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1. Introduction générale

Les arthropodes constituent I’embranchement le plus important tant par le nombre
d’individus présents sur la terre que par la diversité et le nombre d’especes recensées sur la
planete. En effet, huit especes animales sur dix sont des arthropodes. Beaucoup d’arthropodes
piqueurs suceurs (moustiques, glossines, phlébotomes, puces, tiques, réduves...) sont des
vecteurs de parasites, de virus et de bactéries, engendrant des maladies graves humaines et
animales (Rodhain & Perez, 1985). Parmi ces maladies a transmission vectorielle, le
paludisme, une érythrocypathie, demeure la plus grande endémie parasitaire mondiale
(Collins & Paskewitz, 1995), un peu plus d’un siecle apres la découverte par Ross (entre
1895 et 1898) du rdle vecteur des moustiques dipteres dans la transmission d’hématozoaires

du genre Plasmodium (agents pathogenes du paludisme).

Le premier combat contre le paludisme reposait sur I’assainissement de 1’environnement qui
consistait a éliminer les gites larvaires, source de développement du moustique. 1l a été relayé
quelques décennies plus tard par l'utilisation d’extraits de plantes a activités insecticides
notamment les extraits des pyrethres (Chrysanthemum cinerariaefolium) et surtout par
I'utilisation a grande échelle du Dichloro-Diphényl-Trichloroéthane (DDT) dont les
propriétés insecticides ont ét€ découvertes en 1939 avant le déclenchement de la deuxieme
guerre mondiale (Miiller, 1955). Les succes fulgurants des premieres heures enregistrés avec
le DDT conduisirent au concept d’éradication totale du vecteur, slogan des grands
programmes de lutte contre le paludisme a 1I’époque (OMS, 1957). Cependant, ce concept fut
tres vite abandonné car si 1’éradication totale du vecteur a été réalisée avec succes dans

certaines régions en Europe et aux USA, elle connut des échecs dans les savanes tropicales

d’Afrique (Cavalie & Mouchet, 1961; Mouchet & Hamon, 1963).

Premiere affection parasitaire mondiale, le paludisme menace aujourd’hui plus d’un milliard
de personnes situées dans la ceinture de pauvreté (WHO, 2012). 1l constitue un fléau lourd de
conséquences non seulement pour la santé, mais aussi pour le développement
socioéconomique. Il est endémique dans 109 pays et pres de 3,3 milliards de personnes (soit
50% de la population mondiale) sont exposées a cette maladie (WHO, 2012). Chaque année,
35 millions de cas sont déclarés officiellement mais les estimations révelent 200 a 300
millions de cas cliniques par an (WHO, 2008). Le paludisme a Plasmodium falciparum est
responsable de 627 000 de déces par an, en particulier chez les enfants de moins de 5 ans
(77%) et les femmes enceintes. Pres de 90% des cas de déces touchent les pays de I’ Afrique

sub-saharienne ou le complexe Anopheles gambiae est le principal vecteur (WHO, 2013).
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Le paludisme joue un rdéle majeur dans le faible développement économique de certaines
régions endémiques ou sa transmission est tres intense (Snow et al., 2005). De plus, le
paludisme urbain est devenu une réalité dans la plupart des villes de ces régions, surtout
dans celles grandissantes de I’ Afrique subsaharienne (Akogbéto et al., 1992 ; Robert et al.,
2003), et problématique du fait qu’environ 54% de la population africaine habiteront les
villes en 2030 (Hay et al., 2005). Plusieurs stratégies de lutte ont été développées a la fois
contre le parasite (diminution du nombre de porteurs de gamétocytes) et les vecteurs
(diminution de la population vectrices essentiellement par [’utilisation d’insecticides).
Cependant, la prévalence du paludisme se maintient toujours et une augmentation de son
incidence est aujourd’hui observée dans certaines régions endémiques, malgré les énormes
efforts de lutte consentis (Greenwood er al., 2008). Ces résultats sont li€s aux limites
d’efficacité de chacune des méthodes actuelles de lutte, aux problémes socio-économiques
et culturels que traverse I’ Afrique, a I’apparition et a la rapide diffusion des résistances
des parasites aux médicaments et des anopheles vecteurs aux insecticides dans I’attente
d’un vaccin qui n’est toujours pas disponible malgré la pléthore d’antigenes candidats

vaccins (Phillips, 2001 ; Hemingway et al., 2002; Greenwood et al., 2005, 2008).

Au Bénin, le paludisme demeure la principale cause de recours aux soins dans les formations
sanitaires et représente 43% de toutes les affections enregistrées en 2011 (SNIGS/MS, 2011).
Les axes stratégiques de lutte contre le paludisme sont de troisieme génération et reposent sur
la prévention, la prise en charge des cas intégrant la confirmation de tous les cas avant
traitement et I'utilisation des Combinaisons thérapeutiques a base de I’ Artémisine (CTA), la
surveillance de 1’efficacité des antipaludiques, le suivi de I’efficacité des moustiquaires
imprégnées d’insecticide a longue durée d’action ainsi que la surveillance épidémiologique,
entomologique et la communication pour un changement de comportement (Plan Stratégique
National, 2011).

Le principal moyen de prévention utilis€ est la lutte anti vectorielle et elle repose
essentiellement sur 1’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides de longue durée
(MIILD) et la pulvérisation intra-domiciliaire (PID). Il y a quelques années, les moustiquaires
imprégnées d’insecticides (MII) de type conventionnel se sont rapidement imposées comme
une solution pour réduire 1’incidence de la maladie (Lindsay & Gilson, 1998; Coosemans &
d’Alessandro, 2001). Malgré leur efficacité notée dans la lutte contre le paludisme, on a
constaté une faible observance de la réimprégnation des moustiquaires par les populations.

Cette réimprégnation est pourtant nécessaire pour la pérennité de leur efficacité. En effet,
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initialement, les techniques d’imprégnation des moustiquaires entrainaient une perte
d’efficacité relativement rapide des MII et nécessitaient un retraitement régulier a I’aide de
solutions insecticides (Maxwell er al., 2003). Pour résoudre les difficultés liées a
I’imprégnation, des avancées récentes des méthodes d’imprégnation de moustiquaires ont
permis I’essor d’une nouvelle génération de moustiquaires, les moustiquaires imprégnées
d’insecticide a longue-durée (MIILD) ou Long-Lasting Insecticidal Nets (LLINs) qui ne
nécessitent point de réimprégnation. La présence de I’insecticide a I’intérieur de leurs fibres
ou fixé a la surface a I’aide d’une résine permet la conservation de leur efficacité pendant
plusieurs années et/ou apres de nombreux lavages (Graham et al., 2005; Smith et al., 2007;
Kilian et al., 2008). Ce concept a été accepté par les paludologues et le modele MIILD a fait
progressivement son entrée dans divers pays a travers les programmes nationaux de lutte
contre le paludisme (PNLP) et divers organismes de santé (Coosemans & d’Alessandro,

2001).

L’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action constitue
aujourd’hui I'une des principales méthodes de prévention de masse applicable efficacement
contre le paludisme (Lengeler, 2004a ; Greenwood et al., 2005). La preuve de I’efficacité des
moustiquaires imprégnées est bien connue (Lengeler, 2000 ; Lengeler, 2004b) et des efforts
de sa distribution massive sont en lien avec les recommandations de I’OMS (Guyatt et al.,
2002; Grabowsky et al., 2005a; Grabowsky et al., 2005b; WHO, 2005 ; Eisele et al., 2006;
Thwing et al., 2008). Les pyréthrinoides ont été les seuls insecticides recommandés par
I’OMS pour I’'imprégnation des moustiquaires en raison de leur rapidité d’action, leur effet
excito-répulsif, leur faible dose d’utilisation, et leur bonne tolérance pour ’homme (Zaim &
Guillet, 2002 ; OMS/AFRO, 2012)

Beaucoup d’efforts ont été ainsi consentis pour augmenter I’accessibilité des populations aux
moustiquaires imprégnées en particulier aux enfants de moins de cinq ans et aux femmes
enceintes. L’Enquéte Démographique de Santé réalisée au Bénin en 2006 a montré que
seulement 33% des enfants agés de moins de cinq ans et 32% des femmes enceintes
dormaient sous moustiquaires imprégnées (EDS-III, 2006). Dans le but d’atteindre le seuil de
couverture chez les enfants de moins de cinq ans et les femmes enceintes, une initiative
soutenue par la Banque Mondiale et le Fonds Mondial a permis au Programme National de
Lutte contre le Paludisme (PNLP) de mener des campagnes de sensibilisation et de
distribution gratuite de moustiquaires imprégnées a longue durée d’action (MILD) sur

I’ensemble du territoire national en octobre 2007. Un an apres la campagne de distribution
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massive de moustiquaires imprégnées aux enfants agés de moins de cinq ans et aux femmes
enceintes, une évaluation a été organisée en novembre 2008, pour apprécier le niveau de
satisfaction basé€ sur quelques indicateurs de lutte contre le paludisme a savoir la couverture
en moustiquaires et leur utilisation par zone sanitaire via la méthode LQAS. Les résultats
provisoires ont montré que la proportion de ménages possédant au moins une moustiquaire
imprégnée était de 72% et la proportion de ménages ayant des enfants de 0 a 59 mois dans
lesquels au moins une moustiquaire imprégnée a été retrouvée était de 86% dans les
départements de ’Ouémé et du Littoral. En revanche, la proportion d’enfants de 0 a 59 mois
ayant dormi sous une moustiquaire imprégnée au cours de la nuit précédente était de 59%
dans les mémes départements (PNLP, 2009). Ces taux sont passés respectivement a 60% et
64% en 2010 selon I’enquéte de suivi des indicateurs de lutte contre le paludisme ; taux bien
en deca du seuil de couverture de 80% préconisé par I’Organisation Mondiale de la Santé

(PNLP, 2010).

Le succes des MIILD dans la prévention du paludisme vient du fait qu’elles procurent a la
fois une protection individuelle efficace pour les utilisateurs et une protection communautaire
si le taux de couverture en moustiquaires est suffisamment €élevé pour diminuer la capacité
vectorielle (WHO, 2008). En vue d’atteindre 1’acceés universel, le PNLP a organisé en
collaboration avec ses partenaires en Juillet 2011 une campagne nationale pour la couverture
totale de la population (une MIILD pour 2 personnes) afin d’obtenir un « effet de masse » sur
la population anophélienne et la transmission du paludisme. Cette campagne a permis de
distribuer pres de cinq millions de MIILD avec une couverture nationale de 91% (PNLP,
2011). Selon I’enquéte de couverture et d’utilisation réalisée 4 mois apres cette campagne
d’acces universel, plus de 86% des ménages parcourus dans les douze départements du pays
disposaient de MIILD et 'utilisation était nettement améliorée (Tokponnon et al., 2013).
Apres la campagne de masse de 2011, la distribution de routine de MIILD a été poursuivie
chez les enfants de moins d’un an a travers la vaccination anti-rougeole et les femmes
enceintes a travers la consultation prénatale. Pour renforcer la distribution de routine en vue
du maintien de la couverture universelle, il est également organisé une distribution de MIILD
au profit des écoles primaires. Les travailleurs des entreprises et autres groupes sociaux
organisés bénéficient d’une distribution a cofit réduit a travers un plan de marketing social des

MIILD pour maintenir I’acces universelle.

Malheureusement, la résistance de An. gambiae s.s aux pyréthrinoides s’est propagée dans les

régions endémiques et de ce fait menacent sérieusement la promotion de ce moyen de lutte.
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En effet, la résistance des moustiques aux insecticides est apparue en Afrique depuis les
années 60. Cette résistance aux insecticides est de plus en plus répandue et touche désormais
pres des deux tiers des pays ou la transmission persiste. Elle concerne toutes les principales
especes de vecteurs et toutes les classes d’insecticides (GPIRM, 2012). Les premiers cas ont
été notés au Burkina avec I’apparition de la résistance de An. gambiae a la Dieldrine, puis un
an plus tard au DDT (Hamon & Mouchet, 1961). Concernant les pyréthrinoides, I’OMS, en
1987, a signalé la résistance a ces produits chez An. arabiensis au Soudan et chez An.
gambiae au Nigéria (WHO, 1976). Cette résistance fut observée apres sélection au
laboratoire, mais elle €était relativement faible (Malcolm, 1988). De nombreux autres cas sont
décrits en Afrique de I’Est (Vulule et al., 1994; Stump et al., 2004). 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 Faso (Chandre et al., 1999;
Diabaté, 2002), 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 élevée de I’ordre
de 80% en milieu urbain de Cotonou qu’en zones rurales (Chandre, 1999; Akogbéto et
Yacoubou, 1999 ; Akogbéto et al., 2005 ; Fanello et al., 2003a; Awolola et al., 2003;
N’Guessan et al., 2007 ; Corbel et al., 2007; Djogbénou et al., 2008 ; Djenontin et al., 2009 ;
Yadouléton et al., 2010 ; Djegbé et al., 2011 ; Osse et al., 2012).

Malgré la résistance développée par An. gambiae aux pyréthrinoides, les moustiquaires
imprégnées sont efficaces en zone de résistance des vecteurs aux insecticides (Henry et al.,
2005) et conferent une protection a travers leurs roles de barriere mécanique (Curtis et al.,
1996). 1l est a noter aussi qu’une étude récente menée au sud du Bénin a montré un
accroissement de I’efficacité lorsqu’on améliore le taux d’utilisation des MIILD malgré la
présence de la résistance (Damien et al., 2010).

Cependant, N’guessan et al. (2007) ont noté une baisse de 1’efficacité des moustiquaires
imprégnées et des pulvérisations intra domiciliaires de lambdacyhalothrine dans les zones de
forte résistance des anopheles au sud Bénin. Si ces résultats semblent préoccupants, ils
demandent a étre replacés dans leur contexte comme cela a été fait dans la discussion de cet
article car il faut savoir que 1’étude a été faite a 1’échelle expérimentale des cases pieges et
donc il est difficile d’extrapoler ce que I’on obtiendrait a I’échelle communautaire. Aussi, les
travaux de Asidi et al. (2012) ont montré une perte de protection en communauté lorsqu’on

dort sous une moustiquaire imprégnée d’insecticide a longue durée d’action dans des localités
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ou les moustiques sont résistants aux pyréthrinoides. Par ailleurs, certains experts s’inquietent
qu’il puisse exister des cas de résistances non détectés en raison de la difficulté a faire le lien
entre 1’augmentation des cas de paludisme et les preuves de résistance des vecteurs aux
insecticides. Selon ’OMS, bien qu'il soit nécessaire d'examiner la question de facon plus
approfondie pour mieux comprendre I’impact opérationnel dii a la résistance aux insecticides
sur I’efficacité des interventions antivectorielles, cela ne doit pas empécher la communauté de
lutte contre le paludisme de prendre des mesures immédiates.

Il est donc fondamental d’étudier I’efficacité opérationnelle des MIILD distribuées par le
Programme National de Lutte contre le Paludisme en 2011 dans les endroits ou les vecteurs
sont sensibles et ou ils ont développé une forte résistance vis-a-vis des insecticides (GPIRM,

2012).

Les résultats des travaux effectués par le Centre de Recherche Entomologique de Cotonou
(CREC) sur la sensibilité des populations d’An. gambiae récoltées dans différentes localités
des départements du Mono-Couffo, de I’Ouémé - Plateau, de 1’ Atlantique - Littoral et du Zou
ont constitué la base du choix de la zone d’étude. Il s’agit du département du Plateau ou, en
plus des zones de résistance des vecteurs aux pyréthrinoides, quelques zones de sensibilité
ont été mises en évidence (Yadouléton et al., 2010). Mais en raison du faible nombre de
localités ou An. gambiae est sensible aux pyréthrinoides, nous avons réalisé 1’étude dans deux
catégories de localités : celles ou la résistance est considérée comme faible et celles ot elle est

considérée comme forte.

C’est pourquoi la présente étude intitulée « Evaluation des aspects épidémiologiques du
paludisme en zone de forte et de faible résistance des vecteurs aux insecticides dans le
travaux de recherche en these, associe a I’entomologie, la parasitologie, des aspects cliniques
et immunologiques afin de déterminer si la résistance des vecteurs aux insecticides représente

un obstacle sérieux a I’efficacité des MIILD au Bénin.
Plusieurs hypotheses justifient ce travail :

1) la transmission du paludisme est plus importante en zone de forte résistance des vecteurs
aux insecticides par rapport aux zones ol les vecteurs sont sensibles;
ii) I'utilisation des MIILD au sein des ménages et 1’intégrité physique de ces MIILD sont

influencées par la résistance des vecteurs aux insecticides;
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1ii) I’efficacité des MIILD varie en zones de forte et de faible résistance des vecteurs aux
insecticides;
iv) les indicateurs épidémiologiques du paludisme sont modifiés par la résistance des vecteurs

aux insecticides;

Le principal objectif de cette étude est d’évaluer I’efficacité des moustiquaires imprégnées
d’insecticides sur la transmission, 1’incidence du paludisme, et la prévalence de Plasmodium

falciparum en zones de forte et de faible résistance des vecteurs aux insecticides.
Plus spécifiquement, nous allons:

1) identifier des localités de forte et de faible résistance des vecteurs aux insecticides;

i1) évaluer la couverture, I’utilisation et I’intégrité physique des MIILD dans les deux zones;
iii) suivre la transmission du paludisme dans les deux catégories de zones;

iv) évaluer D'efficacité protectrice des MIILD et mesurer la prévalence de Plasmodium
falciparum et de I’anémie chez les enfants agés de moins de 5 ans vivant dans les différentes
zones au niveau des formations sanitaires;

v) apprécier I’incidence palustre et les densités parasitaires chez des enfants de moins de 5 ans

dans les différentes localités a travers un suivi longitudinal d’une cohorte.

La présente these est scindée en sept chapitres dont les contenus sont en rapport avec le sujet.
Ensuite, leur chronologie dans la theése a été pour nous un élément capital. Cette chronologie
est basée sur I’évolution des idées dans un esprit d’enchainements progressifs pour aboutir a
la conclusion générale. Il s’agit pour nous de pouvoir disposer des informations scientifiques
pour apprécier I’influence de la résistance sur I’efficacité des moustiquaires mises en place
par le PNLP.

Apres I’introduction qui nous a permis de situer le sujet, d’émettre les hypotheses de base et
de fixer les objectifs a atteindre, nous avons rappelé, dans la premicre partie de la these,
I’épidémiologie du paludisme dans le monde, en Afrique et au Bénin, les stratégies de lutte et
de I’évaluation de I’efficacité des interventions de lutte contre le paludisme. Ensuite, nous
avons fait un état des lieux des insecticides, des types de résistance aux insecticides
susceptibles de compromettre les programmes de lutte et les stratégies de gestion de cette
résistance (chapitre 1).

