, in
2010, a significant increase of kdr mutation frequency

was observed in Dangbo, Misserete, Adjohoun and
Seme LLIN around 23 months after the first LLIN dis-
tribution, and 16 months after the second. This increase
was corroborated with the strong correlation (correla-
tion coefficient R* = 0.84; P < 0.05) between the kdr fre-
quency and the survival rate obtained among the An.
gambiae s.l. populations tested with deltamethrin.
Indeed the main mechanism of resistance to pyrethroids
is the mutation Leu 1014F kdr allele in Benin. Recent
studies have shown that this mutation is expanding in
the South [21,38] and North Benin [38]. This high
mutation could explain the resistance to deltamethrin in
An. gambiae collected from HLC and breeding sites of
all localities including the control area, in 2010, two
years after the implementation of vector control. Simi-
larly, the resistance to permethrin and DDT has been
maintained and became higher. These findings corrobo-
rate previous studies that had reported resistance of An.
gambiae to DDT and permethrin in Benin [18,21,39]
and in Ethiopia [40] to DDT, permethrin and deltame-
thrin. Although suspected, the selective pressure exerted
by the promotion of mosquito nets by the Ministry of
Health and the free distribution of LLINs in the Oueme
region, causing the kdr increase within An. gambiae
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populations is doubtful. Because the findings showed a
significant decrease in deltamethrin mortality rates from
85% to 46% in LLIN area and 32% to 22% in IRS area
and control area. Other previous studies have shown
that the selection of resistance to pyrethroids in the
populations of malaria vectors was due to the extensive
use of LLIN [41,42]. Hence, resistance selection in the
An. gambiae population to deltamethrin seemed most
likely to have been developed as a consequence of expo-
sure of adult mosquitoes to this insecticide from LLINs
distributed in LLIN areas. Moreover, the high domestic
pyrethroid use [18,21], the contamination of soil by
using pesticides for crop protection [18] in the Oueme
region, could justify the resistance to deltamethrin in
control and IRS areas who had not benefited from the
distribution of LLINs. This hypothesis was supported by
previous studies in Mali that showed an increase in kdr
frequencies in the absence of any wide-scale control
program [12]. This diversity of factors (LLINs, IRS, mos-
quito coils, aerosols, use of pesticides for crop protec-
tion) that select individual resistant An. gambiae could
also explain the spatial variation of low susceptibility of
mosquitoes to insecticides. Kdr resistance gene was not
the only mechanism of resistance observed in the
Oueme region. This could justify the highest kdr fre-
quency observed among the strain susceptible to delta-
methrin. According to previous studies in Benin, high
activity of esterases and oxidases was detected in popu-
lations of An. gambiae and Culex quinquefasciatus resis-
tant to pyrethroids [26]. Hence, further investigations
are required to determine the role of kdr in conferring
resistance and the presence of other resistance mechan-
isms involved in the different classes of insecticides [43].
Indeed, when exposed to several insecticides, An. gam-
biae develops a resistance to these chemicals through
several mechanisms of adaptation. Therefore, major
challenges to malaria control in Africa must include the
monitoring of resistance of mosquitoes to insecticides,
but should also involve the education of people on the
appropriate use of insecticides.

After four rounds of bendiocarb IRS from 2008 to
2010, An. gambiae remained susceptible to bendiocarb.
This finding is in agreement with a previous study con-
ducted in Benin [20,21,44] and in Bioko where the num-
ber of An. gambiae s.s. exiting through window traps
were significantly reduced and remained low with subse-
quent IRS rounds with a bendiocarb [4]. This suscept-
ibility of An. gambiae to bendiocarb may be explained
by the absence of individual homozygous RR in the
Oueme region. In Culex pipiens populations the ace-1
mutation has been associated with a high fitness cost
[45] and the same may be true in An. gambiae s.s. as
the frequency of the ace-1 mutation in mosquito popu-
lations declines rapidly after a few generations in the
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absence of selection pressure from organophosphates or
carbamates insecticides [46]. Similarly, Djogbenou et al.
reported that the main cost of resistance found for An.
gambiae mosquitoes homozygous for the G119S muta-
tion was that they were significantly more likely to die
during pupation than their susceptible counterparts [47].
But after the fourth round of IRS in 2010 heterozygous
(RS) individuals of ace-1 mutations were detected in a
few localities, with a significant variation (0-13%) of ace-
1 frequency in Seme IRS in contrast to insignificant
increase (p > 0.05) noticed in the localities of Control
IRS, Dangbo IRS, Misserete IRS and Dangbo LLIN. This
occurrence of heterozygous individuals, in the interven-
tion area in 2010 could be attributed to a high selection
pressure, because two rounds of IRS had been carried
out that year. However, the occurrence of heterozygous
individuals even at sites far from the sprayed areas, sug-
gests other factors than those exerted by the vector con-
trol program. The ace-1 mutation may have migrated
from treated to untreated areas, explaining the parallel
increase in those areas. Conversely, the greater fre-
quency of ace-1 mutation in An. gambiae specimens in
Seme IRS, despite the fact that they are interspersed by
at least 5 km with untreated control area and LLIN
area, may suggest a possible migration of ace-1 mutation
to untreated areas. If migration is restricted, the selec-
tion pressure in the untreated areas may be caused by
other than the one induced by IRS. Indeed, recent stu-
dies [18,48] showed that this region has a different bio-
climatic characteristic with high rainfall (1,500 mm
annually), where insecticides are extensively used for
agriculture. This suggests that selection of resistant indi-
viduals has been caused by insecticides used for other
purposes apart from those used by the IRS, although it
is difficult to identify the specific activity with the pre-
sent study.