Au début de la theése, nous avons conduit une étude préliminaire en vue de choisir les villages
qui abriteront les travaux. Les larves de An. gambiae ont été prospectées et les moustiques

N

adultes obtenus apres leur élevage a l'insectarium ont subi des tests de sensibilité a la
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deltaméthrine. Les taux de mortalité obtenus apres une exposition des femelles de 2 a 5 jours
aux papiers imprégnés de cet insecticide ont permis de distinguer les villages de faible et de
forte résistance. Toutefois, dans chaque chapitre, il a été réalisé un bref résumé du chapitre

précédent (chapitre 2).

Etant donné que I’étude a pour but de comparer I’influence de la résistance sur I’efficacité des
MIILD, en dehors des facteurs de résistance, " toute chose doit €tre égale par ailleurs " dans les
deux catégories de villages. Ainsi dans les villages de faible et de forte résistance, nous avons
entrepris une étude (chapitre 3) pour évaluer le taux de couverture, d’utilisation et de
I’intégrité physique des MIILD. L’objectif est de s’assurer que ces taux sont similaires dans

les deux catégories de villages.

Dans le quatriéme chapitre, nous avons comparé le niveau de la transmission dans les
villages de faible et de forte résistance. Nous avons réalisé des captures de moustiques sur
appat humain chaque mois et déterminé le taux d’inoculation entomologique dans un groupe
de villages ou les vecteurs sont fortement résistants. Ce taux a été comparé a celui enregistré

dans le groupe de villages de faible résistance.

Les résultats entomologiques ont été corrélés avec les données parasitologiques. Ainsi, dans le
cinquiéme chapitre, nous avons réalisé chez les enfants 4gés de moins de 5 ans vus en milieu
de soins et provenant des villages de faible et forte résistance une évaluation de 1’efficacité
protectrice des MIILD. A partir des résultats de la Goutte Epaisse (GE) réalisée chez des cas
(enfants vus avec fievre c’est-a-dire a la température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C) et
des témoins (enfants vus sans fievre c’est-a-dire, a la température axillaires inférieure a
37,5°C) nous avons dans un premier temps cherché a savoir si ceux qui utilisent les MIILD et
qui proviennent des villages de forte résistance ont plus de risque de faire le paludisme que les
autres. Les expositions aux piqlires de moustiques infestés ont été aussi évaluées a travers le
dosage des anticorps anti-salivaires dans le sang et ont permis de déterminer 1’efficacité des
MIILD utilisées par les enfants. Dans un second temps, nous avons étudié¢ I’'impact de
I’utilisation de ces MIILD sur la prévalence de I’infestation palustre et de I’anémie dans les

villages de faible et de forte résistance a travers une enquéte transversale.

Le sixiéme chapitre est orienté sur I’étude d’une cohorte d’enfants de moins de 5 ans suivis

activement tous les mois dans les différents villages. Pour chaque enfant, il a été réalisé une
17



Goutte Epaisse (GE) le premier mois du suivi, un traitement systématique de tous ceux qui
sont positifs a 1’aide d’'une Combinaison Thérapeutique a base de I’Artémisinine (CTA).
Chaque mois, des prélevements sanguins ont permis de réaliser la GE et le FS au laboratoire.
La température axillaire a été prise ainsi que tout antécédent de fievre documenté a travers des
visites a domicile réalisées. L’évolution des incidences mensuelles par localité a été évaluée
ainsi que les variations des DP. La corrélation des résultats ainsi obtenus avec ceux des

données entomologiques a été réalisée.

Enfin, les différents résultats obtenus sont discutés dans leur ensemble, suivis d’une
conclusion et de perspectives de recherche concernant 1’avenir de [Defficacité des
moustiquaires malgré la forte progression de la résistance des vecteurs aux insecticides dans

le pays (chapitre 7).
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2. Généralités sur le paludisme
2.1 Définition et bref rappel historique

Le paludisme est une maladie parasitaire, due a un hématozoaire du genre Plasmodium et qui
sévit dans la plupart des pays tropicaux. Un siecle apres la découverte du rdle vecteur des
moustiques dans la transmission des plasmodies, le paludisme demeure la plus grande
endémie parasitaire mondiale, avec une incidence annuelle estimée a 500 millions de cas
cliniques. Le nombre de victimes directes est évalué a un million par an, essentiellement
comptées parmi les enfants de moins de 5 ans (Greenwood et al., 2005).

Le terme italien « mal aria » ou mauvais air et le terme francophone « paludisme » introduit
par Laveran (1893), traduisent bien la liaison faite par les italiens entre les fievres et les
miasmes véhiculés dans 1’air. En 1717, Lancisi suggerait que le paludisme était dii a un
poison des marais transmis par des moustiques qui inoculent « les mauvaises humeurs dans le
sang ».

A la fin du XIXeme siecle, le médecin militaire frangais Alphonse Laveran fut le premier a
démontrer la nature parasitaire de 1’affection en détectant « des éléments pigmentés dans les
globules rouges des malades atteints de fievres palustres, qui se présentent sous forme de
croissant, de spheres, de flagelles » et appella en 1881 Oscillaria malariae le parasite
responsable. Entre 1895 et 1898, Ross montra que le paludisme pouvait étre transmis par les
moustiques. Grassi, Bastianelli et Bignami en 1899 décrivirent le cycle complet de
développement de P. falciparum, P. vivax et P. malaria chez les anopheles.

Il est transmis le plus souvent d’un individu a un autre par la piqiire des moustiques femelles
du genre Anopheles. Le paludisme peut également €tre transmis par une transfusion sanguine
provenant d’une personne infectée. Des dons de sang provenant de personnes a demi-
immunisées, ne présentant pas de symptdmes cliniques, peuvent aussi contenir des parasites
du paludisme. On peut assister a des cas de paludisme congénital, ou la mere contaminée

transmet le parasite a son enfant avant ou pendant 1’accouchement (OMS, 1996).

2.2 Epidémiologie du paludisme

2.2.1 Importance médicale du paludisme

Dans le monde :

L’un des rares problemes de santé publique qui a traversé les siecles sans jamais perdre son

importance, le paludisme est endémique dans 99 pays (figure 1) des régions tropicales et

19



intertropicales d’ Amérique du Sud, d’ Asie et majoritairement d’ Afrique (WHO, 2013) ou les
conditions climatiques sont particuliecrement favorables au développement des moustiques
Anopheles vecteurs et des Plasmodies humains (Hay et al., 2004, 2009). Sur plus de 3
milliards de personnes a risque (environ 50% de la population mondiale), selon les dernieres
estimations de décembre 2013, on a enregistré, en 2012, 207 millions de cas de paludisme
(avec une marge d’incertitude comprise entre 135 millions et 287 millions) qui ont causé
627 000 déces (avec une marge d’incertitude comprise entre 473 000 et 789 000), soit une
diminution de la mortalité de 45% au niveau mondial par rapport a 2000 et de 49% dans la
Région africaine de ’OMS (WHO, 2013). La plupart de ces cas mortels (85%) surviennent
chez les enfants de moins de cinq ans (WHO, 2008) qui, avec les femmes enceintes (23
millions de grossesses sont menacées chaque année), payent le plus lourd tribu a cette maladie
(WHO-Unicef, 2003). Toutefois en Afrique, le taux de mortalité des enfants a diminué de

54% par rapport a 2000 (WHO, 2013).
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Figure 1 : Répartition des zones impaludées dans le monde d’apres I’OMS en 2013
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En Afrique

Quatre vingt et onze pour cent (91%) des cas annuels de déces d’enfants de moins de cinq
ans (environ 596 000 cas) sont enregistrés en Afrique sub-saharienne (Figure 2) ou 174
millions de cas annuels sont enregistrés (WHO, 2012). P. falciparum, 1’espece la plus
fréquente et la plus dangereuse entrainant chaque année 2 a 3 millions de formes graves
(Greenwood et al., 2005, 2008), avec la survenue d’acces cérébraux et d’anémies séveres
surtout chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes, est responsable de 80 a
95% des infections palustres annuelles (WHO, 1996) chez pres de 610 millions d’ Africains
exposés (Guerra et al., 2008). Le paludisme, en occasionnant un déficit de poids a la
naissance, est aussi responsable de 5-10% des cas de mortalités néo-natales et infantiles en
Afrique sub-saharienne (Guyatt & Snow, 2001). Dans cette région, ou le complexe
Anopheles gambiae est le principal vecteur de P. falciparum (Mouchet et al., 2004), le
paludisme est responsable de 40% des dépenses de santé publique, de 30-50% des
admissions dans les hopitaux et de pas moins de 50% des consultations externes (WHO-
Unicef, 2003). Il y est la cause des pertes évaluées a 12 milliards de dollars US chaque année

(Greenwood et al., 2005).

stratification
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1 Epidemic malaria
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[ Tountries excluded

Figure 2 : Répartition des zones impaludées en Afrique : le Projet MARA/ARMA en 2012
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Au Bénin

Le paludisme constitue aussi un probleme de santé publique majeur au Bénin. En effet, il y
sévit de facon endémique (avec différents niveaux d’endémicité) avec une transmission
saisonniere. Selon 1’Annuaire des Statistiques Sanitaires 2012, le paludisme représente
respectivement 41,7% et 47,6% des motifs de consultation au sein de la population générale et
chez les enfants de moins de cinq ans. L’incidence de la maladie en 2012 est de 15,7% en
population générale et 16,1% chez les enfants de moins de cinq ans. Toute la population
béninoise est exposée au paludisme ; toutefois les femmes enceintes et les enfants de moins de
5 ans continuent d’€tre les groupes les plus vulnérables et sont exposés aux formes graves de
la maladie (SNIGS 2012). Le paludisme est la plus grande cause des demandes de soins de
santé et la principale cause de mortalité, en particulier chez les enfants de moins de 5 ans
(PNLP- Bénin, 2013).

Les vecteurs majeurs appartiennent aux complexes An. gambiae. An. funestus et An. nili sont
suspectés de jouer un rdle « secondaire » dans la transmission de P. falciparum (PNLP-
Bénin, 2010). Ce dernier est le principal agent du paludisme (responsable de plus 95% des
cas), mais des associations avec P. malariae et P. ovale ont été retrouvées dans 1-5% et 1-5%
des cas respectivement (Damien et al., 2010). La figure 3 indique la répartition de la

prévalence du paludisme dans les départemants du Bénin.
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Figure 3 : Carte de la prévalence du paludisme au Bénin

2.2.2 Les protagonistes

2.2.2.1 Les agents pathogenes

Les agents responsables du paludisme sont des protozoaires de 1’embranchement des
Apicomplexa (protozoaires a appareil apical complexe), de la classe des Sporozoae, de 1’ordre
des Haemosporidia, de la famille des Plasmodidae et appartiennent au genre Plasmodium.

Sur plus d’une centaine d’especes du genre Plasmodium parasitant batraciens, reptiles,
oiseaux ou mammiferes, seules cinq peuvent infecter ’homme :

- Plasmodium falciparum (Welch, 1887) est responsable de la fievre tierce maligne. Cette
espece est la plus fréquente en Afrique sub-saharienne o 80 a 95% des cas de la maladie lui
sont associés. Elle est aussi la plus redoutable car pouvant étre a 1’origine des formes graves,

voire mortelles en 1’absence de traitement approprié (WHO, 2000).
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- Plasmodium vivax (Grassi, 1890) responsable de la ficvre tierce bénigne. Elle est
aussi tres répandue dans le monde et évolue avec des rechutes a long terme. Elle est rare en
Afrique, plus fréquente en Asie, Océanie, Amérique du Sud et Centrale.

- Plasmodium ovale (Stephens, 1922) est I’agent aussi d’une fievre tierce bénigne. Elle est
tres proche de P. vivax avec laquelle elle a été tres longtemps confondue. Elle évolue a long
terme et est donc considérée comme peu pathogene. Elle est rare et se rencontre presque
exclusivement en Afrique de I’Ouest.

- Plasmodium malariae (Laveran, 1881) est responsable d’une fievre quarte et de troubles
rénaux.

Elle est responsable d’environ 1% des cas de paludisme seulement. Elle se rencontre surtout
en Amérique du Sud ou elle est tres fréquente dans certaines tribus d’ Amérindiens.

- Plasmodium knowlesi proche génétiquement de P. vivax, et microscopiquement de P.
malariae. 11 a été découvert récemment chez lI'homme en Malaisie (mais €était connu
antérieurement chez le singe) (Cox-Singh et al., 2008; Cox-Singh & Singh, 2008).

Les 3 premieres especes sont spécifiquement humaines alors que les deux dernieres sont

communes a I’homme et aux grands singes africains.

2.2.2.2 Cycle de développement de Plasmodium

Deux hotes successifs sont nécessaires a 1’accomplissement du cycle des plasmodies (Figure
4): hote vertébré ou se déroule la multiplication asexuée ou schizogonie et moustique
Culicidae du genre Anopheles (pour les plasmodies infectant ’Homme), lieu de la

multiplication sexuée ou sporogonie.
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Figure 4 : Cycle de développement du paludisme (Source: http://www.cdc.gov/malaria/)

2.2.2.2.1 Schizogonie chez I’ Homme

Au cours de la piqire, I’anophele femelle infesté injecte avec sa salive, au niveau de la peau,
des sporozoites contenus dans ses glandes salivaires. Ces éléments unicellulaires filiformes, a
travers la circulation générale, se répartissent rapidement dans tout 1’organisme, pénetrent
activement et indifféremment dans différents types cellulaires. Certains sporozoites vont
cependant pénétrer dans des vaisseaux lymphatiques ou ils seront dégradés par le
systeme immunitaire (Amino et al., 2006). Seuls les survivants ayant gagné le foie et franchi
une derniere barricre constituée par les cellules de Kiipffer pourront poursuivre leur cycle
dans les hépatocytes (Ishino et al., 2004). On estime qu’un anophele infecté peut injecter a
son hote un a 1000 sporozoites (120 en moyenne) au moment d’une piqiire (Bejon et al.,

2005).

La phase hépatique

Dans les hépatocytes, les sporozoites s’arrondissent et se transforment en trophozoites.
Certains trophozoites, par multiplication et développement, évoluent immédiatement jusqu’a
maturité pour donner des schizontes alors que d’autres restent sous forme uninuclée et sont

appelés hypnozoites (Jiang et al., 1988). Ces 2 types d’évolution dépendent de 1’espece

25



plasmodiale et expliquent les rechutes observées chez P. vivax et P. ovale chez lesquels les
hypnozoites (formes dormantes) ont été soulignés contrairement a P. falciparum chez qui les
sporozoites entrent en évolution immédiate (Greenwood et al., 2005). A maturité, les
schizontes éclatent, libérant des mérozoites, nouvelles formes uninuclées qui initieront la
phase érythrocytaire en envahissant les globules rouges.

Cette phase hépatique constitue la partie cliniquement silencieuse et asymptomatique du
cycle. Elle correspond, en effet, a une période d’incubation dont la durée (5 a 15 jours) et la
fréquence sont fonction de I’espece plasmodiale. La durée de cette phase varie de 5-6 jours

chez P. falciparum a 10-14 jours, ou occasionnellement plus, chez P. vivax (White, 2004).

La phase érythrocytaire

Les mérozoites, libérés dans le sang par la rupture de 1’hépatocyte, envahissent les globules
rouges, selon un processus en plusieurs étapes, s’y déplacent par des mouvements amiboides
vers le centre ou ils se transforment en trophozoites, sicges d’importantes activités
métaboliques (Carter & Miller, 1979). Les trophozoites vont ainsi croitre en dégradant
I’hémoglobine et évoluer en schizontes dans lequel s’accumule I’hémozoine (pigment
malarique, produit de dégradation de I’hémoglobine qui remplit progressivement la vacuole
nutritive parasitaire).

De nombreuses divisions nucléaires se produisent dans les schizontes aboutissant ainsi a la
formation de nouveaux mérozoites qui sont libérés lors de I’éclatement des schizontes
matures (corps rosacés). Chaque mérozoite peut alors infester une nouvelle hématie et ainsi
recommencer le cycle intra-érythrocytaire. La lyse des hématies parasitées par les schizontes
mirs est responsable des acces fébriles, symptomes cliniques caractéristiques du paludisme.
Apres plusieurs cycles intra-érythrocytaires, une fraction des mérozoites pénetrent dans les
globules rouges et se différencient en gamétocytes males et femelles qui, lorsqu’ils sont
ingérés au cours d’un repas sanguin, permettent la poursuite du cycle du parasite chez le
moustique (Ghosh et al., 2000). La distribution des stades érythrocytaires dans le sang
n’est pas toujours homogene (White & Ho, 1992) et, dans certaines circonstances, certains
stades parasitaires disparaissent du sang périphérique parce qu’ils sont retenus (ou «
séquestrés ») dans les capillaires profonds de différents tissus ou organes profonds (cerveau,

coeur, rate, intestin, moelle osseuse et placenta).

2.2.2.2.2 Sporogonie chez le moustique femelle
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En prenant son repas sanguin sur un individu infecté par Plasmodium, le moustique absorbe
les différents stades du parasite (sexués et asexués) (Robert et al., 1994). Mais seuls les
stades sexués (gamétocytes) poursuivront leur développement, les autres étant digérés au
niveau de I’estomac de 1’insecte (Frischknecht et al., 2004). Rapidement, par expulsion des
corpuscules chromatiniens, le gamétocyte femelle se transforme en macrogamete, alors que la
microgamétogénese male ou ex-flagellation est plus lente et donne naissance a 8
microgametes qui vont rapidement a la rencontre du macro-gamete (Rickman et al., 1990).
La fécondation donne naissance a un ookinete, ceuf mobile qui traverse la paroi stomacale du
moustique et migre vers la face externe de 1’épithélium intestinal ot il s’enkyste pour former
I’oocyste mature dans lequel s’individualisent les sporozoites (Robert ef al., 1994). Libérés a
la suite de I’éclatement de 1’oocyste, ces derniers vont, via I’hémolymphe, gagner par
prédilection les glandes salivaires (Davies, 1974) de I’insecte pour étre inoculés lors d’une

piqiire infectante ultérieure.

2.2.3 Diagnostics de ’infection

Différents moyens directs ou indirects permettent de diagnostiquer le paludisme. Les
techniques directes sont essentiellement parasitologiques; les méthodes indirectes font appel
a 'immunologie ou a la biologie moléculaire. Un diagnostic basé sur les signes cliniques
(symptomatologie) est utilisé pour le diagnostic du paludisme soit direct, soit indirect peut

étre utilisé en zone d’endémie.

2.2.3.1 Evaluation de la morbidité
La morbidité s’évalue avec de tres grandes difficultés car basée sur I’enregistrement des cas
de paludisme a partir des signes cliniques, telle que la fievre, qui ne sont pas forcément
spécifiques au paludisme et qui varient avec le degré de transmission (WHO, 2006c).
De plus, le portage asymptomatique de Plasmodium est fréquent en zone d’endémie. On
distingue : le paludisme simple et le paludisme grave. Dans le cadre du paludisme simple, le
diagnostic est basé sur la détection de la fievre (température axillaire > 37°5 C) ou antécédent
récent de fievre sans signes de gravité.
Le diagnostic du paludisme grave est basé sur la reconnaissance de I’un des signes de gravité
suivants :

Manifestations cliniques :

- Prostration ;

- Troubles de la conscience ou coma ;
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- Détresse respiratoire (respiration acidosique) ;

- Convulsions multiples (convulsions actuelles ou ATCD de convulsions au cours du
présent épisode) ;

- Collapsus cardiovasculaire ;

- (Edéme pulmonaire (radiologique) ;

- Saignement anormal ;

- Ictére ;

Aspects biologiques :

- Hémoglobinurie ou urine coca cola ;

- Incapacité de se nourrir ;

- Acidose métabolique (bicarbonates plasmatiques < 15 mmol/L) ;

- Anémie grave (Hb < 5g/dl ou Ht < 15%) ;

- Hyperparasitémie (> 4% chez le sujet non immun ou > 20% chez le sujet immun) ;

- Hypoglycémie (< 2,2 mmol/L) (PNLP, 2011).

2.2.3.2 Diagnostic biologique

2.2.3.2.1 Diagnostic biologique non spécifique

La numération de la formule sanguine montre une cytopénie (anémie, leucopénie,
thrombopénie) et peut donner une idée sur la gravité du paludisme. Cette méthode n’est pas
précise car ces anomalies ne sont pas toujours dues au paludisme méme si I’anémie est
souvent utilisée dans le diagnostic du paludisme grave chez I’enfant en zone d’endémie. De ce

fait, ces méthodes sont imprécises.
2.2.3.2.2 Diagnostic biologique spécifique
Il est basé sur des approches parasitologiques, immunologiques et sur la biologie moléculaire.

A cet effet, diverses méthodes et techniques sont utilisées.

Microscopie conventionnelle

C’est la méthode de référence pour la détection des infections plasmodiales reposant sur la
mise en évidence microscopique directe des parasites dans le sang étalé en goutte épaisse ou
en frottis mince sur une lame de verre et coloré, généralement au Giemsa (Wongsrichanalai et

al., 2007).

Le Frottis sanguin

28



Il se réalise soit par prélevement capillaire au bout du doigt avec confection immédiate du
frottis, soit par ponction veineuse avec prélevement dans un tube contenant un anticoagulant
et réalisation secondaire des lames d’examens. Il permet 1’étude de la morphologie des
hématozoaires et le diagnostic différentiel entre les especes plasmodiales. Mais il ne permet
presque pas le calcul de la densité parasitaire, du fait de la détermination fastidieuse du
nombre minimum de champ a lire. Pour le réaliser, on étale environ 1 a 1,5 pl de sang sur une
surface de 800mm?. L’examen de 200 champs microscopiques couvre alors 0,01 a 0,02 ul de

sang, soit 40 fois moins que sur une goutte épaisse.

La goutte épaisse

Examen de référence de I’OMS, elle est tres largement utilisée pour le diagnostic de routine
du paludisme. Sa sensibilité est 20 a 30 fois plus élevée que celle du frottis mince. C’est une
technique de concentration des hématies permettant d’identifier les stades sanguins du
parasite (trophozoites, mérozoites et gamétocytes). Elle est réalisée avec 3 a 4 uL de sang
étalé sur une surface ronde, carrée ou rectangulaire d’environ 8-10 mm de diametre ou de
coté. Idéalement, 15 a 20 leucocytes doivent étre visibles sur les champs microscopiques
(oculaires 5x a 7x, objectif 100x a immersion). Dans ces conditions, I’examen de 200 champs
microscopiques couvre environ 0,4 a 0,6 L de sang (Manuel des techniques de base pour le

laboratoire médicale, 1982).

L’apposition placentaire

N

Elle consiste a évaluer les infections plasmodiales au niveau des placentas des femmes
enceintes, qui constituent avec le nouveau-né des populations a tres haut risque de paludisme.
Il s’agit d’apposer la face maternelle d’un fragment du placenta sur une lame de verre et
rechercher sous microscope d’éventuelles parasites. L examen histologique du placenta
peut aussi étre utilisé (Rogerson et al., 2003). Ces méthodes permettent de détecter les
plasmodies et le pigment malarique résiduel présents dans des macrophages qui témoignent
de I'infection récente ou ancienne de la mere, avec une plus grande sensibilité que la goutte

épaisse réalisée avec du sang capillaire (Rogerson et al., 2003).

OBC (Quantitative Buffer Coat ™) Malaria test

Le QBCTM Malaria test repose sur 1’isolement des hématies parasitées et la coloration de
leur ADN par I’acridine orange, leur concentration dans un tube capillaire par gravimétrie

(i.e. centrifugation) et leur détection microscopique en lumiere ultraviolette. Le diagnostic
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positif repose sur une image associant un noyau et un cytoplasme, en situation intra-
érythrocytaire, comparable au diagnostic sur frottis mince. Cependant, les caractéristiques
morphologiques permettant le diagnostic d’espéce ne sont pas discernables. Ainsi, le
diagnostic d’espece repose sur le monomorphisme des stades jeunes des formes sanguines et
leur répartition homogene dans le capillaire en faveur d’une infection par P. falciparum, le
polymorphisme des formes parasitaires et leur concentration proche des couches
leucocytaires évoquant une autre espece plasmodiale. Malgré la grande sensibilité de cette
méthode, son cofit, I’absence d’estimation de la densité parasitaire et de spécificité d’especes
plasmodiales limitent son intérét en épidémiologie aux recherches des densités parasitaires
les plus faibles et au diagnostic des acces palustres chez les individus peu ou non immuns

(De Pina et al., 2007).

Tests de Diagnostic Rapide (TDR) par immunocapture d’antigenes plasmodiaux

Il se base sur la migration d’antigenes de plasmodium, contenus dans le sang périphérique, sur
une membrane de nitrocellulose et sur leur détection par immunocapture (anticorps fixés sur
membrane) et immuno-marquage (anticorps marqué par de 1’or colloidal ou du sélénium)
(Murray et al., 2008). Ces tests sont faciles et rapides d’emploi (<20 minutes), relativement
bon marché et ne nécessitent ni source d’électricité ni entrainement poussé des manipulations
(Figure 5). Cependant, certaines études ont rapporté que ces tests, avec une sensibilité de
I’ordre de plusieurs centaines de parasités par microlitre de sang (<500/ ul) pour P.
falciparum seraient moins sensibles que la méthode de goutte épaisse (Wongsrichanalai et al.,
2007). La qualité de ces tests peut varier d’'un lot a l'autre et peut étre altérée par la
température ou des humidités extrémes. La plupart des tests sont a conserver entre 4 et 30°C,
a moins de 70 % d’humidité. La majorité des tests utilisés ne détectent que P. falciparum,
mais il existe quelques tests qui détectent les autres especes plasmodiales, selon les antigénes
cibles. En pratique, les tests commercialisés combinent souvent la détection de plusieurs
antigenes, en fonction des conditions épidémiologiques ou ils doivent étre employés
(Wongsrichanalai et al., 2007). Ces antigénes sont généralement les suivants :

L’HRP2 (histidin rich protein 2) de P. falciparum : cet antigene est secrété par les formes
asexuées et les jeunes gamétocytes et peut persister dans le sang périphérique plus de 15 jours
apres la disparition des parasites. Sa détection fait I’objet de faux positifs en présence de
facteur rhumatoide ou de faux-négatifs a cause de mutations du gene hrp ou de présence
d’anticorps anti-HRP2.

La LDH (lactate déshydrogénase) : selon les tests, la LDH de P. falciparum, la LDH de P.
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vivax ou les LDH des quatre principales especes de Plasmodium infectant les humains
peuvent étre détectées. La sensibilité des tests détectant la LDH est meilleure pour P.
falciparum. Cet antigene est aussi secrété par les formes asexuées et les gamétocytes mais il
disparait plus rapidement du sang que I"HRP2.

L’aldolase : des anticorps capables de reconnaitre les aldolases de tous les plasmodies
humains peuvent étre utilisés. La sensibilité de détection de ces antigenes est cependant

encore moindre que celle des tests détectant I’HRP2 et 1a LDH.

Figure 5: Recherche d’antigenes circulant de P. falciparum a I’aide de TDR (Photo

Tokponnon)

L’avantage essentiel de ces tests est leur rapidité et leur facilit¢é d’emploi. De plus, ils ne
nécessitent pas une formation et ni un entrainement important. Leur défaut majeur est leur
manque de sensibilité et 1’absence d’estimation de la densité parasitaire. Le manque de
sensibilité (faux négatifs) de ces tests est acceptable pour le diagnostic de la morbidité
palustre dans les zones d’endémie ol les acces palustres s’accompagnent habituellement de
densités parasitaires élevées. Il limite cependant leur intérét pour les études épidémiologiques
menées dans les populations asymptomatiques et dans les populations ou les densités
parasitaires sont basses (Murray et al., 2008). Néanmoins, ces TDR sont tres disponibles et
constituent actuellement un outil de masse pour la détection des plasmodies en milieu
hospitalier ou lors de diagnostics de routine organisés par les PNLP de la plupart des pays

endémiques.
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Méthodes immunologiques : la sérologie

Les méthodes sérologiques de diagnostic de I'infection palustre reposent sur la recherche
d’anticorps dirigés contre des antigenes plasmodiaux. Ces antigenes peuvent étre des
antigénes natifs présents a la surface ou dans les parasites entiers utilisés en
immunofluorescence indirecte (IFI) ou contenus dans des extraits obtenus a partir de parasites
en culture et utilisés en ELISA. Ces antigenes peuvent aussi €tre des protéines recombinantes
ou des polypeptides synthétiques. Les antigénes natifs sont généralement des antigenes de
stades érythrocytaires asexués, le plus souvent de stades schizontes.

La quantité d’Anticorps dirigés contre de multiples antigénes serait ainsi proportionnelle a
I’intensité du contact avec le parasite et a la durée de I’infection (Bruce-Chwatt et al., 1975).
La sérologie apparait €tre plus sensible que la mise en évidence des parasites, car elle est
indépendante des fluctuations de la parasitémie et reste positive en cas de parasitémie
subpatente. Ainsi, plusieurs études immuno-épidémiologiques ont montré que la réponse
anticorps (Ac) contre certains antigenes des stades pré-érythrocytaires et érythrocytaires
(sanguins) de P. falciparum pourraient représenter une « image » du degré de transmission
(Ferreira et al., 1998 ; Drakeley et al., 2005). Des protéines des stades précoces (CSP, TRAP,
LSA1, SALSA...) considérées pour leur activité immunogenique et leur relation avec la
transmission pourraient &tre de bons marqueurs d’évaluation de I’intensité de la transmission.
En effet, dans les années 1990, il a été suggéré que les réponses IgG contre des antigenes des
stades mérozoites et sporozoites pourraient étre utilisées comme des marqueurs sérologiques
de transmission (Webster et al., 1992 ; Ramasamy et al., 1994). Ces méthodes permettaient de
distinguer une dynamique de transmission en fonction de la saison et de différencier des
foyers avec une forte ou faible exposition au paludisme. Mais les limites majeures de ce type
de marqueur immunologique, quand il est évalué chez des enfants exposés, étaient liées aux
tres faibles niveaux de réponses Ac (tres faible titre Ac) et au fort polymorphisme antigénique

entre les souches de Plasmodium (Ramasamy et al., 1994).

Tests moléculaires

Depuis 1984, les techniques d'amplification génique in vitro sont en pleine expansion dans le
diagnostic de la présence de P. falciparum et les études épidémiologiques sur le paludisme
(Franzén et al., 1984). Au départ, ces techniques étaient fondées sur I'hybridation moléculaire
de sondes ciblant des séquences spécifiques d'ADN parasitaires. Aujourd’hui, elles sont
basées sur la PCR (« Polymerase Chain Reaction ») qui permet la détection de parasitémies

tres faibles avec une spécificité de 100%. La limite de détectabilité de la PCR se situe aux
32



alentours de 0,01 parasites/ microlitre de sang, permettant en théorie de détecter un parasite
dans un échantillon analysé de 100 microlitre (Hommel & Schrevel, 1998 ; Druilhe et al.,
2001). La PCR est ainsi plus sensible que la microscopie et les techniques de recherche
d'antigénes circulants (Rubio et al., 2001 ; Filisetti et al., 2002). Cependant, c'est une
technique demandant du personnel qualifié, des locaux et du matériel appropriés et surtout des
moyens financiers importants limitant son essor dans les pays impaludés et en particulier au
niveau des structures de santé. Leur adaptation au haut débit est cependant possible et leur
colit peut étre diminué. Ces méthodes sont les seules a permettre, en épidémiologie, de
distinguer les populations plasmodiales présentes simultanément dans un méme isolat et
d’analyser leur diversité génétique et leur dynamique intra-hote, a 1’échelle d’une
communauté humaine (e.g. un village), d’un pays, d’un continent ou de la planete (Zwetyenga
et al., 1999 ; Anderson et al., 2000). Elles peuvent aussi aider a distinguer les recrudescences
des nouvelles infections dans les essais d’efficacité des médicaments antipaludiques (Snounou
& Beck, 1998; WHO, 2008a). Mais elles ne sont pas encore reconnues comme méthodes de

référence car leurs performances et leur fiabilité dépendent de la variabilité génétique des

séquences d’ADN plasmodial ciblées (Calderaro et al., 2007).

2.2.4 Pathogenese symptomatologie du paludisme et traitement

La symptomatologie du paludisme dépend principalement de la virulence du parasite, du
niveau d’immunité acquis par 1’individu infecté et d’un certain nombre de facteurs génétiques
pouvant conditionner la sensibilité des individus a I’infection plasmodiale (Kwiatkowski &
Marsh, 1997). Le stade pré-érythrocytaire du parasite n’est responsable d’aucune forme de
pathologie. Seul le stade érythrocytaire engendre des symptomes du fait de 1I’éclatement

rythmique des schizontes.

2.2.4.1 Infection asymptomatique et immunité de prémunition

Chez les sujets vivants en zone d’endémie, le parasitisme (présence de I’infection palustre)
constant est fréquent. Les taux de prévalence des infections plasmodiales chez les enfants
peuvent atteindre 80%, sans qu’aucun symptdme ne laisse supposer la présence d’une
infection. C’est le portage asymptomatique de parasites. La durée de survie d’une infection au
stade sanguin peut atteindre 1 an pour P. falciparum et 3 ans pour P. malariae (Covell, 1960)
et varie en fonction de 1’age de 1'hdte dans ces zones d’endémie (Smith et al., 1999). La
sensibilité du sujet au paludisme varie aussi avec 1’age : apreés 5 ans, les acces graves sont

rares et a partir de 10-15 ans les acces simples deviennent de plus en plus bénins. De plus, des
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cas graves ont souvent été relevés dans des zones de paludisme instable (transmission
saisonniere) et notamment lors d’épidémies contrairement aux zones de paludisme stable
(transmission forte et permanente). Ces phénomenes semblent s’expliquer par une acquisition
différente de I’'immunité anti-palustre, dite « de prémunition » (Sergent, 1950), en fonction du
degré de transmission des foyers. Cette immunité traduit un équilibre hote-parasite apres
plusieurs années d’exposition intense. Elle est entretenue par des stimulations antigéniques
dues a des infections palustres et a I’exposition aux piqlires anophéliennes infectantes (Struik
& Riley, 2004). Son développement dépend du contexte épidémiologique, de la saisonnalité et
de I’intensité de transmission au niveau de la zone géographique (Rogier et al., 1999 ; Rogier,
2003). Elle apparait d’autant plus rapidement que la transmission est importante et
permanente. Elle protege d'abord contre la mortalité et les formes graves palustres, puis contre
les acces palustres simples en diminuant leur incidence et enfin en réduisant la durée et le
niveau des infections par les stades sanguins (Deloron & Chougnet, 1992). Elle est labile et
disparait en 12 a 24 mois chez le sujet immun qui quitte la zone d’endémie ou chez la femme
enceinte au 2¢me et 3eme trimestre de la grossesse (Deloron et al., 1992). Mais le
développement de la prémunition n’empéche pas le portage de parasites faisant des sujets
semi-immuns d’excellents "réservoirs" parasitaires. Cette situation est rencontrée dans la plus

grande partie de 1’ Afrique sub-saharienne.

2.2.4.2 Acces simple ou de primo-invasion

Les acces palustres primaires correspondent aux premiers cycles de développement endo-
érythrocytaire du parasite. Chez les sujets non immuns, le délai apres une piqiire infectante est
classiquement de 11 jours, il peut osciller entre 9 et 30 jours. La symptomatologie reste le
plus souvent atypique. La rupture des schizontes libere des toxines non protéiques, dont le
GPI (Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol) notamment (Schofield & Hackett, 1993) et le pigment
malarique qui est pyrogene ; ceci provoque une réaction inflammatoire de 1I’organisme apres
stimulation de la production de TNF (Tumor Necrosis Factor) par les macrophages, et ainsi un
acces de fievre. Les acces de fievre a 39-40°C interviennent de maniére intermittente, tous les
deux jours, ou peuvent €tre continus. On observe également des frissons, des sueurs, des
céphalées, des myalgies, un malaise général, de 1’anorexie et des troubles digestifs. On
observe parfois une hépatomégalie et une splénomégalie. Les acces de primo-invasion sont
rarement observés chez les nourrissons de moins de 6 mois qui présentent des parasitémies
sans signe clinique (Kitua et al., 1997). Un acces di a P. falciparum peut a tout moment se

transformer en acces grave surtout chez les enfants et les personnes adultes non immunes.
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2.2.4.3 Acces sévere

Une parasitémie élevée semble étre une composante nécessaire a la sévérité de I’acces
palustre (White, 2004). Des mécanismes distincts caractérisent deux formes de complications
pathologiques: 1’anémie sévere et 1’acces cérébral, appelé aussi acces pernicieux ou
neuropaludisme. Ce dernier représente probablement la premiere cause d’encéphalopathie non
traumatique dans le monde (Newton et al., 2000) et est I’expression la plus fréquente du
paludisme grave en zone d’endémie.