Conclusion

The results of this study have confirmed that natural
populations of An.gambiae in the Oueme region have
maintained and developed their resistance to pyre-
throids, but are still susceptible to bendiocarb. In Africa
the pyrethroid resistance had highly increased in An
gambiae populations. This increase coincided with the
period where chemical vector control was deployed with
unprecedented levels of coverage in Africa. In this con-
text there was selection of resistant individuals in the
treated areas (LLINs and IRS), however, in untreated or
control areas, the selection of resistance recorded may
have been caused by unknown factors other than LLINs
and IRS. These findings have important implications for
malaria vector control programs using IRS and LLIN.
Firstly, assessment and monitoring of resistance to pyre-
throids and bendiocarb in malaria vector control should



Padonou et al. Parasites & Vectors 2012, 5:72
http://www.parasitesandvectors.com/content/5/1/72

be a priority to help correct the current malaria preven-
tive activities and guide in the selection of insecticides
to use in the future for malaria vector control in Benin.
Secondly, strategies for resistance management [49,50]
should be implemented to delay the development or
expansion of insecticide resistance by the rotation or the
mixture of different classes of insecticides with different
target sites. Thirdly, it is necessary to implement a dia-
logue and partnerships between the fields of health and
agriculture in order to coordinate the appropriate use of
insecticides with reciprocal benefits for both parties.
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Les impressions des captureurs-dormeurs sur les effets des cases traitées a base
d’insecticide

(Entretien individuel)
Numéro de case : Profession : Age :

1- Avantages ressentis

- Avez-vous bien dormi?

- Le produit insecticide a-t-il été efficace contre les moustiques ?
2- Effets secondaires.

- Avez-vous éternué ?

- Avez-vous eu mal a la téte ?

- Vos yeux ont-ils coulé de larmes ?

- Ressentez-vous des brilures aux yeux ?

- Avez-vous été incommodé par une odeur désagréable ?
3- Souhaitez-vous poursuivre I’expérimentation ?

4- Quels sont vos souhaits pour I’amélioration de I’organisation ?



QUESTIONNAIRE

ENQUBTEUN & Date iooovviiiiieeee

1- Identification

11-Commune :.................. 12-Arrondissement :.................. 13-

Quartier :..................

14-Nom et prénom du répondant @ ...............ccoeiiiiiiiiinn... 15-Age: i,
16-Statut dans leménage @ ........coooeeviiiiniiiiii 17-Niveau d’instruction : ....
18-Groupe ethnique: 19-Religion :
20-OCCUPAtION & ..ot 201-Sexe :[JMasculin [ Féminin

2-Les nuisances du moustique

21- Quelle géne redoutez-vous de la part des moustiques ?
1 Bruit (1 Pigdres  [J Insomnie 1 Paludisme

3-Prise en charge du paludisme

31-Selon-vous, quels sont les symptomes du paludisme ?

11 Corps chaud [ maux de téte [1diarrhée 1 courbature
"1 fatigue 1 vertige “Jamaigrissement [ maux de ventre
Clautre @ ...l (a préciser)
32-Selon-vous, le paludisme est-elle une maladie ?
1 bénigne 1 grave [ trés grave "I mortelle
CJautre :..............(a préciser)
33-Lorsque quelqu’un est malade du paludisme chez-vous, le traitement se fait avec :
1 les médicaments « du blanc » 7 les médicaments « du noir »

4-Moyens de protection contre les moustiques

41- Quels sont les moyens de protection contre les moustiques que vous connaissez ?
(1 Fumée "1 Poudre (épandage)  [1Pommade répulsive
71 Couverture du corps [ Plantes locales
1 Bombes insecticides [ Serpentins fumigenes
1 Grillages aux fenétres [ Plaquettes électriques
1 Moustiquaires ordinaires [1 Moustiquaires imprégnées
L AULTES & ettt e (a préciser)

5-Couverture du ménage en moustiquaire

51-Avez-vous des moustiquaires dans votre maison ?