Dans les régions hyper-endémiques, ou le nombre de piqlires infectantes par homme et par an
dépasse la centaine, I’anémie sévere (définie comme une concentration d’hémoglobine <
Sg/dl) est beaucoup plus fréquente que 1’acces cérébral, bien que ses mécanismes
physiopathologiques ne soient pas completement compris. L’anémie, dans le cadre du
paludisme, est causée a la fois par destruction des globules rouges infectés et non infectés et
par une baise de leur production (Pradhan, 2009). Une inadéquate réponse immune dirigée
contre les antigenes du parasite jouerait également un role dans la survenue de I’anémie
sévere (Haldar & Mohandas, 2009). En effet, les anticorps produits contre les protéines de
surface des mérozoites, lors de la rupture des schizontes, peuvent moduler les fonctions du
rein et des macrophages et entrainer par la méme occasion une exacerbation de I’anémie. Elle
touche surtout les femmes enceintes et les jeunes enfants (Ekvall, 2003). Il existe peu de
stratégies de lutte contre I’anémie sévere. La plus utilisée est la transfusion sanguine qui, elle-
méme, peut étre responsable d’autres infections (comme le VIH) surtout en zone d’endémie
(Ekvall, 2003). Bien qu’une parasitémie élevée soit nécessaire, la densité parasitaire ne peut

pas présager du risque de déces par anémie (Kitua et al., 1997).

2.2.4.4 Traitement du paludisme, chimio-prévention et résistance aux antipaludiques
Une fois le diagnostic réalisé, il s’avere important de mettre en place un bon traitement pour
soulager le malade. L’objectif principal du traitement antipaludique est d’obtenir une
guérison clinique et parasitologique (suppression de la présence du Plasmodium) rapide.
L’objectif secondaire est de prévenir (i) la survenue des formes graves du paludisme, (ii) les
échecs de traitements liés a une mauvaise utilisation du médicament (iii) I’apparition d’une
résistance aux antipaludiques. Les CTA (Combinaison Thérapeutiques a base de
I’ Artémisinine) représentent le traitement recommandé pour tous les cas de paludisme a
Plasmodium falciparum. Les sels de quinine sont aussi utilisés pour les formes graves de la
maladie (WHO, 2005 ; WHO, 2009 ; WHO, 2010 ; PNLP Bénin, 2011).

La maladie peut étre prévenue au moyen d’antipaludiques. Les voyageurs peuvent se protéger
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au moyen d’une chimioprophylaxie qui supprime le stade sanguin de I’infection palustre, ce
qui empéche le développement de la forme clinique de la maladie. L’OMS recommande en
outre le traitement préventif intermittent par la sulfadoxine-pyriméthamine pour les femmes
enceintes vivant dans des zones de forte transmission, a chaque visite prénatale programmée
apres le premier trimestre. De méme, pour les nourrissons vivant dans des zones de forte
transmission d’Afrique, 3 doses de sulfadoxine-pyriméthamine en traitement préventif
intermittent sont recommandées en méme temps que les vaccinations systématiques. En
2012, I’'OMS a recommandé la chimioprévention saisonniere du paludisme comme stratégie
complémentaire de prévention antipaludique pour le Sahel. Cette stratégie prévoit
I’administration d’un traitement d’un mois d’amodiaquine et de sulfadoxine-pyriméthamine a
tous les enfants de moins de 5 ans pendant la saison de forte transmission (WHO, 2012).

La résistance aux antipaludiques est un probleme récurrent. La résistance de P. falciparum
aux précédentes générations de médicaments comme la chloroquine et la sulfadoxine-
pyriméthamine (SP) s’est généralisée au cours des années 1970 et 1980, sapant les efforts de
lutte antipaludique et inversant la tendance des progres accomplis en matiere de survie de
I’enfant. Ces dernieres années, une résistance a I’artémisinine a été signalée dans quatre pays
de la sous-région du Grand Mékong: le Cambodge, le Myanmar, la Thailande et le Viet Nam
(WHO, 2013). Si de nombreux facteurs contribuent vraisemblablement a 1’apparition et a la
propagation d’une résistance, le recours a I’artémisinine utilisée seule par voie orale apparait
comme une cause importante. Lorsqu’ils sont trait€s avec une monothérapie a base
d’artémisinine, les patients peuvent étre tentés d’interrompre trop vite leur traitement des que
les symptomes ont disparu. Mais ils ne sont alors que partiellement guéris et des parasites
persistent dans leur sang. Sans 1’administration d’un second médicament en association
(comme avec la CTA), ces parasites résistants survivent et peuvent €tre transmis a un
moustique et a une autre personne. Si la résistance a 1’artémisinine progresse et gagne
d’autres régions géographiques étendues, les conséquences pour la santé publique pourraient
étre tres graves, car aucun autre antipaludique de remplacement ne sera disponible avant au
moins cinq ans (WHO, 2013).

L’OMS préconise une surveillance systématique de la résistance aux médicaments
antipaludiques et aide les pays a renforcer leurs efforts dans ce domaine de recherche
important. Des recommandations plus completes figurent dans le Plan mondial de 'OMS
pour endiguer la résistance a l’artémisinine (Global Plan for Artemisinin Resistance

Containment) lancé en 2011 (WHO, 2013).
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2.2.4.5 Anopheles vecteurs du paludisme et quelques éléments de leur bio-écologie

Les moustiques appartenant a la sous-famille des Anophelinae (Diptera: Culicidae) et tous
regroupés dans le genre Anopheles constituent les vecteurs du paludisme. On dénombre
environ 450 especes d'anopheles dans le monde, parmi lesquelles une cinquantaine sont
capables de transmettre des plasmodies a I’homme (Mouchet et al., 2004). Dans la pratique,
20 especes assurent 1’essentiel de la transmission dans le monde. Les autres ne participent pas
a la transmission soit parce qu’elles piquent de préférence les animaux, soit parce qu’elles
sont réfractaires a une ou plusieurs especes (ou souches) de Plasmodium. Chaque espece
d’anophele occupe une aire géographique particuliere (Figure 7) (Sinka et al., 2012). La
distribution géographique des anopheles vecteurs présente des similitudes avec la répartition
des échantillons de pluie annuelle a travers 1’ Afrique (Coetzee et al., 2000). Cependant, on ne
trouve aucune espece d’anophele a une altitude supérieure a 2000 m d’altitude.

Les anopheles sont des insectes holométaboles dont le cycle de développement est marqué par
une phase pré-imaginale aquatique (ceufs, larves, nymphes) et une phase adulte (imago). La
durée de développement larvaire est tres variable. An. gambiae s.I. accomplit son
développement larvaire en moins de 10 jours en milieu tropical dans les collections d’eau
stagnantes, temporaires, peu profondes et ensoleillées, faiblement chargées en matieres
organiques et ol la température de I’eau dépasse 30°C. La femelle n’est fécondée qu’une fois
dans sa vie, mais les males peuvent féconder plusieurs femelles (Craig, 1967). Le cycle de
maturation des ovocytes qui débute avec le repas de sang et se termine avec la ponte est
dénommé cycle gonotrophique.

En Afrique tropicale, une douzaine d'especes seulement, mais redoutables par leur efficacité
vectorielle, est concernée : celles du complexe An. gambiae (An. gambiae s.s. et An.
arabiensis principalement) et I'espece An. funestus (Figure 7) assurent la majeure partie de la
transmission, An. nili et An. moucheti jouant aussi un role important dans certaines régions
(Mouchet et al., 2004). Ces especes sont connues pour leur grande capacité vectrice, ce qui

explique en partie la forte endémicité palustre en Afrique (Mouchet ef al., 2004).
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Figure 7 : Distribution globale des vecteurs principaux et secondaires du paludisme dans le

monde (Sinka et al., 2012)

Le complexe An. gambiae s.l. (sensu lato) présente en Afrique, 7 especes dont An. gambiae
s.s. (sensu stricto) et An. arabiensis sont les plus importantes en terme de distribution
géographique et de capacité vectorielle. Ces deux especes présentent, en Afrique, des limites
de distribution qui semblent étre déterminées par les conditions climatiques (Mouchet et al.,
2004). An. gambiae s.s. occupe les zones de forét mais remonte loin dans les savanes humides
jusqu’a la limite de la ceinture sahélienne pré-désertique. An. arabiensis est présente au Sahel
et sur les plateaux d'Afrique méridionale. Il s'enfonce assez profondément dans les savanes
humides, englobant la zone de répartition d’An. gambiae s.s. (Mouchet et al., 2004). La zone
de recouvrement de ces deux especes est d’ailleurs assez large. Les femelles de ces deux
especes piquent généralement a I’intérieur des maisons, on dit qu’elles sont endophages. Mais
I'exophagie, la faculté de prendre leurs repas sanguins hors des domestiques, n'est pas rare, en
particulier chez An. arabiensis. On peut aussi rencontrer des comportements intermédiaires
entre I’endophagie et I’exophagie chez ces deux especes. Ces deux especes sont nettement
anthropophiles (Duchemin et al., 2001), sauf si I'abondance de bétail a proximité favorise la

zoophilie (Diatta et al., 1998). Le comportement endophile/exophile est variable selon la
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saison, les préférences trophiques, I'habitat, 1’anthropophilie etc. An. gambiae s.s. a été
reconnu comme composé de plusieurs formes chromosomiques (5 en Afrique de 1’Ouest : les
formes Forét, Savane, Bissau, Mopti et Bamako) (Toure et al., 1983 ; Coluzzi et al., 1985). La
prévalence de ces formes répond essentiellement aux variations climatiques (Toure et al.,
1998 ; Bayoh et al., 2001). Le développement d’outils moléculaires d’identification a permis
de définir deux formes moléculaires M et S d’An. gambiae (della Torre et al., 2001) qui
correspondent respectivement aux formes chromosomiques Mopti et Savane (Favia et al.,
1997). Les formes moléculaires M et S présentent des préférences écologiques différentes.
Les flux de gene semblent limiter entre les formes moléculaires M et S qui présentent de
différentes sensibilités aux différents insecticides, notamment aux pyréthrinoides (Diabate et
al., 2002; Diabate et al., 2004). Les formes moléculaires M et S sont devenues respectivement
An. coluzzii et An. gambiae (Coetzee et al., 2013).

L'espece An. funestus est répandue dans toute 1'Afrique sub-saharienne sauf dans les parties
tres seéches du Sud, du Nord et de I’Est du continent. Toutefois, elle est tres localisée dans les
grandes foréts du Centre. Comme An. gambiae et An. arabiensis, elle montre une tendance
anthropophile, mais un certain opportunisme tend a augmenter la zoophilie (lorsqu'il y a
abondance de bétail sensible par exemple). L'endophagie et 1’endophilie sont aussi tres
marquées chez An. funestus. 1l est de ce fait un vecteur principal du paludisme en Afrique
apres An. gambiae et An. arabiensis. An. funestus, qui a besoin d’ombre pour se développer,
pullule au niveau des marais a végétation dressée et au niveau des rizieres et est abondant en
fin de saison des pluies et au début de saison seche ou il peut alors prendre le relais d’An.
gambiae. 11 peut étre associé a un paludisme stable ou instable suivant le contexte
épidémiologique (Mouchet et al., 2004).

An. nili est tres largement répandue dans toute 1'Afrique et est localisé aux environs des cours
d'eau permanents ou semi-permanents dans lesquels se développent ses larves. Cette espece
pique volontiers 'Homme. L'activité de piqlire se manifeste assez rapidement apres la tombée
de la nuit et présente un pic plus précoce que ceux (entre Oh et Sh) d'An. gambiae et d'An.
funestus, mais An. nili est nettement plus exophage et exophile que ces deux derniers
(Mouchet et al., 2004).

An. moucheti, quant a lui, est limité au bloc forestier d'Afrique centrale et aux galeries
forestieres qui le prolongent au nord et surtout au sud. Les adultes sont tres anthropophiles,
surtout que la présence du bétail est tres rare en forét. Ils sont également tres endophiles. 1ls
restent dans les maisons des villages riverains et peuvent faire des trajets de 3 km entre le

village et le lieu de ponte (Mouchet et al., 2004).
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2.3 Méthodes de lutte antivectorielle

La lutte antivectorielle est I’'une des composantes majeures de la lutte contre le paludisme.
C’est un outil complémentaire a la prise en charge des acces palustres, pour réduire la
morbidité et la mortalité. D’une maniere générale, la diminution de la capacité vectorielle peut
étre envisagée par différentes stratégies de lutte, généralement classées selon le facteur de
transmission qu’elles touchent. Elle permet la prévention et la lutte contre les épidémies,
I’élimination de nouveaux foyers dans les zones indemnes de paludisme, le controle de la
transmission dans les zones a risques élevés, la réduction de la transmission dans les zones de
fortes résistances aux antipaludiques et la lutte contre le paludisme en zone endémique (OMS,
2002). En effet, certaines méthodes ont pour objectif de réduire la densité de moustiques ou la
longévité des femelles adultes tandis que d’autres visent a réduire le contact homme-vecteur.
Mais le choix de 1’'une ou I’autre doit tenir compte de la bio-écologie des especes visées, de
leur comportement et du contexte épidémiologique dans lequel s’effectue la transmission de

la maladie (OMS, 2002).

2.3.1 Lutte contre les larves

La plupart des méthodes de lutte visant a réduire la production de moustiques nécessitent le
traitement des gites larvaires. Néanmoins, une lutte anti-larvaire bénéfique au plan
épidémiologique contre le paludisme implique une réduction quasi totale des gites a
anopheles, principalement dans les zones de paludisme stable ou la transmission peut étre
assurée par un petit nombre de vecteurs. Or les caractéristiques des gites larvaires des especes
vectrices An. gambiae et An. arabiensis (nombreux et temporaires) ne permettent pas
I’utilisation des méthodes de lutte anti-larvaire quelles qu’elles soient (aménagement de
I’environnement, lutte biologique, lutte chimique). Néanmoins de rares exemples de controle
efficace utilisant des poissons larvivores culiciphages (Gambusia affinis et Poecilia
reticulata) ont été observés dans des zones de paludisme instables, ou les gites larvaires
étaient limités et facilement repérables (Louis et Albert, 1988). La lutte antilarvaire par
I’utilisation des biolarvicides en combinaison avec les intra ou extra domiciliaires a refait
surface au cours de ces dernieres années avec l’'utilisation des bactéries et dont les plus
utilisées sont pour le controle biologique des moustiques, se trouvent les productrices des
spores, comme le Bacillus sphaericus et le Bacillus thuringiensis israelensis. Ces bactéries
détruisent les larves des moustiques de fagon spécifique, sans affecter la santé humaine, ni
celle des autres organismes vivants. A partir de ces bactéries, des larvicides ont été mis au

point et utilisés dans la lutte contre les différentes maladies comme le paludisme, la dengue et
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la fievre jaune (Glare et al., 2005 ; Fansiri et al., 2006,. Fillinger et al., 2006)

2.3.2 Lutte contre les adultes

La pulvérisation d’insecticides a effet rémanent a 1’intérieur des habitations est un moyen tres
efficace pour réduire rapidement la transmission du paludisme. Pour obtenir un résultat
optimal, il faut pulvériser au moins 80% des habitations dans les zones ciblées. Cette
pulvérisation est efficace pendant 3 a 6 mois en fonction du type d’insecticide utilisé et du
type de surface pulvérisée. Le DDT peut étre efficace pendant 9 a 12 mois dans certains cas.
Des insecticides a effet rémanent plus long sont actuellement en cours d’élaboration de méme
que de nouvelles classes de produits destinés aux programmes de pulvérisation (WHO, 2013).
Cette technique est encore utilisée en Afrique pour lutter contre les vecteurs du paludisme
endophiles et anthropophiles comme An. funestus et An. gambiae. La Pulvérisation Intra
Domiciliaire (PID) est I’'un des principaux outils de lutte antivectorielle contre le paludisme
utilisé actuellement. Gahan ; 1944 a eu le mérite d’avoir réalisé aux Etats-Unis, dans la vallée
du Mississippi les premiers traitements intradomiciliaires par le DDT. Les résultats obtenus
étaient spectaculaires (Mouchet, 1994). La technique s’est développée, avec le méme succes
en Europe méditerranéenne, au Venezuela puis, finalement, dans le monde entier (Coz et al.,
1968 ; Mouchet, 1994). Utilisé en aspersions intra domiciliaires a la dose de 2g/m2, le DDT
fut I’arme de choc de la stratégie d’éradication (Mouchet, 1994; Coleman et al., 2008), mais il
a été rapidement abandonné du fait de son effet toxique et des énormes dommages causés a
I’environnement. L’OMS recommande la pulvérisation intra domiciliaire d’insecticides a effet
rémanent dans des zones de transmission faible & modérée comme méthode de lutte
antivectorielle. L’ application de la PID a été soigneusement standardisée et des spécifications
tres claires existent sur le matériel et les insecticides (OMS, 2006). Elles sont particulierement
conseillées pour la prévention des épidémies a la suite de signaux d’alarmes telles que les
fortes pluies, la migration des sujets non-immuns et 1’augmentation des températures
minimales. Cette stratégie de lutte vise la réduction des densités de moustiques agressifs et de
la longévité des femelles. Les traitements intradomiciliaires présentent cependant
I’inconvénient de ne pas éliminer les moustiques les plus exophages et/ou exophiles (i.e. An.
arabiensis), qui continuent de prendre des repas sanguins, assurant ainsi un niveau minimal de

transmission.
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2.3.3 Réduction du contact homme-vecteur

Les moustiquaires a imprégnation durable (MID) sont celles qui sont les plus fréquemment
distribuées dans les programmes de santé publique. L’OMS recommande une couverture
universelle de la lutte antivectorielle dans la plupart des régions. Le moyen le plus efficace et
le moins cofiteux d’y parvenir est de fournir des moustiquaires a imprégnation durable de
facon a ce que chacun puisse dormir toutes les nuits sous une telle moustiquaire (WHO,
2005). Cette stratégie vise a établir une barriere (physique et/ou chimique) entre I’homme et le
moustique. Les moustiquaires sont utilisées depuis longtemps pour se protéger des piqlires de
moustiques (Snow et al., 1987). Leur efficacité s’est vue renforcée lorsqu’elles ont été
imprégnées d’insecticides (Darriet er al., 1984), ajoutant a la barriere physique, un effet
répulsif et 1étal. En effet, ’effet répulsif des pyréthrinoides empéche le moustique de se
gorger au travers de la moustiquaire et d’y pénétrer lorsque celles-ci sont trouées apres un
certain temps d’utilisation. L’effet 1étal sur les moustiques contribue quant a lui a la protection
communautaire conférée par les moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII). En effet, avec
une couverture de la population supérieure a 80%, elles entrainent une diminution de la
transmission palustre («effet de masse») en réduisant la densité vectorielle, la durée de vie du
moustique ainsi que les indices sporozoitiques (Lengeler, 2004). Cependant, pour que les
moustiquaires puissent étre acceptées par les communautés, il est indispensable qu’elles
protegent efficacement contre les autres insectes nuisibles tels que les Culex, les poux, les
punaises ou les blattes (Mouchet et al., 2004), que leur prix soit accessible a ’ensemble de la
population, et qu’il n’y ait pas besoin de ré-imprégner la moustiquaire (Lines, 1996). C’est
pourquoi, depuis quelques années, des moustiquaires imprégnées d’insecticides a « longue
durée d’action» (Long Lasting Insecticide Nets: LLIN) sont disponibles sur le marché et
présentent 1’avantage de ne nécessiter aucun retraitement durant la durée de vie de la
moustiquaire, estimée a 4 ou 5 ans (Guillet et al., 2001a). D autres moyens de prévention du

paludisme sont utilisés tels que les serpentins, les bombes d’aérosol, les raquettes, les feuilles,

etc.

2.4 Résistance de Anopheles gambiae s.l aux insecticides

Une grande partie des succes obtenus jusqu’ici contre le paludisme est due a la lutte
antivectorielle, largement tributaire de I’emploi de pyréthrinoides, qui sont la seule catégorie
d’insecticides utilisés pour I’imprégnation des moustiquaires imprégnées d’insecticides et des
moustiquaires a imprégnation durable. Ces dernieres années, une résistance aux

pyréthrinoides a fait son apparition dans de nombreux pays. Dans certaines zones, on a
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détecté une résistance aux quatre classes d’insecticides utilisées en santé publique. Cette
résistance n’a que rarement été associée a une baisse de I’efficacité, et les moustiquaires a
imprégnation durable et la pulvérisation d’insecticides a effet rémanent restent des moyens
tres efficaces dans presque toutes les situations.

La toxicité des insecticides résulte de leur interaction avec des cibles biologiques présentes
chez I’espece. Plusieurs étapes sont nécessaires avant que 1’insecticide n’exerce son action. Il
doit d’abord entrer en contact avec 'insecte, pénétrer dans son organisme, €tre transformé
dans certains cas en métabolite actif, puis transporté jusqu’a la cible. Chacune de ces étapes
est sous le contrdle d’un ou de plusieurs genes. Tout mécanisme qui modifie I’'une de ces
étapes peut conduire donc a une résistance (Soderlund & Bloomquist, 1990). La résistance
peut impliquer un comportement d’évitement de I’insecte qui ne rentre plus en contact avec
I’insecticide (résistance comportementale), une modification de 1’absorption ou de I’excrétion
de I’insecticide, une modification des voies métaboliques ou enfin une modification de sa
cible. La résistance comportementale et les modifications de 1’absorption ou de 1’excrétion
des insecticides sont des phénomenes rares et dont la contribution réelle a la résistance est
souvent difficile a mettre en évidence. En revanche, les fortes résistances sont associées a des

mécanismes métaboliques et des modifications de cible.

2.4.1 Mécanismes de résistance

Trois termes sont employés pour décrire les patrons de résistance des insectes aux
insecticides: résistance croisée, résistance multiple et résistance multiplicative (Nikou,
2003). Quand un(e) gene/mutation est responsable de la résistance a plusieurs familles
d’insecticides, on parle de résistance croisée. Un tel phénomene s’observe généralement
entre des molécules ayant le méme site d’action. Par exemple, les organophosphorés et les
carbamates ont des cibles et des modes d’actions relativement similaires et la résistance a une
famille entraine souvent une résistance a 1’autre. La résistance croisée désigne également la
résistance a plusieurs insecticides avec des modes d’action différents mais qui sont
métabolisés par les mémes enzymes (Lepoivre, 2003). La résistance multiple est la
résistance conférée par plusieurs mécanismes de résistances chez un insecte. Par exemple, un
insecte possédant deux mutations distinctes qui le rendent résistant a deux familles
d’insecticides avec des modes d’action différents (Perera et al., 2008). Enfin, la résistance
multiplicative désigne le fait que le niveau de résistance conféré par plusieurs mécanismes de
résistances aux insecticides chez un insecte sera plus élevé que la somme des niveaux de

résistance conférée par ces mémes mécanismes isolés (Hardstone et al., 2009). Autrement dit,
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les mécanismes de résistances peuvent agir en synergie. Plusieurs types de mécanismes de
résistance des moustiques aux insecticides ont été identifiés. Ils peuvent étre soit
comportementaux, soit liés a des modifications physiologiques (cuticulaire et métabolique) ou
bien liés a la mutation de la protéine cible de I’insecticide (Figure 8). Cependant ces
mécanismes ne semblent pas étre les seuls impliqués dans la résistance des insectes aux

insecticides et d’autres restent a étudier.
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Figure 8 : Principaux mécanismes de résistances aux insecticides chimiques chez les insectes

(Source : Poupardin, 2011).

2.4.1.1 Résistance comportementale
La résistance comportementale repose sur une modification du comportement de I’insecte lui
permettant d’éviter un contact avec la molécule d’insecticide. La résistance comportementale

est moins bien connue que les autres mécanismes de résistance.

2.4.1.2 Résistance métabolique
La résistance métabolique est le mécanisme le plus commun chez les insectes en général. Ce
mécanisme repose sur les systemes enzymatiques que tous les insectes possedent pour assurer

la détoxication naturelle des éléments étrangers. Chez les moustiques, trois catégories
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d’enzymes interviennent dans cette fonction, a savoir les carboxylestérases (COEs), les
monooxygénases a cytochromes P450 (CYPs) et les glutathion-S-transférases (GSTs)
(Hemingway et al., 2004). Ces enzymes sont surproduites par les moustiques résistants par
rapport aux moustiques sensibles et leur permettent de métaboliser ou de dégrader les
molécules d’insecticide avant qu’elles n’exercent un effet toxique sur leur cible. La
surproduction d’enzymes peut €tre due a une modification d’un gene régulateur contrdlant le
degré d’expression de 1’enzyme (Rooker et al., 1996) ou a une augmentation du nombre de

copies des genes qui codent ces enzymes (Wirth et al., 1990 ; Devonshire et al., 1991).

2.4.1.3 Résistance physiologique
C’est une modification du métabolisme représentée en majorité par 1’augmentation de la

dégradation de I’insecticide et/ou une modification de la cible.

- Modification de la cible

Le type de mécanisme de résistance communément trouvé chez les insectes est la
modification de la cible de l’insecticide. Les principales cibles des insecticides sont des
récepteurs ou des enzymes du systeme nerveux : 1’acétylcholinestérase (AChE), le canal
sodium voltage dépendant (CNaVdp) et le récepteur de I’acide gamma-aminobutyrique
(GABA). Les mutations au niveau de la cible sont des mécanismes de résistance tres efficaces
qui s’accompagnent de phénomenes de résistance croisée pour tous les insecticides agissant
sur la méme cible.

Les CNaVdp interviennent dans la transmission de I’influx nerveux le long des axones. Les
pyréthrinoides et le DDT agissent au niveau des CNaVdp et perturbent le fonctionnement

normal des canaux et la transmission de I’influx le long des fibres nerveuses.

Une mutation ponctuelle remplacant une leucine par une phénylalanine au niveau du sixieme
segment du domaine II du gene codant le CNaVdp (mutation kdr Leu-Phe) confere la
résistance aux pyréthrinoides et au DDT en Afrique de 1’Ouest (Dong et al., 1997). En
Afrique de I’Est, c’est plutdt le remplacement de la leucine par une serine a la méme position
qui confere la résistance aux pyréthrinoides (mutation kdr Leu-Ser) (Ranson et al., 2000 ;
Verhaeghen et al., 2006). Au Bénin, cette mutation est désormais présente dans les localités
de Bohicon et de Malanville chez le méme vecteur (Djegbe et al., 2011). Il est important de

noter qu’une nouvelle mutation kdr N1575Y (remplacement d’une Asparagine par la
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Tyrosine) vient d’étre identifiée dans les populations de Anopheles gambiae récoltées a
Bohicon, Tori-Bossito et Houeyiho (Jones et al., 2012).

Les organochlorés du groupe des cyclodienes ont leur site d’action au niveau des récepteurs
du GABA du systeme nerveux central. Une seule mutation ponctuelle sur des récepteurs
GABA est responsable de la résistance aux cyclodienes chez plusieurs especes d’insectes.
Tout comme dans le cas de I’AChE]1, cette mutation entraine une modification structurale du
site d’action réduisant ainsi la fixation des cyclodienes.

La cible des organophosphorés et des carbamates est 1’acétylcholinestérase (AChE), une
enzyme située dans les synapses des cellules nerveuses. Les insecticides des familles des
carbamates et des organophosphorés agissent sur 1’acétylcholinestérase en 1’inhibant, ce qui
entraine la mort de ’insecte par accumulation de 1’acétylcholine (substrat de 1’enzyme) dans
la fente synaptique. Plusieurs formes modifiées de cette enzyme (également appelées
acétylcholinestérase insensible) ont présenté une affinité diminuée pour ces insecticides. La
forme mutée retrouvée chez An. gambiae, principal vecteur du paludisme en Afrique inter-
tropicale, résulte d’une mutation de la glycine en sérine en position 119 conférant une

résistance croisée aux carbamates et aux organophosphorés (Weill et al., 2004).

- Détoxication accrue

La détoxication accrue est I’augmentation de 1’activité des enzymes qui sont chargées de
dégrader les substances toxiques. Il peut s’agir d’une modification de la structure de 1’enzyme
qui la rend plus efficace pour inactiver I’insecticide, mais plus généralement, c’est une
augmentation de la quantité d’enzyme synthétisée par I’insecte qui est incriminée. Trois types
d’enzymes peuvent intervenir dans la résistance. Ce sont les estérases, les transférases et les
oxydases.

Estérases : Ces enzymes peuvent intervenir dans la résistance a une ou plusieurs familles
d’insecticides. Chez Culex quinquefasciatus, elles sont principalement responsables de la
résistance aux organophosphorés. Dans la plupart des cas, la résistance est due a une
surproduction d’enzymes par les insectes résistants. Chez Culex quinquefasciatus, on connait
actuellement 8 estérases réparties en deux groupes A et B selon qu’elles hydrolysent
préférentiellement I’alpha ou le béta Naphtyl acétate utilisé pour leur mise en évidence (Wirth
et al., 1990). Les travaux menés sur ’estérase B1 ont pu montrer que cette enzyme pouvait
atteindre jusqu’a 12% des protéines totales de l’insecte (Fournier et al., 1987). 1l a été
démontré que cette production accrue d’estérase est le résultat d’une amplification génique

(Mouchés et al., 1986) : le gene qui le code est au moins 250 fois plus abondant chez les
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insectes résistants que chez les insectes sensibles. Il est probable que I’amplification génique
serait également le mécanisme responsable de la résistance chez Culex quinquefasciatus. Elles
n’agissent pas par hydrolyse mais en séquestrant les organophosphorés vis-a-vis desquels
elles possedent une forte affinité (Cuany et al., 1993).

Glutathion S Transférase : Elles permettent la conjugaison des insecticides avec la forme

réduite du glutathion formant ainsi des métabolites moins toxiques. L’enzyme la plus
importante de ce groupe est la DDT-ase dont la surproduction chez certains moustiques,
confere une résistance au DDT (Grant & Matsumura, 1989; Prapanthadara et al., 1995a&b).

Dégradation Oxydative : Les dégradations oxydatives sont catalysées par un systeme

complexe d’enzymes membranaires dont la principale est le cytochrome P450 ou oxydase a
fonction multiple (MFO). Ces enzymes interviennent dans la résistance aux pyréthrinoides et
dans une moindre mesure aux autres insecticides (Soderlund & Bloomquist, 1990; Kumar et
al., 1996). Dans les souches résistantes, on observe généralement une surproduction de
I’enzyme. On parle de résistance dés que ces réactions d’oxydation vis-a-vis des insecticides

sont accélérées.

2.4.2 Impact de la résistance sur les programmes de lutte contre les vecteurs

La détection d’une résistance aux insecticides devrait donc €tre une composante essentielle de
tous les efforts nationaux de lutte antipaludique, afin de garantir la mise en ceuvre des
méthodes de lutte antivectorielle les plus efficaces. Le choix d’un insecticide pour les
pulvérisations a I’intérieur des habitations devrait toujours €tre une décision prise sur la base
des données locales récentes concernant la sensibilité des vecteurs cibles (WHO, 2012).
L’efficacité d’une méthode de lutte contre les vecteurs du paludisme et notamment An.
gambiae est généralement évaluée sur le plan entomologique, et ensuite d’un point de vue
épidémiologique (Fegan et al., 2007). Jusqu’a présent, aucune étude épidémiologique n’a
démontré une quelconque diminution de I’efficacité des moustiquaires imprégnées ou des
aspersions intradomiciliaires due a ces mécanismes de résistance. Une étude récente réalisée
dans des villages du nord de la Cote d’Ivoire avec des moustiquaires imprégnées de lambda-
cyalothrine sur une population de An. gambiae fortement résistante aux pyréthrinoides
(fréquence du Kdr d’environ 90%) a permis de réduire la prévalence des porteurs
asymptomatiques de 12 % pour une protection contre le paludisme estimée a 56%, i.e.
réduisant de plus de deux fois le nombre d’acces palustres chez les enfants de moins de 5 ans
(Henry et al., 2005). Cette protection s’est avérée comparable a celle conférée par des

moustiquaires imprégnées de lambdacyhalothrine dans une région de Sierra Léone ou les
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populations anophéliennes étaient sensibles aux pyréthrinoides (Marbiah et al., 1998). D’un
point de vue entomologique, I’évaluation de I’efficacité des moustiquaires imprégnées
d’insecticides, tant en zone sensible que résistante aux pyréthrinoides, a été beaucoup étudiée.
Selon plusieurs auteurs (Chandre et al., 2000; Corbel et al., 2004), les moustiques résistants
aux pyréthrinoides, moins sensibles a I’effet irritant, resteraient plus longtemps sur la
moustiquaire et absorberaient en conséquence par contact tarsal une dose d’insecticide plus
importante, ce qui expliquerait des taux de mortalité sensiblement identiques entre moustiques
sensibles et moustiques résistants (Darriet et al., 1998, 2000). Néanmoins en 2004, une étude
rapporte une diminution de la mortalité¢ d’individus homozygotes résistants pour le Kdr en
contact avec des tissus imprégnés de pyréthrinoides (Corbel et al., 2004b). Plus récemment,
une évaluation menée au Bénin a montré que 1’efficacité de moustiquaires imprégnées de
lambdacyhalothrine était considérablement réduite en zone de résistance (N'Guessan et al.,
2007). Les résultats ont en effet montré que la mortalité induite par les MII passait de 98% en
zone sensible a 30% en zone résistante. Bien que ces résultats méritent d’étre confirmés dans
d’autres contextes entomologiques, la résistance aux pyréthrinoides pourrait s’avérer €tre un
véritable obstacle au bon fonctionnement des programmes de lutte contre le paludisme basés

sur I'utilisation massive de moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides.

2.4.3 Stratégies de gestion de la résistance

L’ Afrique subsaharienne et 1’Inde caractérisées par de hauts niveaux de transmission et de
nombreuses informations faisant état d’une résistance aux insecticides suscitent néanmoins de
grandes préoccupations a cet égard. La mise au point d’insecticides nouveaux et différents est
devenue prioritaire et plusieurs composés prometteurs sont actuellement testés. La mise au
point de nouveaux insecticides pour I’imprégnation des moustiquaires est une priorité
particuliere (WHO, 2012). Les stratégies de gestion de la résistance visent a prévenir, retarder
ou limiter le développement d’individus résistants au sein d’une population cible. Pour y
parvenir, il est indispensable, d’une part, 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 intrinseques et extrinséques capables d’influencer
I’évolution de la résistance sur le terrain. La dynamique de la résistance aux insecticides est
un processus complexe qui dépend d’un certain nombre de facteurs biologiques, génétiques et
opérationnels (Georghiou & Taylor, 1977; Georghiou, 1980). Les facteurs biologiques

concernent directement le cycle de vie de I'insecte cible (nombre moyen de descendants,
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durée moyenne des générations) ainsi que son écologie (structuration des populations, taux de
migration).

Afin de garantir une riposte mondiale rapide et coordonnée face a la menace de résistance aux
insecticides, ’OMS a collaboré avec un large éventail de partenaires et €laboré un plan
mondial de gestion de la résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides (GPIRM),
publié en mai 2012. Ce plan définit une stratégie en cinq volets appelant la communauté
internationale a:

e planifier et mettre en ceuvre des stratégies de gestion de la résistance aux insecticides dans
les pays d’endémie palustre;

e assurer un suivi de la résistance et une surveillance entomologique appropriés et rapides
ainsi qu’une gestion efficace des données;

e mettre au point des outils de lutte antivectorielle nouveaux et novateurs;

e combler les lacunes des connaissances concernant les mécanismes de la résistance aux
insecticides et I’'impact des méthodes de gestion actuelles de celle-ci; et

e vérifier que des mécanismes efficaces (sensibilisation et ressources financieres) soient mis

en place.

2.5 Méthodes d’évaluation de la lutte contre le paludisme

Les évaluations en phase 3 et 4 des moyens de lutte contre le paludisme dans les zones a
risque ont abouti a une réduction du poids de la maladie dans certaines de ces zones
(Greenwood & Targett, 2009; Takken & Knols, 2009) de telle sorte que I’objectif
d’éradication, encore tabou il y a quelques années, revient sur le devant de la scene. Si la
technologie et les moyens de lutte contre le paludisme ont connu des développements
importants, des enseignements du programme d’éradication mené au milieu du vingtieme
siecle (années 50-70) ont peut-€tre été oubliés (Rogier et al., 2009a). Quelle que soit la
méthode de lutte, son efficacité doit étre évaluée et surveillée de maniere précise afin de
savoir si elle permettra d’éliminer ou seulement de contrdler le paludisme dans les zones ou
elle sera appliquée systématiquement (Rogier et al., 2009a). L’efficacité « théorique » («
efficacy » des anglais) ou I’efficacité « réelle » (« effectiveness » des anglais) d’'une méthode
de lutte est mesurée par son impact épidémiologique sur le paludisme chez I’homme ou/et par
des parametres entomologiques associés a la transmission et par I’estimation de son

acceptabilité par les communautés cibles (Rogier et al., 2009b).
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2.5.1 Acceptabilité et surveillance des effets secondaires

L’acceptabilit¢ d’une méthode de lutte contre les moustiques vecteurs du paludisme (MIIs,
aspersions intra-domiciliaires, bombes aérosols, répulsifs, serpentins fumigenes....) facilite
son utilisation par la population et de ce fait, est un facteur déterminant de son efficacité. Elle
varie selon les bénéfices qu’en tire la population, le degré d’inconvénient causé,
I’investissement en temps et en argent (Rogier et al., 2009a). Son évaluation des la mise en

place de la lutte permet d’évaluer et d’améliorer I’efficacité de la méthode de lutte.