71 Oui 1 Non
52-Combien de personnes y- a-t-il dans votre ménage ? | I Nombre total de personnes
53-Combien de moustiquaires y-a-t-il dans votre ménage? | I Nombre de moustiquaires

6-Connaissances des moustiquaires

61-Dormez-vous sous moustiquaire ?




10ui  [INon
62-Si Oui. Est-ce que je peux voir la ( les) moustiquaire (s) ? 1 Oui “1Non

1 Nombre ordinaire 1 Nombre Imprégnée

63- Comment avez-vous obtenu la (les) moustiquaire (s)?
1 Don 1 Achat JAULre T oo

65- Si achat comment trouvez-vous le codt ?
1 Trés cher "1 Abordable [ Pas cher :
66-Quels sont les avantages possibles de 1’utilisation de la moustiquaire ?
1 Réduction des nuisances dues aux moustiques
1 Réduction des nuisances dues aux autres insectes
1 Réduction des maladies 1 Réduction du paludisme
1 Protection de I’intimité
L AULIE & e

67-Quels sont les inconvénients possibles de ’utilisation de la moustiquaire ?

] Sensation de chaleur ] Sensation d’étouffement

"1 Encombrante

L AUIE &
7-Connaissance de la pulvérisation intradomiciliaire

71-Avez-vous déja entendu parlé des campagnes de pulvérisations?
71 0ui 1 Non TNSP

72-Pensez-vous qu’il y a des avantages liés aux campagnes de pulvérisations ?
1 Réduction des nuisances dues aux moustiques
1 Réduction des nuisances dues aux autres insectes
1 Réduction des maladies 1 Réduction du paludisme
L AULI & e

73-Pensez-vous qu’il y a des inconvénients liés aux campagnes de pulvérisations ?
1 Toxicité "I mauvaise odeur

LTAULIE
74-Accepteriez-vous une pulvérisation a ’intérieur de votre case ?
1 Oui 1 Non [T NSP

Si Oui/Non pourquoi ? :

8- Caractéristiques des lieux d’habitation

Gite potentiel de moustiques : [ proximal 1éloigné  [1trop éloigné

Emplacement de la case : 1 Isolé 1 En concession

Nature du « madr »: [1 Ciment 1 Banco [1 Métal [1Bambou [ Bois

Nature du toit : [1Béton [ Tuile 1 Téle [ Pailles

Nature du plafond : 7 Absence [1Ciment []contre-plaqué 7 Bambou 1 Autre: ......... (& préciser)
Trou au plafond : [Tabsent [peu (2) [Jassez(3a5) [Inombreux (>5)

Espace entre le « mdr » et le toit : [1absent [Tpeu (2) [Tassez (3a5) [1nombreux (>5)
Fentes dans le « mdr » : [Jabsent [Tpeu (2) [Tassez(3a5) [1nombreux (>5)

Surface du mur : [ lisse "] rugueux



ENQUETE SUR LES SUPPORTS IMPREGNES DANS LE DEPARTEMENT DE

L’OUEME
(FOCUS GROUP)
Equipe de terrain : Date de I’enquéte :
Département : Commune :
Arrondissement : Quartier:
Nombre de participants : Numeéro de groupe :

1. Mesures de protection contre les piqQres de moustiques.

- Que faites-vous pour vous protéger contre les piqlres de moustiques ?

- Utilisez-vous des bombes insecticides ? Si Oui, sont-elles efficaces ?

- Que pensez-vous de la durée d’efficacité d’une pulvérisation a 1’aide d’une bombe
insecticide ?

2. Connaissance des moustiquaires imprégnées

- Connaissez-vous les moustiquaires imprégnées ?

- Sont-elles efficaces ?

- Comment procede-t-on pour imprégner une moustiquaire ?

- Quel role joue le produit qui a servi a I’imprégnation ?

- Les moustiquaires imprégnées tuent-elles seulement les moustiques ?

- Quels autres insectes tuent-elles ?

- Quel support pensez-vous qu’on peut encore imprégner ?

3. Connaissances sur les campagnes de pulvérisations.

- Avez-vous déja entendu parler des campagnes de pulvérisations?

- Historique des campagnes de pulvérisations dans votre localité ?

- Pensez-vous qu’il y a des avantages liés aux campagnes de pulvérisations?

- Pensez-vous qu’il y a des inconvénients liés aux campagnes de pulvérisations?

- Accepteriez-vous que votre localité bénéficie des campagnes de pulvérisations?
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Extraction d’ADN au CTAB, sur moustique entier

Myriam et Cécile, avril 2003
D’apreés : une technique que faisait Myriam dans son ancien labo ; pas de publication a ce jour.

1- Broyer chaque moustique dans 200 ml de CTAB 2%

2- Mettre au Bain-Marie 65° pendant 5 minutes

3- Ajouter 200 ml de chloroforme - Mélanger par inversion.