2.5.2 Evaluation entomologique de la lutte anti-vectorielle (LAV)

La morbidité et la mortalité dues au paludisme sont liées a la transmission des parasites par un
vecteur infecté et donc a 1’exposition des populations humaines aux piqiires des vecteurs
infectés. L’évaluation entomologique de la lutte peut aider a comprendre et a expliquer les
résultats des parametres épidémiologiques (prévalence et densité parasitaires, taux
d’incidence de la maladie, de morbidité et de mortalité...). Elle se fait par la détermination du
niveau d’exposition aux piqlres et du taux d’infection plasmodiale des anopheles (la

transmission des sporozoites).

2.5.2.1 Evaluation du risque d’exposition

Il a été montré qu’il existe une relation entre le degré d'exposition et la transmission de la
maladie (Carnevale et al., 1988). Méme s’il n’y a pas de proportionnalité stricte entre
I’abondance du vecteur et l'intensité de la transmission et entre le nombre de piqiires
infectantes et la morbidité, 1’échantillonnage des populations de vecteurs permet de
caractériser leur abondance en fonction du lieu et de la période, et de caractériser de ce fait le
risque spatio-temporel de paludisme. De plus, I’évaluation de la densité des populations
adultes, donc du risque d’exposition aux piqares, est la premiere démarche permettant de
définir le risque de transmission (TIE = « Taux d’Inoculation Entomologique »). Cette étape
d’échantillonnage entomologique est essentielle pour une meilleure définition des campagnes
de surveillance et de contrdle effectives et sélectives des populations de vecteurs et pour
évaluer I’efficacité de la LAV (Odiere et al., 2007).

Aujourd’hui, les moyens entomologiques €valuant 1’exposition de ’homme aux différentes
especes d’anopheles sont : les captures par pieges (pieges lumineux, moustiquaires picges,
etc.), les captures sur « appat humains », I’imprégnation intra-domiciliaire d’insecticides pour

I’étude de la faune résiduelle. La sélection des méthodes d’échantillonnage dépend de facteurs
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de base comme le cofit, la praticité et la reproductibilité, de I’objectif ainsi que le type

d’insectes étudiés.

2.5.2.1.1 Captures sur appat humain

Elle consiste a capturer les femelles agressives qui essaient de se nourrir sur les humains. Elle
permet de connaitre les variations saisonnieres et journalieres, I’activité des vecteurs et de
déterminer leur taux d’agressivité. Cette technique est particulicrement adaptée pour les
especes anthropophiles (Le Goff et al., 1993) et représente donc la meilleure méthode
d’échantillonnage pour évaluer les densités de vecteurs piquant 'Homme. On exprime alors la
densité en nombre de piqlire/homme/nuit. Il existe une variabilité¢ inter-hommes ; chaque
personne est plus ou moins attractive. Cinq types de stimuli incitent une recherche de 1’hote
par les moustiques : le dioxyde de carbone, 1’odeur de 1’hote, stimuli visuel, la chaleur et la
vapeur d’eau (Mclver, 1982). Une irrégularité des captures peut également €tre observée dans
le temps, les conditions climatiques peuvent agir sur le comportement des insectes. Pour des
raisons éthiques, ces techniques peuvent étre déconseillées ou non approuvées par les agences
sanitaires (Rubio-Palis et Curtis, 1992; Sithiprasasna et al., 2004). Cependant, les risques
d’infection peuvent étre évités, ou au moins réduits en faisant participer les populations
locales qui ont acquis un certain statut immunitaire les rendant réfractaires a I’infection ou en

leur donnant un traitement prophylactique.

2.5.2.1.2 Les pieges

Les pieges utilisés sont de plusieurs types ; les types « CDC » (« CDC minature light trap »,
Centre for Diseases Control, Atlanta, USA) et « CFG » (« counterflow geometric trap »,
American Biophysics Corp., USA) étant, actuellement, les plus fréquemment utilisés dans les
suivis entomologiques a large échelle (Kline, 2006; Owino, 2010). D’autant plus qu’ils
peuvent €tre associés a des produits naturels (lait caillé traditionnel africain par exemple) ou
industriels (fromages et autres produits laitiers) qui augmentent leur pouvoir attractif des
moustiques culicidés (Owino, 2010). Les méthodes de piégeage renseignent sur 1’abondance
des différentes especes. Bien que tres utilisées, ces méthodes ne permettent pas de déterminer
certains parametres tels que 1’agressivité, I’endophagie/exophagie des insectes capturés. De
nombreuses études ont évalué et comparé les différentes méthodes de piégeage (Le Goff et
al., 1993; Mathenge et al., 2004, 2005). De nombreuses variations entre les pieges ont été
observées et chaque méthode semble présenter des biais. Les méthodes seront donc choisies

en fonction des objectifs et du meilleur rapport cotit/efficacité.
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2.5.2.1.3 Faune résiduelle

Elle consiste a recueillir le matin les insectes restés dans 1’habitat par pulvérisation
d'insecticide. Cette méthode renseigne préférentiellement sur les espeéces endophiles. Les
especes récoltées sont identifiées morphologiquement et/ou par PCR (biologie moléculaire).
Elles peuvent permettre I’étude de la transmission grace a la détermination de leur indice

sporozoitique par ELISA anti-CSP (Circum-Sporozoitic Protein).

2.5.2.2 Evaluation du risque de transmission

Elle dépend tout d’abord de la présence d’anopheles compétents (bonne capacité vectorielle),
de leur taux d’infection par Plasmodium, du nombre de piqlires recues et des caractéristiques
du contact Homme-Vecteur. L'exposition au vecteur infecté est généralement évaluée par la
mesure du taux d’inoculation entomologique (TIE) qui correspond au nombre de piqtires
infectantes que recoit un homme pendant une période donnée (Nombre piqlires
infectantes/Homme/unité de temps (an, mois ou jour). Il est obtenu a partir de la formule
suivante :

h = m.a.s, dans laquelle :

m = nombre quotidien de piqiires

a = fréquence des piqres.

m.a (nombre moyen de vecteurs piquant un homme en 24 heures) dépend essentiellement du
nombre de gites larvaires potentiels, de la productivit¢ en anopheles des gites et de
I’exposition de I’homme.

s = indice sporozoitique = Is (pourcentage d’anopheles présentant des sporozoites dans leurs
glandes salivaires). s s’obtient directement par dissection des glandes salivaires pour
visualiser la présence de sporozoites ou par test ELISA circumsporozoitique.

Il n’existe pas de classification des zones endémiques a partir du TIE mais une relation étroite
entre l'intensité de la transmission anophélienne et le taux d’endémicité a été constatée
(Killeen et al., 2000):

- hypo-endémicité : TIE < 10 piqires infectantes/homme/an

- méso-endémicité : 10 < TIE < 50 piqtires infectantes/homme/an

- hyper-endémicité : 50 < TIE < 100 piqiires infectantes/homme/an

- holo-endémicité : TIE > 100 piqiires infectantes/homme/an

La mesure du nombre de piqilires infectantes dans un site donné est la seule fagon d’évaluer
directement le risque de transmission du paludisme. Elle peut donc servir a mesurer

I’efficacité des stratégies de LAV visant a rompre la transmission. Car, elle permet de
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quantifier le degré d’infection d’une population de moustiques par Plasmodium et leur
capacité a transmettre ces Plasmodium a I’Homme (Shaukat et al., 2010). Différentes études
ont montré une grande variabilité des valeurs du TIE a travers I’Afrique. Le TIE peut
atteindre une valeur de 1000 dans les régions holo-endémiques et peut étre inférieur a 1 dans
des pays hypo-endémiques sahélo-soudaniens ou dans des contextes urbains. Entre ces
extrémes, on trouve des zones de paludisme saisonnier instable comme dans la majeure partie
de I’ Asie et de I’ Amérique latine, ou ces taux se situent au-dessous de 10, et souvent autour de
1 ou 2, et des zones de paludisme stable mais a recrudescence saisonniere, rencontrées dans la
majeure partie de 1’Afrique de 1’ouest ou ce taux se situe entre 10 et 100. La mesure du TIE
est cependant confrontée a plusieurs biais du fait de la non standardisation des protocoles et
des méthodologies utilisés (Githeko et al., 1996; Kelly-Hope & McKenzie, 2009). Le TIE est
une moyenne calculée a partir d’un échantillon de « captureurs » et de moustiques capturés.
Cependant, plusieurs différences de comportement de piqlires des moustiques existent. Ces
différences sont dues a des facteurs tels que Dattractivité individuelle, I’age, le type de
I’habitat des individus, la proximité de gites larvaires... Par exemple, les femmes enceintes et
les porteurs de gamétocytes augmentent la capacité d’attirer les anopheles (Lindsay &
Thomas, 2000 ; Lacroix et al., 2005). 11 a été aussi démontré que les adultes attirent plus les
moustiques que les enfants (Carnevale et al., 1978). La mesure du TIE doit étre envisagée en
fonction de la répartition des piqilires dans 1’année et entre les différentes années (Smith et al.,
2005). En effet, suivant les modalités de transmission, les anopheles peuvent étre présents
régulierement au cours de I’année (paludisme stable) ou bien concentrés a certaines périodes,
comme la saison des pluies par exemple (paludisme instable).

De plus, la mesure du TIE manque de précisions du fait de I’hétérogénéité remarquable de la
distribution des anopheles et de la faiblesse des indices sporozoitiques (maximum 5%) méme
en zone de tres forte endémicité (Drakeley et al., 2003; Mbogo et al., 1995); sa détermination
est presque impossible dans les zones de faible transmission du fait de la faiblesse des
densités de moustiques capturés (Corran et al., 2007). Elle est aussi confrontée a des limites
pratiques et éthiques car étant basée sur les captures sur hommes adultes difficilement
extrapolables aux enfants (Smith er al., 2005) et des piégeages qui sont souvent limités dans
leur sensibilité et la reproductibilité des résultats qu’ils donnent. Dans un contexte urbain, ou
les hotes humains prédominent, il est préférable d’utiliser une technique de capture sur appat
humain, la forte disponibilité en hoétes pourrait « détourner » les anopheles des pieges
lumineux. La relation entre TIE et la morbidité n’est pas clairement établie (Smith et al.,

2001), le rapport entre le taux d’inoculation entomologique et la prévalence du paludisme est
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toutefois complexe et dépend de la nature de I'immunité contre le paludisme, de 1’acquisition
et de la perte de cette derniere et de la disponibilité ou non d’un traitement médicamenteux

efficace.

2.5.2.3 L’analyse du repas sanguin

En complément a 1’échantillonnage, I’analyse du repas sanguin des vecteurs permet de
déterminer 1’origine de 1’hote sur lequel I'insecte s’est nourri. Elle peut se faire par ELISA
directe (Beier, 1998). Cette technique consiste a détecter dans le sang absorbé par les femelles
anopheles des anticorps spécifiques d’un certain nombre d’hdtes potentiels (homme, beeuf,

mouton, poule, cheval, porc...).

2.5.3 Evaluation de 'impact épidémiologique de la lutte

L’impact épidémiologique sur la maladie, et éventuellement sur 1’infection, est le premier
objectif des différentes mesures de lutte, qu’elles soient dirigées contre le vecteur ou le
parasite. Son évaluation concerne les aspects parasitologiques et cliniques du paludisme

humain : on parle d’indicateurs parasito-cliniques.

2.5.3.1 Criteres cliniques

2.5.3.1.1 Indice splénique ou indice de Hackett

Dans les zones ou le paludisme est la principale cause de la splénomégalie (zones de forte
endémie palustre), la palpation de la rate peut étre utilisée comme une méthode rapide et
simple pour évaluer I'importance du paludisme dans la population. En effet, I'infection
plasmodiale s’accompagne généralement d’une augmentation de la taille de la rate. On définit
ainsi un indice splénique (IS) qui est la proportion d’enfants agés de 2 a 9 ans porteurs de
splénomégalie (Mouchet et al., 2004).

L’indice de Hackett ou splénomégalie moyenne est la moyenne des classes de splénomégalie
(classes 0 a 5 ; 0 = absence de splénomégalie) calculée en faisant la somme des produits des
nombres d’enfants palpés par le numéro de leur classe de splénomégalie et en la divisant par
le nombre d’enfants palpés. Ces indices ont I’avantage (i) d’€tre sensibles aux variations du
niveau de transmission et a toutes les interventions antipaludiques, (ii) d’étre estimés
facilement, rapidement et a faible cofit.

Cependant, un probleme de reproductibilité des estimations données par ces indices se pose
souvent, du fait de la difficulté de standardiser I’examen des enfants. De plus, un probleme de

spécificité se pose car les causes responsables des splénomégalies en zone d’endémie sont
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souvent nombreuses (les bilharzioses par exemple). De ce fait, I’indice splénique perd son

intérét dans les études épidémiologiques et dans I’évaluation du poids du paludisme.

2.5.3.1.2 La morbidité palustre

L’évaluation, par la morbidité, du poids du paludisme et de I’efficacité de la LAV est basée
sur le diagnostic clinique (incidence clinique du paludisme, un critere de référence OMS). Il
n’existe cependant pas de signe pathognomonique du paludisme et les signes et symptomes
sont de peu d’utilité dans le diagnostic de paludisme clinique (Genton et al., 1994). Les acces
de fievre, I’anémie, les signes de gravité comme le coma ou les détresses respiratoires ne
peuvent étre aisément attribués a une infection plasmodiale dans les populations qui sont
infectées la plupart du temps. L’attribution de ces manifestations cliniques au paludisme est
problématique (manque de spécificité des signes cliniques) dans les populations exposées
réguliecrement a la transmission des plasmodies humains.

L’acquisition d’'une immunité de prémunition et le portage asymptomatique de parasites sont
tres fréquents en zone d’endémie et constituent aussi un obstacle a 1’évaluation de la
morbidité palustre.

L’association positive entre la densité parasitaire et le risque de fievre ne permet d’estimer
qu’'imparfaitement la fraction des acces cliniques attribuables au paludisme. Cela a des
conséquences importantes pour mesurer le poids du paludisme dans les populations et peut
étre un obstacle pour évaluer et mettre au point les mesures de lutte, surtout celles a des visées

prophylactiques (médicaments, vaccins, protections antivectorielles).

2.5.3.1.3 La mortalité palustre

Comme pour la morbidité, I’estimation de la mortalité palustre directe n’est pas aisée
(Molineaux, 1997). 1l est le plus souvent difficile d’attribuer correctement un déces a une
cause unique (un déces est souvent li€é a plusieurs causes). De plus, la plupart des cas de
mortalité palustre en zone d’endémie (plus de 90% des cas) sont enregistrés en dehors des
structures sanitaires (Taylor et al., 2004). Parmi les signes cliniques, seules des rétinopathies
détectables par I’examen du fond d’ceil permettraient, en présence d’une parasitémie patente,
d’attribuer correctement les manifestations neurologiques centrales au paludisme (Beare et
al., 2006). L’évaluation de la mortalité palustre, qu’elle soit directe ou indirecte, pose donc
des problemes difficiles a résoudre. Evaluer des interventions de lutte antipaludique par leur
impact sur la mortalité générale n’est pas satisfaisante non plus a cause du manque de

spécificité du critere d’évaluation.
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2.5.3.2 Criteres parasitologiques : les infections plasmodiales

Sur le plan parasitologique, I’évaluation épidémiologique de la lutte contre le paludisme se
fait par I’estimation de la prévalence, de I’intensité (densité), la multiplicité ou de 1’incidence
des infections plasmodiales. De nombreuses méthodes biologiques de détection des infections
plasmodiales, premiere étape de [I’estimation de I'impact de la lutte sur le plan
parasitologique, sont utilisées (voir partie 2.3 de ce méme chapitre). La plupart de ces
méthodes de diagnostic permettent, a des degrés divers (dépendant surtout de la sensibilité de

la méthode utilisée), d’estimer les parametres épidémiologiques du paludisme que sont :

2.5.3.2.1 La prévalence des infections plasmodiales

Cette méthode consiste a déterminer 1’indice plasmodique (I.P.) qui est la proportion (en %)
d’enfants de 2-9 ans porteurs du parasite dans une population donnée et en un moment donné.
La prévalence des infections plasmodiales est sensible a de nombreux facteurs. Elle augmente
avec le niveau d’exposition a la transmission des plasmodies, le niveau de résistance des
plasmodies aux médicaments antipaludiques et pendant la grossesse (Diagne et al., 2000) et
diminue avec I’augmentation du niveau d’immunité et 1’utilisation d’antipaludiques efficaces.
Lorsque le taux de prévalence est élevé, I'IP perd son pouvoir discriminant et ne rend plus
compte des variations de niveau de transmission (Smith et al., 2005), le taux de prévalence
parasitaire perd donc son intérét par rapport a la densité parasitaire moyenne ou a la
multiplicité des infections. Lorsque le niveau de transmission est faible, il est alors laborieux
d’estimer le taux de prévalence parasitaire (a cause des densités parasitaires basses) et de
mettre en évidence les infections plasmodiales dans une petite proportion de la population
humaine. L’évaluation de la prévalence plasmodiale devient alors un indicateur moins fiable
dans I’évaluation de I’intensité de la transmission (Beier et al., 1999; Hay et al., 2008). Dans
ces contextes, les variations spatiales et temporelles des estimations des prévalences
plasmodiales peuvent €tre importantes et les infections mixtes de Plasmodium sont souvent
sous-estimées. L’utilisation de tests de diagnostic rapide (TDR) permettrait de s’affranchir des
contraintes de la microscopie mais leur faible sensibilité limite leur intérét. De plus,
I’estimation de la prévalence des infections plasmodiales dépend de la sensibilité de la
méthode de détection utilisée surtout en zone de faible endémie et chez les individus les plus

immuns.
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2.5.3.2.2 La densité parasitaire

L’estimation de la densité parasitaire, c’est-a-dire la quantité de parasites dans le sang, a une
importance épidémiologique et clinique. Elle constitue la méthode référence OMS pour
évaluer D'efficacité de la lutte antipaludique et donc de la LAV. Les densités parasitaires
peuvent étre analysées par classes, de préférence avec une progression géométrique des
parasitémies. Elles peuvent aussi étre analysées par leur moyenne. On utilise généralement la
moyenne géométrique afin de lisser les forts écarts individuels souvent fréquents en zone de
forte endémicité palustre. Ces moyennes peuvent étre calculées sur les seuls individus ayant
une parasitémie positive. On peut aussi estimer la moyenne géométrique des densités
parasitaires en incluant les parasitémies nulles. Pour cela, on utilise la transformation log. (x +
1) a la place de la transformation log. (x) de la densité parasitaire x. La densité parasitaire
dépend de I’espece plasmodiale (en moyenne les parasitémies les plus €élevées s’observent
avec P. falciparum et les moins élevées avec P. malariae) et est sensible a de nombreux
facteurs. Comme pour la prévalence, elle augmente avec le niveau de transmission, le niveau
de résistance des plasmodies et pendant la grossesse ou le post-partum (Diagne et al., 2000) et
diminue avec I’augmentation du niveau d’immunité, I’utilisation d’antipaludiques efficaces et
I’ancienneté de D’infection. Lorsque le niveau de transmission est faible, les densités
parasitaires sont basses et il devient laborieux de les mettre en évidence. Comme pour la
prévalence, I’estimation des densités parasitaires dépend de la sensibilité de la méthode de

détection utilisée, surtout en zone de faible endémie.