4- Centrifuger 5 minutes a 12 000 rpm, a TA

5- Prélever la phase supérieure et la mettre dans un autre tube

6- Ajouter 200 ml d’Isopropanol sur ce surnageant - Bien mélanger par inversion
7- Centrifuger 15 minutes a 12 000 rpm et TA

8- Vider Ulsopropanol, bien égoutter et ajouter 200 ml d’Ethanol 70%
9- Centrifuger 5 minutes, 12 000, TA

10- Vider ’Ethanol

11- Sécher le culot 5 minutes maximum au speed-vac

12- Reprendre dans 20 ml d’H20 - Ne pas vortexer - Laisser suspendre sur la paillasse toute la
nuit (ou une 1/2 journée)

CTAB 2%
Réactifs Volume Conc. finale
1 M Tris HCL pH 8.0 100 ml 100 mM
0.5 M EDTA 20 ml 10 mM
NaCl 81.8¢g 1.4 M
CTAB* 20¢g 2%
ddH20 QSP 1L

* Cetyl trimethyl ammonium bromide
Mélanger sous agitateur magnétique.
Conserver a TA.
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PCR diagnostique An. gambiae s.l.

Polymorphisme dans |’espace intergénique (IGS) de I’ADN ribosomal

Elle distingue en Afrique de ’Ouest: An. gambiae, An. arabiensis et An. melas

ISA, janv 2003

Réf : Scott JA, Brogdon W & Collins FH. Identification of single specimens of the Anopheles
gambiae complex by the polymerase chain reaction. Am J Trop Med Hyg. 1993, 49(4):520-9.

Amorces

UN GTGTGCCGCTTCCTCGATGT
AG CTGGTTTGGTCGGCACGTTT
AA AAGTGTCCTTCTCCATCCTA
AM GTGACCAACCCACTCCCTTGA

Conditions PCR

Avec la Taq Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 pl par réaction

Réactifs Conc. finale pour 1 rxs a 25 pl
Tampon de Taq 10 X 1 X 2.5 ul
contenant 15 mM MgCl, 1.5 mM
5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul
Primer UN (10 pM) 5 pmoles 0.5 ul
Primer AG (10 pM) 5 pmoles 0.5 ul
Primer AA (10 pM) 5 pmoles 0.5 ul
Primer AM (10 pM) 5 pmoles 0.5 ul
Taq DNA Polym (5 U/pl) 0.25U 0.05 pt
ddH,0 17.95 pl
DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pl
94°A 94° )
Amplification : 3_ 30" 72° |72°
3’ [30%, 30, 10“]40.5’ @ 56°C e
10" 5’

Taille attendue

An. gambiae : 390 bp ' 30';: *

An. arabiensis : 315 bp 56°

An. melas : 464 bp %x—jl
40 cycles
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Formes moléculaires M et S d’An. gambiae
ISA, janv 2003

Polymorphisme d’un segment de |’espace intergénique (IGS) de I’ADN ribosomal

Réf : Favia G, Lanfrancotti A, Spanos L, Siden-Kiamos | & Louis C. Molecular characterization of
ribosomal DNA polymorphisms discriminating among chromosomal forms of Anopheles gambiae
s.s. Insect Mol Biol. 2001, 10(1):19-23.

Amorces

R3 : GCAATCCGAGCTGATAGCGC

R5 : CGAATTCTAGGGAGCTCCAG
Mop int : GCCCCTTCCTCGATGGCAT
B/S int : ACCAAGATGGTTCGTTGC

Conditions PCR
Avec la Taq Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 pl par réaction

Réactifs Conc. finale pour 1 rxs a 25 pl
Tampon de Taq 10 X 1 X 2.5 ul
contenant 15 mM MgCl, 1.5 mM

MgCl 25 mM 1 mM 1.0 ul

5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul

Primer R3 (10 uM) 7.5 pmoles 0.75 ul

Primer R5 (10 uM) 7.5 pmoles 0.75 ul

Primer Mop int (10 pM) 15 pmoles 1.5 ul

Primer B/S int (10 uM) 15 pmoles 1.5 ul

Taq DNA Polym (5 U/pl) 0.25U 0.05 pt

ddH,0 14.45 pl

DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pl

94°A 94° A
Amplification : 30| 30" ' 72° |72°
3’ [30%, 30“, 45“]28.5’ @ 63°C .
L 45n 5'

Taille attendue 30"
R3/R5 : ~1300 bp I oc ¥
M: 727 bp -
5: ~475 bp 28 cycles
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Mutation Kdr
ISA, janv 2003

Polymorphisme dans un gene codant pour un canal a Na, associé a la résistance au DDT et aux
pyréthrinoides.
Kdr : phénotype « Knockdown resistance »

Réf : Martinez-Torres D, Chandre F, Williamson MS, Darriet F, Berge JB, Devonshire AL, Guillet P,
Pasteur N & Pauron D. Molecular characterization of pyrethroid knockdown resistance (kdr) in
the major malaria vector Anopheles gambiae s.s. Insect Mol Biol. 1998, 7(2):179-84.

Amorces

D1 ATAGATTCCCCGACCATG
D2 AGACAAGGATGATGAACC
D3 AATTTGCATTACTTACGACA
D4 CTGTAGTGATAGGAAATTTA

Conditions PCR
Avec la Taq Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 pl par réaction

Réactifs Conc. finale pour 1 rxs a 25 pl
Tampon de Taq 10 X 1 X 2.5 ul
contenant 15 mM MgCl, 1.5 mM

5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul

Primer D1 (10 pM) 6 pmoles 0.6 ul

Primer D2 (10 pM) 6 pmoles 0.6 ul

Primer D3 (10 uM) 20 pmoles 2.0 ul

Primer D4 (10 uM) 20 pmoles 2.0 ul

Taq DNA Polym (5 U/pl) 0.25U 0.05 ul

ddH,0 14.75 pl

DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pul

9404 94° A
Amplification : —_‘
3’ [30u’ 30((, 10“]35c5’ @ 55°C 3 30 72 72
1o"|s'
Taille attendue L
D1/D2 : 293 bp 30"
D1/D3:195bp  Résistant v 55°C v
D2/D4: 137 bp  Sensible -
35 cycles
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Mutation Ace 1 chez Anopheles
Isa et Alphonsine, juin 2003

Polymorphisme dans le géne ace-1 qui code pour l’acéthylcholine estérase Ache1.
La mutation se situe au niveau de ’AA 119, qui est une Gly chez les susceptibles et une Ser chez
les résistants.

Réf : Weill, M. et al. (2003) Comparative genomics: Insecticide resistance in mosquito vectors.
Nature 423 (6936), 136-137

Amorces Ex3AGdir GATCGTGGACACCGTGTTCG
Ex3AGrev AGGATGGCCCGCTGGAACAG

Conditions PCR
Avec la Taq Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 pl par réaction

Réactifs Conc. finale pour 1 rxs a 25 pl
Tampon de Taq 10 X 1 X 2.5 ul
contenant 15 mM MgCl, 1.5 mM
5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul
Primer Ex3AGdir (10 pM) 10 pmoles 1.0 ul
Primer Ex3AGrev (10 pM) 10 pmoles 1.0 ul
Taq DNA Polym (5 U/ul) 0.25U 0.05 pul
ddH,0 17.95 pl
DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 ul
Amplification : 940A 94° A
3’ [30%, 30“, 30“]35.5’ @ 62°C —
3 30" ' 72° |72°
Taille attendue r—
EX3AG : 541 bp 30")5
Vérifier 5ul de produit de PCR sur gel d’agarose 1.5% 30"
. . ! oo |
Digestion enzymatique \ )
Réactifs Conc. finale | pour 1 rxs a 25 pl 35 cycles
Tampon de l’enzyme 1 X 2.5
10 X ul
Alul (5 U/pl) 25U 0.5 ul
ddH,0 14.0
ul
Produit PCR 8.0
pl

Incuber a 37°C pendant 3 heures, voire toute la nuit.
Vérifier la réaction en faisant migrer 10ul de la digestion sur un gel d’agarose 2%.

100 bp 100 bp
800 bp
Tailles attendues 541
Génotype SS RR 403
taille 403 bp 253 bp
150 bp 200 bp 253
138 bp 138 bp jlgg

PCR SS RS RS RR
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ELISA - CSP
(Circumsporozoite protein de Plasmodium)
DF, janv 2003
D’aprés Wirtz, Burkot et al . technique Fontenille LIN Mpl 2002
01 -  SI NECESSAIRE PREPARER LES TAMPONS PBS - BB - TWEEN 20 - NP 40 +BB

02 - PREPARER LES MOUSTIQUES (Téte - Thorax dans tube numéroté)
* Ajouter 20 pl de NP 40/BB Laisser au moins 1 H (ou la nuit au réfrigérateur)