2.5.3.2.3 L’incidence des infections plasmodiales

L’incidence des infections plasmodiales, le nombre de nouvelles infections pendant une
période de temps donnée, peut étre estimée directement. Il s’agit en pratique de dénombrer les
parasitémies patentes, i.e. détectables, chez des patients présentant des symptomes €vocateurs
de paludisme et recrutés dans les structures sanitaires ou ils sont consultés (détection passive
des cas) ou chez eux (détection active des cas). Dans le cadre du programme d’éradication du
paludisme, les nouvelles infections sont recherchées activement chez les patients et chez leurs
proches. Si la population étudiée a une immunité anti-plasmodiale, méme parcellaire, cette
approche aboutit a une sous-estimation de I’incidence des infections. Les nourrissons nés en
zone d’endémie sont souvent considérés comme non immuns. IIs peuvent cependant avoir été
exposés a des antigenes plasmodiaux ou a des plasmodies ayant traversé la barriere foeto-
placentaire au cours de leur vie feetale (Dent et al., 2006) ou a la naissance (infection

congénitale). L’estimation du taux d’incidence des infections plasmodiales pose donc des
57



problémes méthodologiques liés a la sensibilité des méthodes de détection parasitaire et des
conditions de validité des modeles utilisés. En pratique, elle a rarement été utilisée pour
I’évaluation épidémiologique du paludisme ou de I’efficacité de méthodes de lutte dans les

zones de faible transmission.

2.5.3.3 Analyses des données séro-épidémiologiques

La sérologie a un intérét particulier pour évaluer rétrospectivement 1’exposition au paludisme.
Les réponses anticorps spécifiques aux antigénes du Plasmodium durent plus longtemps que
les infections plasmodiales qui les provoquent. De ce fait, dans les situations de faible
endémie, les marqueurs sérologiques sont plus sensibles et semblent étre moins affectés par la
saisonnalité de la transmission que les parametres parasitologiques (Robert et al., 2006 ;
Kelly-Hope and McKenzie, 2009). IIs peuvent donc constituer un outil robuste pour évaluer
I’efficacité des stratégies de lutte antipaludique (et donc de la LAV) et utilisable pour la
surveillance du risque de transmission des plasmodies méme dans les régions qui sont en
phase pré-éliminatoire du paludisme (Cook et al., 2010). De plus, la recherche des anticorps
anti-plasmodiaux est moins laborieuse que celle des infections plasmodiales dans ces zones de
faible transmission (Corran et al., 2007). Des réponses IgG contre des antigenes des stades
mérozoite et sporozoite ont été proposées comme des marqueurs sérologiques de la
transmission, permettant ainsi de différencier des foyers avec une forte ou faible exposition au
paludisme (hétérogénéité du risque de transmission), de distinguer une dynamique de
transmission en fonction de la saison et d’évaluer Defficacité de stratégies de lutte
antipaludique (Webster et al., 1992 ; Ramasamy et al., 1994; Corran et al., 2007; Baragatti et
al., 2009; Cook et al., 2010 ).

Ces méthodes sont, comme les indicateurs parasitaires, applicables aux études longitudinales
ou transversales. Mais elles sont difficilement applicables chez les enfants exposés du fait
d’un faible niveau de réponses Ac (tres faible titre Ac) (Ramasamy et al., 1994). De plus, il
existe des différences importantes liées 1) a la durée de la persistance des réponses anticorps
patentes apres une infection plasmodiale et 2) a la transmission transplacentaire des
immunoglobulines G (IgG) de la mere a ’enfant et de la persistance de ces IgG maternelles
chez I’enfant plusieurs mois apres la naissance. De ce fait, les études séro-épidémiologiques
reposant sur la détection des IgG et visant a apprécier le niveau d’exposition au paludisme ne

devraient pas €tre menées chez les nourrissons (age < 1 an).
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De récents travaux ont montré 1’utilisation des bio-marqueurs efficaces anti-salivaires
spécifiques chez des individus pour évaluer leur exposition aux piqlres des moustiques

(Remoue et al., 2006 ; Poisignon et al., 2008 ; Drame et al., 2010 ; Drame et al., 2012).
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Microdistribution de la résistance de An. gambiae a la deltaméthrine dans le

département du Plateau

L’intervention majeure de la lutte anti-vectorielle au Bénin est [’acces universel aux
Moustiquaires Imprégnées d’Insecticides a Longue Durée d’action (MILD) a tous les
ménages. Or le principal probleme de I'utilisation des matériaux imprégnés est 1’apparition de
la résistance. Ces dernieres années, la résistance aux insecticides s’est largement répandue en
Afrique de 1I’Ouest (Yadouléton et al, 2010), en Afrique de I’Est (Stump et al., 2004), du
Centre (Etang et al., 2006) et du Sud (Hargreaves et al., 2000 et 2003). Face a la résistance
des anopheles aux pyréthrinoides, le risque de baisse d’efficacité des interventions des
programmes de lutte contre le paludisme n’est pas a exclure. Les travaux de N’guessan et al.
(2007) ont montré une baisse d’efficacité des MIILD imprégnées a la lambdacyalothrine en
cases expérimentales en zone de forte résistance des vecteurs aux insecticides au sud du
Bénin. Pour évaluer l’efficacité des MIILD en zone de résistance des vecteurs aux
insecticides, 1’idéal est de disposer de localités ou les vecteurs sont sensibles aux insecticides
a comparer avec d’autres ou les vecteurs sont résistants. Les travaux de Yadouléton et al.
(2010) réalisés dans 40 localités au Sud du Bénin ont montré que toute cette région est
couverte par des populations d’An. gambiae résistantes aux insecticides. Ces auteurs n’ont
observé que quelques localités de sensibilit¢é d’An. gambiae aux pyréthrinoides dans les
communes d’Ifangni et d’Adja-Ouere situées dans le département du Plateau. A défaut d’un
minimum de zone de sensibilité franche pour mettre en ceuvre notre étude, nous avons
multiplié les prospections larvaires dans le département du Plateau pour rechercher, en plus
des localités ou An. gambiae est sensible aux insecticides, d’autres localités ou la résistance
est faible. Ainsi, nous avons envisagé de mettre en ceuvre 1’évaluation de 1’efficacité des
moustiquaires imprégnées dans deux zones, une de faible résistance que nous avons
dénommée R+ et une zone de forte résistance dénommée R+++. En effet, d’avril a juillet
2011, nous avons effectué plusieurs missions de prospection larvaire dans quatre communes
du département du Plateau (Ifangni, Sakété, Pobe, Kétou). Les résultats des tests de sensibilité
réalisés sur les moustiques récoltés ont permis d’opérer le choix des villages R+ et R+++

(Article 1).
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1. Méthodes

1.1 Description de la zone d’étude

L’étude a été réalisée dans les communes d’Ifangni, de Sakété, de Pobe et de Kétou situées
dans le département du Plateau (sud-est du Bénin). Ce département a une superficie de
3.264 km?2, pour une population totale de 407 116 habitants. Il est caractérisé par deux
saisons pluvieuses (mars a juillet et septembre a novembre) et deux saisons seches
(décembre a mars et aoiit a septembre). Dans ce département, il y a eu une distribution
massive de MIILD en 2007 par les autorités nationales dans le cadre des activités de lutte

contre le paludisme au Bénin.

1.1.1 Ifangni

La commune d’Ifangni a pour coordonnées géographiques Latitude 6° 40" 0" Nord
Longitude 2° 43" 0" Est. Elle s'étend sur 242 km2 et compte 71 606 habitants depuis le
dernier recensement de la population (RGPH 2002). Elle est limitée au sud par la commune
d’Adjarra, a I’Ouest par les communes d’ Avrankou et de Sakété, au Nord par la commune

de Sakété et a I’Est par la république fédérale du Nigéria. Cette commune a un relief peu
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accidenté entaillé par de petites et moyennes dépressions aux pentes trés peu marquées. Il y

reégne un climat de type guinéen. Les principales activités sont le commerce et 1’agriculture.

1.1.2 Sakété

La commune de Sakété a pour coordonnées géographiques Latitude 6° 44' 11" Nord
Longitude 2° 39' 29" Est. La Commune de Sakété est située au sud-Ouest du département
du Plateau. Elle est limitée au Nord par la commune d’Adja-Ouere, au Sud par les
Communes d’Avrankou et d’ Akpro-Missérété dans le département de I’Ouémé, a I’Est par
la République Fédérale du Nigéria et la commune d’Ifangni et a I’Ouest par les Communes
d’Adjohoun et de Bonou. Elle s'étend sur 432 km2 et compte 70 604 habitants (RGPH,
2002). Le climat est de type guinéen. Les principales productions agricoles sont : le palmier

a huile et les cultures vivrieres.

1.1.3 Pobe

La commune de Pobeé a pour coordonnées géographiques Latitude 6° 58" 60" Nord et
Longitude 2° 39' 49" Est. Elle est limitée au Nord par la commune de Kétou, au Sud et a
I’Ouest par la Commune d’ Adja-Ouere et a I’Est par la république fédérale du Nigéria. Elle
s’étend sur 400 km?2 et compte 82910 habitants (RGPH, 2002). Cette commune jouit d’un
climat de type subéquatorial. Les précipitations atteignent 1100 a 1200 mm par an.

L’activité principale dans la commune est I’agriculture basée sur les cultures vivrieres.

1.1.4 Kétou

La commune de Kétou est située a I’extréme nord du département du Plateau entre les
latitudes 7°10" et 7°41°17" Nord d’une part et les longitudes 2° 24' 24" et 2° 47' 40" Est
d’autre part (IGN, 1963). Elle couvre une superficie de 1.775 Km2 et compte 100499
habitants (RGPH, 2002). Elle est limitée au Nord par la commune de Save, au Sud par la
commune de Pobe, a ’Ouest par les communes de Ouinhi et de Zangnanado dans le
département du Zou et a I’Est par la république fédérale du Nigéria. Le climat est de type
tropical a régime pluviométrique bimodal. L’agriculture est tres axée sur la production des

cultures vivriéres.

1.2 Collecte de larves d’anopheles et élevage de moustique
Dans chacune des quatre communes, des prospections de larves d’anopheles ont été

réalisées de mai a juillet 2011. Les larves d’anopheles ont été prélevées dans des collections
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d’eaux par la méthode du « dipping » qui consiste a capturer les larves de moustiques
directement dans les gites larvaires productifs a 1’aide d’une simple louche. Les larves
collectées sur le terrain ont été transportées a I’'insectarium du CREC puis élevées jusqu’a
I’émergence des adultes. Les moustiques adultes ont été identifi€és morphologiquement
grace aux clés de Gilles & de Meillon (1968) et seules les femelles d’An. gambiae ont été

utilisées pour le test de sensibilité au laboratoire.

1.3 Tests de sensibilité des anopheles aux insecticides
Le principe du test est basé sur la mesure du temps de Knock-Down (KdT50= Temps
nécessaire pour que 50% des moustiques testés soient assommés par ’insecticide) et de la
mortalit¢ des moustiques adultes exposés une (1) heure a des papiers imprégnés de
deltaméthrine a la dose diagnostique de 0.05%. A 1’aide d’un aspirateur a bouche, 4 lots de
25 moustiques femelles agées de 2 a 5 jours ont été introduits dans 4 tubes (n=100) tapissés
de papier filtre. Apres une 1h d'observation, les moustiques ont été transférés dans des tubes
d’exposition tapissés de papier imprégné de deltaméthrine. Pendant I’exposition, les
moustiques assommés ont été dénombrés toutes les 10 minutes. Apres la période
d’exposition, les moustiques ont été transférés dans les tubes d’observation, nourris avec
une solution de miel a 10% puis maintenus en observation pendant 24h. Un méme nombre
de moustiques introduits dans des tubes « non traités » ont fait office de controle. Au terme
de cette période d’observation de 24H, le taux de mortalité a été calculé. Ces taux sont
interprétés selon les critéres recommandés par I’OMS (WHO, 1998). Ainsi, les catégories de
mortalité considérées sont :

e Mortalité > 97% : population d’anophele dite sensible.

e Mortalité 80 — 97 % : résistance suspectée dans la population.

® Mortalité < 80% : population d’anophele dite résistante

Les moustiques morts et vivants (exposés et non exposés a la deltaméthrine) ont été
conservés séparément a -20°C et ont servi plus tard aux tests moléculaires afin de

diagnostiquer les points de mutations.

1.4 Cartographie de la résistance

Les coordonnées géographiques des villages ou la récolte des larves est effectuée sont
enregistrées par GPS puis, projetées sur une carte du département du Plateau. Les trois
niveaux de sensibilité des anopheles aux insecticides selon les criteres de ’OMS (WHO,
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1998) (sensible, résistant et suspicion de résistance) sont illustrés sur une carte. Globalement,

56 villages sont cartographiés.

1.5 Analyses statistiques des données

Le calcul des taux de mortalité a été effectué a 1’aide du logiciel informatique Excel. La
comparaison des taux de mortalité entre les villages d’'une méme commune a été effectuée en
utilisant le test de chi2 de comparaison des proportions. Les intervalles de confiance sont
déterminés par le biais de la méthode binomiale exacte. Ces analyses sont effectuées avec le

logiciel R-2.15.2 (R Development core Team, 2011).

2. Résultats

2.1 Taux de mortalité des vecteurs a la deltaméthrine

Au total, d’avril a juillet 2011, 119 villages ont été prospectés dans I’ensemble des quatre
communes dont 56 ont été positifs aux gites de An. gambiae.

Les taux de mortalité obtenus apres exposition des populations de An. gambiae a la
deltaméthrine (0,05%) ont varié entre 20% et 100%.

A Ifangni, le taux de mortalité a varié de 20% a Gblo-gblo, Djegou-djegui et a 100% a Zihan.
Sur 19 villages, An. gambiae a été trouvé sensible seulement dans 2 (Zihan et Ko-Aidjedo). Une

suspicion de résistance a été notée dans 10 villages (tableau I).

A Sakété, An. gambiae n’a été retrouvé sensible dans aucun village. A Iwai et Djohounkollé,

une suspicion de résistance a été notée (tableau I).
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Tableau I: Statut de la résistance a la deltaméthrine chez An. gambiae a Ifangni et Sakété

Communes Villages Effectif (N) gi 0::::; Mortalité (%)
Lokossa* 44 36 82%
Ko-dogba* 48 42 87%
Zihan* 50 50 100
Baoudjo 89 72 81°
Gbédji 88 68 77
Igolo 22 17 77
Araromi* 39 33 85
Itassoumba* 66 59 89
Ko-koumolou* 48 40 83

Ifangni Itakpako* 131 105 80°
Banigbé Centre 97 32 33b
Tchaada 22 7 320
Daagbe* 40 33 82"
Akadja 123 62 50
Gblo-gblo 45 9 20°¢
Ko-aidjedo* 92 90 98¢
Zoungodo* 62 52 84"
Djegoun-djegui 40 8 20¢
Ketougbekon* 147 121 82°
Iakofadji 44 30 68°
Dagbao 45 33 73*
Itadjebou 34 21 62
Djohounkollé* 73 59 81°
Igbo-abikou 65 25 38"

Sakété Igbola 38 19 50
Alabansa 30 12 40™
Twai* 43 37 86"
Tkemon 86 40 46™
Idiagbola 40 17 43
Yoko Centre 40 30 75°

Les taux de mortalité portant des lettres différentes dans une méme commune sont statistiquement différents

(p<0,05). Les villages portant un astérisque sont de faible résistance et ceux qui n’en portent pas, de forte résistance.

Au niveau de la commune de Pobe, la mortalité des moustiques An. gambiae a varié de 45%
a Obanigbé et a 85% a Agbarou. An. gambiae s’est révélé résistant dans tous les villages a

I’exception de Agbarou ot, une suspicion de résistance a été observée (tableau II).
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A Kétou, le plus faible taux de mortalité de An. gambiae (67%) est obtenu a Alakouta contre
97% a Idi. Sur un total de 16 villages évalués, une suspicion de résistance est notée dans 2
(Adjozounme et 1di) alors que la résistance a été observée dans tous les autres villages

(tableau II).

Tableau II: Statut de la résistance a la deltaméthrine chez An. gambiae a Pobe et Kétou

Nombre de

Communes Villages Effectif N) morts Mortalité (%)

Igbo-okpa 79 58 73%
Okeita 101 78 77
Obanigbé 40 18 45°
Agbarou* 55 47 85"
Issaba 111 68 61°¢

Pobe Okoofi 2 54 24 44°
Illekpa 39 26 67°
Osoumou 2 48 34 71°
Osoumou 1 70 44 63°¢
Onigbolo 90 66 73%
Alakouta 36 24 67
Okpometa 57 23 41*
Mowodani 52 31 60"
Idena 2 179 81 45?
Kpankoun 70 37 53%®
Okéola 49 24 48°
Odokoto 95 51 54
Igui-olou 100 72 72

Kétou —  djozoume 100 83 83¢
Idena 3 80 39 49*
Oloumou 94 48 51%
Kouhoudou 60 37 62
Obatedo 95 74 78
Atchoubi 1 100 77 77
Atchoubi 2 55 35 64
Idi* 31 30 97¢

Les taux de mortalité portant des lettres différentes dans une méme commune sont statistiquement différents (p<0,05).

Les villages portant un astérisque sont de faible résistance et ceux qui n’en portent pas, de forte résistance.

Globalement, sur I’ensemble des 56 villages, An. gambiae est résistant a la deltaméthrine

dans 39 villages répartis sur les quatre communes. Toutefois, On a noté une sensibilité chez
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les moustiques An. gambiae dans 2 villages de la commune d’Ifangni. La résistance a été

suspectée dans 15 villages (tableau I & II).

2.2 Cartographie de la résistance des moustiques vecteurs a la deltaméthrine

Les différents niveaux de résistance a la deltaméthrine observés selon les criteres de ’OMS
(WHO, 1998) dans les différents villages prospectés sont illustrés sur la figure 9. La carte
montre une concentration de villages ol An. gambiae est sensible ou suspecté de résistance
dans la commune d’Ifangni. Dans les communes de Sakété, Pobe et Kétou, An. gambiae s’est
montré résistant dans la grande majorité des villages.