03 - PREPARER LE PLAN DE LA PLAQUE SUR LA FEUILLE (N° des moustiques, date, ...)
04 -  BROYER LES MOUSTIQUES : 2 fois 190 ul de BB (conservation des tubes a - 20°C)
05 -  SI NECESSAIRE RECONSTITUER LES ACm de capture (cf. fiche), garder a -20°C
06 -  SENSIBILISER LES PLAQUES ELISA
a) Préparer les solution d'ACm de capture aux dilutions voulue : il faut faire les essai de

dilution a chaque nouvelle commande
b) - vortexer

CAPTURE Pour 1 plaque Pour 3 plaques
p. falciparum : 15 pl/5 ml PBS f: 45 pl/15 ml PBS
p. vivax 210 : 5 pl/5 ml PBS v 210: 15 pl/15 ml PBS
p. vivax 247 : 10 pl/5 ml PBS v 247 : 30 pl/15 ml PBS
p. malariae 60 pl/5 ml PBS m: 180 pl/15 ml PBS
p. ovale 15 pl/5 ml PBS 0: 45 pl/15 ml PBS

b) Mettre 50 pl/puits (a pipette 8 canaux, pte jaune) de chaque ACm de capture

* SCREEN : mélange des plasmodiums a tester (n x 50 pl)
* monospécifique : uniquement du plasmodium étudié (1 x 50 pl)
Laisser la nuit sur la paillasse (ou le W.E. a 4°C).

07 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER
08 - METTRE 200 pl de BB par puits (screen ou monospécifique)
pendant 1 H sur paillasse.
Pendant ce temps faire décongeler les moustiques a tester (Téte Thorax dans BB)

09 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER

10 - METTRE 50 pl du broyat de moustique par puits. Bien vérifier qu’on met dans le bon puit.
Laisser pendant 2 H sur paillasse.

11 - Environ 10 minutes avant la fin des 2h, préparer les ACm CONJUGUES,
si nécessaire reconstituer le lyophilisat (cf. fiche)

12 - VIDER LA PLAQUE. LAVER 2 FOIS AU PBS/TWEEN 20
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13 - METTRE 50 pl/puits de 'ACm CONJUGUE, correspondant a 'ACm de capture (pour Screen =
3 x 50 pl) LAISSER_1 H sur paillasse

ACm conjugués a Peroxydase dans BB, : il faut faire les essai de dilution a chaque nouvelle

commande
CONJUGUES Pour 1 plaque POUI" 3 PlaqUES
p. falciparum : 7,5 ul/5 ml BB f: 22,5 ul/15 ml BB
p. vivax 210: 10 pl/5 ml BB v 210 30 ul/15 ml BB
p. vivax 247 : 2 pul/5 ml BB v 247 : 6 pul/15 ml BB
p. malariae 15 ul/5 ml PBS m: 45 ul/15 ml PBS
p. ovale 15 ul/5ml BB 0: 45 ul/15 ml BB

14 - Environ 5 minutes avant la fin de 'heure, préparer le SUBSTRAT de la peroxydase (selon
Lhuillier, Sarthou et al) :
Pour 3 plaques :
*5 mg d'Ortho-tolidine dans 0,25 ml de N,N-diméthyl formamide
* 30 ml de Tampon citrate
*12 pl de H202 a 10% (ou 4 pl a 30% , ou 6 pl a 20% ).
15 - VIDER LA PLAQUE. LAVER 4 FOIS AU PBS/TWEEN 20
16 - METTRE 100 pl/puits de SUBSTRAT
17 - INCUBER 30 minutes A OBSCURITE SANS TOUCHER (coloration bleue 620 nm)
18 - Blocage par 50 pl d'acide sulfurique 4N : Coloration jaune :

19-Lecture a 620 et 450 nm sur le lecteur Elisa
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Réactifs et quantités pour ELISA - CSP
DF, janvier 2003
* PBS

Reconstituer le PBS en poudre Sigma :
9,7 g dans 1 L d'eau distillée (ex réf. Sigma D 5773)

* NP 40/BB = Nonidet P40 (Sigma n° 3516, 50 ml) pour une plaque 2 ml = 25 ul NP 40 + 2 ml
BB, agiter (préparer pour 5 plaques 10 ml + 125 pl NP 40)

* BB = Dans un litre PBS, ajouter :

1) 5¢ de Casein (Sigma C 5890)
2) 0,1 g de Thiomérosal (Sigma T 5125)
3) 0,04 g de Phenol red (Sigma P 4758)

4) 10 g de BSA (Sigma A 7906)
AGITER 2H

(pour les calculs une plaque , moustiques a broyer compris : 100 ml de BB)
* PBS/TWEEN 20 - 500 pl de Tween 20 dans 11 de PBS, agiter (Sigma P 1379)

Substrat de Peroxydase = Pour 3 plaques :
*5 mg d'Ortho-tolidine dans 0,25 ml de N,N-diméthyl formamide

* 30 ml de Tampon citrate
*12 pl de H202 a 10% (ou 4 pl a 30% , ou 6 pl a 20% ).

Tampon Citrate pH4
- préparer le Tampon Citrate pH4 : Pour 1 litre :
Acide citique, 1 H20 1,77 ¢
Hydroxyde de Sodium 4,48 ¢

Dissoudre la soude dans 200 ml d'eau bidistillée, puis l'acide citrique dans
cette solution. Ajouter 400 ml d'eau bidistillée. Ajuster le pH a 4 avec de l'acide
Chlorhydrique 1N. Compléter a 1 | avec de l'eau bidistillée.

RECONSTITUTION DES ANTICORPS MONOCLONAUX LYOPHILISES (ACm)
* milieu reconstitution = 1/2 volume H20 + 1/2 volume Glycérol (Sigma G.9012)

-1,0 mg ACm + 2 ml milieu reconstitution (soit 500 pg / ml)

-0,5 mg ACm + 1 ml milieu reconstitution (soit 500 pg / ml)

- 0,25 mg ACm + 0,5 ml milieu reconstitution (soit 500 pg / ml)
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QUANTITE D'ACM NECESSAIRE :

- Sensibilisation : ACm capture dans du PBS
DILUTIONS RECOMMANDEES PAR WIRTZ :
P. falciparum capture =0.10ug / 50ul PBS (soit 10 pg par plaque : soit 20 pl par plaque dans 5 ml PBS )
P. vivax-210 capture = 0.025pg / 50yl PBS (soit 2,5 pg par plaque : soit 5 pl par plaque dans 5 ml PBS)
P. vivax-247 capture = 0.05pg / 50pl PBS (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml PBS)

CAPTURE Pour 1 plaque
p. falciparum : 15 pl/5 ml PBS f:
v 210:

Pour 3 plaques
45 pl/15 ml PBS

p. vivax 210 : 5 pl/5 ml PBS 15 pl/15 ml PBS
p. vivax 247 : 10 pl/5 ml PBS v 247 : 30 yl/15 ml PBS
p. malariae 60 pl/5 ml PBS m : 180 pl/15 ml PBS
p. ovale 15 pl/5 ml PBS o: 45 ul/15 ml PBS

- Révélation : ACm conjugués a Peroxydase dans BB
DILUTIONS RECOMMANDEES PAR WIRTZ :
P. falciparum peroxidase = 0.05pg / 50pl BB (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml BB )
P. vivax -210 peroxidase = 0.05pg / 50ul BB (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml BB )
P. vivax -247 peroxidase = 0.01pg / 50yl BB (soit 1 pg par plaque : soit 2 pl par plaque dans 5 ml BB )

CONJUGUES Pour 1 plaque Pour 3 plaques

p. falciparum : 7,5 ul/5 ml BB f: 22,5 ul/15 ml BB
p. vivax 210: 10 ul/5 ml BB v 210 30 ul/15 ml BB
p. vivax 247 : 2 ul/5 ml BB v 247 : 6 ul/15 ml BB

p. malariae 15 pl/5 ml PBS m: 45 ul/15 ml PBS
p. ovale 15 ul/5 ml BB o: 45 pl/15 ml BB
Les ACm sont fournis par le Dr WIRTZ, CDC Atlanta

TEMOINS

Dilutions pour les témoins positifs CSP antigen de P. f, P. v 210 et P. v 247
Attention reconstitution du lyophilisa dans eau distillée, puis dilution dans BB
Ces témoins sont fournis par le CDC

Espece Numéro de | Volume de l’antigéne | Volume de Blocking Concentration en
plasmodiale la Solution controle positif Buffer (BB) antigene
dans 50 pl
P. falciparum Stock Pf lyophilisé (25 pg) 25ul d’eau dist.
I 5ul de stock 500ul BB 500ng
Il 10ul de | 1000ul BB 5000pg
*1 20ul de i 1000ul BB 100pg
Témoin pos
P. vivax 210 Stock Pv210 lyophilisé (25 ug) | 25 pl d’eau dist
A 5ul de stock 500ul BB 500ng
B 10ul de A 1000ul BB 5000pg
C 20ul de B 500ul BB 200pg
*D 200ul de C 800ul BB 40pg
Témoin pos
P. vivax 247 Stock Pv247 lyophilisé (25 25ul d’eau dist
Hg)
1 5ul de stock 500ul BB 500ng
2 40ul de 1 1000ul BB 20ng
3 100ul de 2 700ul BB 2.5ng
Témoin pos
PM : NAAG au 1/8000 déja dilué
Manuel du laboratoire de biologie moléculaire -70/113 - Version 4



Summary

Anopheles gambiae, the main vector of malaria in Africa, is characterized by high resistance to
pyrethroids in Benin. It is in this context that the National Malaria Control Program (NMCP) decided
in 2007 to implement a strategy of malaria vector control based on Indoor Residual Spraying (IRS)
through the support of "President's Malaria Initiative” of American government. This thesis has been
elaborated as part of the implementation of the first experiment in Benin IRS. It aims to select a non-
pyrethroid insecticide as treatment for homes, to provide baseline sociological and entomological data
to assess the impact of the intervention on malaria transmission and the dynamic of Anopheles

gambiae resistance in the area under insecticide treatment.

The study was carried out in the districts of Adjohoun, Dangbo, Missérété and Seme-Kpadji. In the
swampy zone, IRS was not implemented, therefore long lasting insecticide-impregnated net (LLIN)
(Permanet2.0) were distributed. Porto-Novo who did not receive intervention, was considered as
control district. The choice of alternative insecticide was carried out by the evaluation of the
effectiveness in experimental huts of five insecticides. Moreover, the existing limits of the IRS were
identified through a survey based on knowledge, attitudes and practices (KAP) of the populations in
the four districts. Before the implementation of IRS, mosquito collections, ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) and WHO susceptibility tests coupled to kdr and ace-17 search were performed.

The findings showed that IRS was accepted by 98.7% of respondents. The bendiocarb was revealed
as the alternative product to use for the treatment of houses. The study has shown a drastic decrease in
the An. gambiae infected bites in the sprayed areas. A significant decrease of infected bites was also
observed after mass distribution of LLINs. Monitoring of An gambiae resistance to insecticides
showed that the level of resistance to permethrin and DDT has not changed. An. gambiae also
remained susceptible to bendiocarb throughout the period. However, resistance to deltamethrin was

noticed in all localities including the control area.

The indoor residual spraying strategy implemented, was successful. This is justified by the scale of the
campaign, the strong community participation noted during the campaign, the behavior of the vector
endophilic, the high susceptibility of the vector to bendiocarb, the lethal effect of this product on
resistant mosquitoes and decreased longevity of An. gambiae. Despite the effectiveness of IRS, this
method has its weaknesses. The low residual activity of bendiocarb on treated surfaces, the exophagic
behavior of An. gambiae after IRS and the full coverage of LLINS, the sociological disadvantages of
using MIILDs requires the need for complementarity between control tools.

Keywords: malaria, Anopheles gambiae, bendiocarb, IRS. long lasting insecticide-impregnated net,

deltamethrin.



Résumé

Anopheles gambiae, le principal vecteur du paludisme en Afrique, est caractérisé par une forte
résistance aux pyréthrinoides au Bénin. C’est dans ce contexte que le Programme National de Lutte
contre le Paludisme (PNLP) a décidé, en 2007, de mettre en ceuvre une stratégie de lutte anti-
vectorielle basée sur la pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide (PID) grace a I’appui de
« President’s Malaria Initiative » du gouvernement Américain. La présente thése a pour but de
sélectionner un non-pyréthrinoide alternatif pour le traitement des maisons, de fournir des données de
base sociologigues et entomologiques en prélude a la mise en ceuvre de la PID, de mesurer ’impact de
cette intervention sur la transmission du paludisme et 1’évolution de la résistance dans la zone sous

traitement insecticide.

L’étude a été réalisée dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme-Kpodji. Mais
dans les secteurs non éligibles pour la PID, des moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée
d’action (MIILD) de type Permanet 2.0 ont été mises a la disposition de la population. La commune de
Porto-Novo n’ayant pas bénéficié d’intervention a servi de localité témoin. Pour la sélection de
I’insecticide alternatif, une évaluation en cases expérimentales a porté sur I’efficacité de 5 insecticides.
Par ailleurs, une enquéte portant sur les connaissances, les attitudes, les pratiques (CAP) et 1’adhésion
des populations des quatre communes en matiére de la PID a été réalisée. Durant les périodes avant et
aprées la mise en ceuvre de la PID, des captures de moustiques, la détermination de I’indice
sporozoitique par la technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), la recherche du géne
de résistance (kdr et/ou ace-1%) et la réalisation des tests de sensibilité aux insecticides, ont été

organisées.

Les résultats ont révélé que le taux d’acceptabilité de la stratégie PID par les communautés a été de
98,7% et le bendiocarb est le produit alternatif a utiliser pour le traitement des maisons. Lors de la
campagne, une baisse drastique du taux d’inoculation entomologique (TIE) a été enregistrée. Le
niveau de résistance vis-a-vis de la perméthrine et du DDT n’a pas évolué. De plus An. gambiae est

demeuré sensible au bendiocarb. En revanche cette espece est devenue résistante a la deltaméthrine.

La stratégie d’utilisation du bendiocarb en PID contre An. gambiae résistant aux pyréthrinoides a été
prometteuse. Ce succes s’explique par la forte participation communautaire, la grande étendue de
I’opération, le comportement endophile de An. gambiae, sa forte sensibilité au bendiocarb et la
diminution de sa longévité. Par contre la faible rémanence du bendiocarb, le comportement exophage
de An. gambiae aprés intervention et les handicaps sociologiques de I’utilisation des MIILDs

soulignent la nécessité d’une complémentarité entre les outils de lutte antivectorielle.



Mots clés : paludisme, Anopheles gambiae, bendiocarb, pulvérisation intradomiciliaire. moustiquaire

imprégnée d’insecticide a longue durée d’action, deltaméthrine.
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