Les coordonnées géographiques enregistrées ont permis de réaliser la carte montrant la

répartition de ces villages en fonction de leur statut de résistance.

Legende

statut

@ Resistant

O Resistance suspectée

Zagnanado ) @ Susceptible

l:l Communes

NIGERIA

Figure 9 : Distribution de la résistance a la deltaméthrine chez An. gambiae dans les quatre

communes du Plateau

2.3 Identification des zones R* et R™" d’An. gambiae aux pyréthrinoides
A la suite de ces travaux portant sur les tests de sensibilité, nous avons décidé de considérer

comme zone R, I’ensemble des villages ol le taux de mortalité des anopheles du milieu est
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inférieur a 60%. Entre 80 et 100% de taux de mortalité, les villages sont considérés comme
appartenant a une zone ol la population des anopheles (An. gambiae) est faiblement résistante
aux pyréthrinoides.

Globalement, sur I’ensemble des 56 villages, 16 sont R¥et, 40 R*™*". Pour considérer le méme
nombre de village R* et R™, nous avons retenu les 16 R* et nous avons choisi 16 autres pour

le second groupe R

en tenant compte des taux de mortalité les plus bas et de 1’accessibilté
géographique des villages pour équilibrer les deux groupes. Ainsi le tableau III présente la

liste des villages identifiés pour abriter nos travaux.

Tableau III : Liste des 32 villages identifiés répartis selon le statut de résistance de An.

gambiae a la deltaméthrine, année 2011

Zone de faible résistance
[80%-100%]

Zone de forte résistance
[0%-60% [

Itassoumba Ikemon
Lokossa Igbola
Itakpako Banigbe centre
Ko-koumolou Tchaada
Ko-aidjedo Idena2
Ketougbekon Mowodani
Iwai Akadja
Djohounkolle Okoofi 2
Zougoudo Idena3
Ko-dogba Igbo-abikou
Daagbe Okeola
Zihan Gblo-gblo
Araromi Djegou-djegi
Agbarou Okpometa
Adjozoume Alabansa
Oloumou Kpankoun

3. Discussion

Anopheles gambiae, principal vecteur du paludisme en Afrique, a développé une forte
résistance vis-a-vis des insecticides au sud du Bénin. La résistance des populations d’An.
gambiae aux pyréthrinoides pourrait étre liée a lutilisation massive de pesticides
(pyréthrinoides) utilisés par les paysans ou les maraichers pour controler les ravageurs des

cultures. Les travaux de Akogbeto et al. (2005) confirment une large utilisation des pesticides
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dans I’agriculture. Yadouleton & Akogbéto (2009) pensent que cette utilisation massive de
pesticides dans le monde agricole serait due a la libéralisation du secteur d’intrant au Bénin.
Les travaux menés par Yadouléton et al. (2010) ont montré une large distribution de la
résistance aux pyréthrinoides dans tout le sud du Bénin avec quelques poches de sensibilité
des vecteurs. Pour cela, il était important pour nous de prospecter un grand nombre de villages
afin de trouver des zones de sensibilité dans le département du Plateau. Pour cette raison,
nous avons décidé de sillonner un grand nombre de villages (119 localités) répartis sur 4
communes dans tout le département a la recherche des larves de An. gambiae. Les larves ont
été récoltées méme dans des villages tres proches les uns des autres. Sur I’ensemble des 119
villages, seulement 56 sont retrouvés positifs en larves d’An. gambiae. Cette situation pourrait
étre liée au fait que, la plupart des villages de ce département ont un sol de plateau fait d’une
épaisse couche sablo-argileuse qui favorise I’infiltration rapide de 1’eau dans le sol apres la
pluie empéchant ainsi la formation des gites larvaires.

Les données obtenues lors de notre étude ont montré qu’An. gambiae est résistant a la
deltaméthrine dans la plupart des 56 villages prospectés hormis Ko-aidjedo et Zihan comme
mentionné plus haut. Ces résultats confirment ceux de Padonou et al. (2012) qui ont montré
une apparition de la résistance d’An. gambiae a la deltaméthrine dans le département de
I’Ouémé et la rapide expansion de la résistance aux pyréthrinoides dans les populations
naturelles d’An. gambiae en Afrique (Ranson et al., 2011) et en particulier au Bénin (Corbel
et al., 2007 ; Djogbénou et al., 2010 ; Djégbé et al., 2011).

La plus part des villages sensibles sont retrouvés dans la commune de Ifangni. Ce statut de
faible résistance de ces clusters a Ifangni serait probablement 1i€ a la pratique du maraichage
sans utilisation d’insecticide. En effet, la non utilisation d’insecticide par les maraichers est
liée a la présence de nombreux bassins piscicoles a proximité des sites maraichers. Les
maraichers évitent donc I’utilisation des insecticides afin de ne pas intoxiquer les nombreux
poissons en élevage. La pression de sélection de gene de résistance sur les larves est donc
faible. Il est a noter également que les maraichers utilisent des engrais afin de fertiliser les
terres dans le but d’assurer la croissance des cultures. Or, jusqu’a présent, méme si des
travaux récents effectués par Dadzé en 2009 (données non publiées) ont montré 1’impact des
engrais sur le développement larvaire, le taux de nymphose et d’émergence des moustiques,
aucune €étude n’a montré de facon nette, I’'impact des fertilisants sur le développement de la
résistance chez les moustiques An. gambiae. Dans les autres communes, les cultures des
céréales des tubercules et méme le coton sont observées. Ces types de cultures nécessitent

I’utilisation des insecticides qui exercent une forte pression de sélection de la résistance. Les
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travaux effectués par Yadouléton er al. en 2011 ont montré que les zones de production
cotonniere sont des zones ou se développent par excellence une forte résistance aux
insecticides au vu de leur forte utilisation afin de contrdler les nombreux ravageurs du coton.
Les traitements insecticides qui s’effectuent durant la période de développement des larves de
moustiques, projettent des particules de matieres actives dont certaines entrent directement en
contact avec les gites larvaires, et par conséquent avec les larves de moustiques qui s’y
développent (Akogbéto et al., 2005). Cette pression d’insecticide est forte car aucune larve
n’y échappe. Il en est également de méme pour les zones rizicoles (Dabiré et al., 2007).

Cette étude préliminaire sur les niveaux de sensibilité des vecteurs aux insecticides dans les
différents villages a permis de mettre en ceuvre notre protocole d’évaluation de I’'impact de la
résistance des vecteurs sur 1’efficacité des stratégies de lutte antivectorielle. A 1’issue de notre
étude, An. gambiae n’a été retrouvé sensible que dans 2 villages (Ko-Aidjedo et Zihan). Or,
selon notre protocole, nous avons besoin d’au moins 16 villages sensibles. Nous avons alors

procédé a une classification des villages en 2 zones, I’'une, R*™"

,ou le taux de mortalité (TM)
de An. gambiae est inférieur 2 80% puis, I’autre R* avec un TM de An. gambiae au-dela de
80%. Toutefois, il faut reconnaitre que ce type de classification présente des limites car les
villages situés autour du seuil de 80% (soit 1égerement en dessous, soit légerement au-dela)
constituent un groupe intermédiaire difficilement séparable de la zone R" telle que définie ou

de la zone R™*

. En effet, il n’y a probablement pas de différence significative entre les TM
d’An. gambiae proches de la limite de 80% mais classés comme R" ou R™. A Kétougb&kon
(village R") par exemple, le TM d’An. gambiae est de 82% alors qu’a Okéita (village R™™), il
est de 77%. La différence n’est pas significative (p=0,331). La barriere est donc fragile entre

certains moustiques classés faiblement résistants et certains classés fortement résistants.

4. Conclusion

De ces travaux, on note une large distribution de la résistance des vecteurs du paludisme a la
deltaméthrine dans le département du Plateau. Seulement 2 villages de franche sensibilité sont
retrouvés dans la commune d’Ifangni. Sur la base des criteres de résistance que nous avons
définis, plus de 70% des 56 villages prospectés sont R™*. Cela confirme la pleine expansion
de ce phénomene dans le département. Face a cette expansion, nous n’avons pas pu mettre en
évidence le minimum de villages nécessaires pour une étude d’impact de la résistance sur
Defficacité des MIILD. Mais, malgré la fragilité de la classification des villages en R™ et R™,

I’existence de villages de franche résistance (ou le taux de mortalité d’An. gambiae < 60%) et

de franche sensibilité (ou le taux de mortalité d’An. gambiae > 90%) aurait été 1’idéal pour la
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mise en ceuvre de 1’étude. Par ailleurs, il serait aussi nécessaire de connaitre la couverture et
I'utilisation des MIILD par les populations dans les deux catégories de villages R™ et R™,

d’ou la pertinence du chapitre suivant.
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~Chapitre 3 :

~Evaluation de la couverture, de I'utilisation et
del'intégrité physique des MIILD dans les
. deux types de zone de résistance

73



Plusieurs études dans les pays endémiques ont montré 1'utilit¢ des MIILD pour réduire le
contact homme-vecteur (Greenwood et al., 2005; Lengeler, 2005; Eisele et al., 2006; Thwing
et al., 2008).

Le Bénin, a travers le Programme National de Lutte contre le Paludisme, a soutenu depuis
2000 I'initiative RBM et réalisé en Juillet 2011 une campagne de distribution universelle ot
environ 5 millions de moustiquaires ont été distribuées a la population. Cette distribution vise
a augmenter de maniere significative la couverture nationale en moustiquaires imprégnées
d’insecticides a longue durée (MIILD). Avant la distribution, la proportion de ménages
possédant au moins une moustiquaire au niveau national était estimée a 52% (PNLP-
AFRICARE BENIN-CRS BENIN, 2011). Apres la distribution de Juillet 2011, cette
proportion était de 86,4% (Article 2). De 1'analyse du niveau d’atteinte de la couverture des
ménages en MIILD dans les deux enquétes, les facteurs associés de facon indépendante a la
faible utilisation des MIILD étaient: 1'dge, le degré d’usure des moustiquaires, la taille du
ménage (moustiquaires/personne). Certaines études ont montré que plusieurs facteurs sont
associés a la possession des MIILD et leur utilisation effective (Graves et al., 2011). Ces
facteurs seraient: les croyances culturelles, les pratiques des mécanismes de distribution des
MIILD et la distance entre le point de distribution et les bénéficiaires, les rumeurs sur les
MIILD et leur soutien social (Wiseman et al., 2007; Baume et al., 2007).

D'autres études menées au Bénin ont montré que plusieurs moustiquaires apres 12 mois
d'utilisation, sont trouées (Gnanguenon, communication personnelle). A partir de ces
observations, des questions se posent: Est-ce que la population utilise effectivement les
moustiquaires distribuées gratuitement? Ou bien, elles n'utilisent pas les MIILD a cause de
leur nombre insuffisant ou de leur mauvais état physique?

Pour clarifier ces questions, nous avons mené une étude sur la couverture des moustiquaires
imprégnées d’insecticide, leur utilisation et leur condition physique dans les zones R* et R*™™™,
un an apres la distribution. Cette étude a pour but de vérifier si le taux de couverture, le taux
d’utilisation et 1’état physique des moustiquaires sont similaires dans les deux zones R" et
R*™™. En effet, notre souhait est de comparer deux zones qui, globalement présentent les

mémes caractéristiques et qui ne diffeérent que sur le plan du statut de résistance (Article 3).
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1. Matériel et méthodes

1.1 Zone d'étude

Le choix du département de Plateau dans cette étude est fondé sur son accessibilité
géographique, la forte utilisation de moustiquaires par les enfants de moins de Sans. Les
enquétes entomologiques menées dans le département ont montré qu'il existe des zones de
faible et de forte résistances aux pyréthrinoides (Yadouléton et al., 2010). Selon le rapport

général de la campagne de distribution, 85,5 % des ménages ont recu une moustiquaire avec
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une moyenne de 2,7 MIILD / ménage. 32 villages ont été choisis dans les quatre communes

(figure 10).
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Figure 10: Villages cibles du département du Plateau (Benin)
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1.2 Conception de 1'étude

Il s’agit d’une étude transversale, descriptive et analytique basée sur un questionnaire
quantitatif et qualitatif qui a été effectuée dans 32 villages (cluster ou localité) dont 17 a
Ifangni, 6 a Sakété, 2 a Pobe et 8 a Kétou de mai a aolit 2012. 30 ménages par cluster ont été
choisis pour apprécier la disponibilité, I'utilisation et 1’intégrité physique des moustiquaires.
Les ménages ont été sélectionnés au hasard dans chaque localité. Avant de commencer
I'enquéte, une formation des enquéteurs suivie du pré-test des questionnaires a été effectuée.
Sur le terrain, apres 1'approbation des chefs de villages, les enquéteurs sont retournés dans la
communauté et un échantillonnage aléatoire des ménages de l'enquéte en parcourant
progressivement les maisons et en sautant a chaque fois une maison sur deux dans chaque
village a été fait.

Le questionnaire a été administré aux hommes et femmes chefs de ménage apreés leur
consentement. Le questionnaire a porté sur les connaissances, attitudes et pratiques des
enquétés relatives a la possession et a 1’utilisation des MIILD. Les utilisateurs de MIILD sont
ceux qui ont déclaré avoir dormi sous moustiquaire la nuit précédant 1'enquéte.

Les données sur les caractéristiques des moustiquaires, leur condition physique, la
démographie des membres du ménage, d’autres caracteres et les questions liées aux sources
d'approvisionnement ont été posées a tous les ménages pour évaluer les origines des MIILD
retrouvées. Les données ont été recueillies a 1'aide d'une version adaptée des indicateurs
standards de l'enquéte sur le paludisme (RBM, 2012). La condition physique des
moustiquaires a été estimée en utilisant 1'un des deux indicateurs recommandés par 'OMS
(OMS, 2011). Les principales catégories de trous dans les moustiquaires ont été enregistrées
comme suit :

T1 : trous de taille < pouce (0,5-2 cm);

T2 : trous de taille > pouce < poing (2-10 cm);

T3 : trous de taille > poing < téte (10-25 cm);

T4 : trous de taille > téte (> 25 cm).

1.3 Analyses statistiques

Les enquétes ont été réalisées a 1'aide des questionnaires. A la fin de I'enquéte, les données ont
été recueillies avec Epidata et transférées dans le logiciel SPSS 16.0. La disponibilité des
MIILD dans le ménage a été calculée comme une proportion de ménages ayant au moins une
moustiquaire parmi l'ensemble des ménages interrogés. L’utilisation des MIILD a été estimée

comme la proportion de ménages utilisant au moins une MIILD la veille de I’enquéte selon la
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disponibilité. Une fois que la possession et l'utilisation des MIILD ont été déterminées, les
données ont été extraites dans un fichier Excel séparé pour MIILD appartenant aux ménages.
Ensuite, les ménages utilisant moustiquaires ont été comparés a ceux qui n'ont pas utilisé afin
d'identifier les facteurs associés au non utilisation des MIILD. Les obstacles liés a la non -
utilisation des MIILD ont été déterminés en utilisant un modele de régression logistique
multivariée. Les données sur l'intégrité physique des moustiquaires et celles relatives aux
origines des moustiquaires ont été extraites. Les différents trous observés ont été divisé€s en
quatre et les fréquences ont été estimés pour évaluer 1'état général de I’opération des MIILD

(OMS, 2011 ; Kilian, 2012).

2. Résultats

2.1 Caractéristiques des ménages de 1'étude

960 ménages (330 en zone R+, 390 en zone R+++ et 240 en zone Non déterminée) et 4688
personnes ont été inclus dans l'enquéte et le taux de réponse a été de 100 % (tableau IV).
59,80% des chefs de ménages interrogés étaient des femmes contre 40,20% d’hommes.
68,23% des chefs de ménage étaient analphabetes, 19,58% ont un niveau primaire de
scolarisation et 12,19 % ont un niveau secondaire de scolarisation. Sur les 4688 personnes
enquétées (tableau IV), 1339 (28,56%) ont moins de cinq ans, 800 (17,06%) ont été signalés
étre des femmes enceintes ou accouchées récentes et 2549 (54,37 %) étaient des personnes de
plus de cing ans (sans les femmes enceintes).

Tableau IV : Caractéristiques de base des ménages enquétés en fonction des zones R et R

Caractéristiques Zone R+ Zone R+++ Total

Sexe des chefs de ménage (n=960)

Homme 122 (31,61) 152 (39,38) 386 (40,20)
Femme 208 (36,24) 238 (41,46) 574 (59,80)

Niveau d’instruction des chefs de ménage

Analphabete 218 (33,28) 266 (40,61) 655 (68,23)
Elémentaire 80 (42,55) 76 (40,43) 188 (19,58)
Post élémentaire 32(27,35) 48 (41,03) 117 (12,19)
Taille du ménage (n=4688)

Enfant moins de 5 ans 475 (35,47) 523 (39,05) 1339 (28,56)
Femmes enceintes 274 (34,25) 325 (40,63) 800 (17,06)
Personne plus de 5 ans 1207 1476 2549 (54,37)




2.2 Disponibilité des MIILD

Sur le total des ménages interrogés, 88,96 % avaient au moins une moustiquaire tandis que
11,04 % n'ont aucun type de moustiquaires. La majorit€é des ménages qui possédent les
MIILD ont une ou deux MIILD quelque soient la taille de leur ménage et le statut des deux
types de zones (R+ et R+++). 28,22% (25,47-31,16) avaient une MIILD, 31,85% (29,00-
34,89) deux MIILD, 16,76% (14,54-19,27) trois moustiquaires et 12,18% (10,27-14,41)
quatre MIILD et plus. Le nombre de moustiquaires imprégnées d'insecticide n'a pas varié
significativement entre les zones de résistance (p>0,05) (tableau V). Le nombre moyen de
MIILD appartenant aux ménages R+ était de 1,70 contre 1,82 dans les ménages R+++
(tableau V). 87,19% (84,76-89,27) de ces moustiquaires proviennent de la campagne
nationale de distribution de 2011, 9,1% (7,79-11,78) proviennent des femmes enceintes
(MIILD recu lors des consultations prénatales) et 3,20% (2,21-4,61) ont achetés leur MIILD
(figure 11).

Tableau V : Disponibilité des MIILD par cluster selon les statuts des clusters

Nombre de

Clusters MIILD ménages Moyenne I1C 95%

Okpometa (ND) 52 30 1,73 [1,40-2,05]
Oloumou (ND) 69 30 2,3 [2,03-2,56]
Okoofi 2 (ND) 73 30 2,43 [2,20-2,75]
Ikemon (ND) 52 30 1,73 [1,51-1,94]
Akadja (ND) 69 30 2,3 [2,08-2,51]
Djegou Djedji (ND) 65 30 2,17 [1,93-2,40]
Zougoudo (ND) 45 30 1,5 [1,09-1,90]
Zone ND 425 210 2,02 [0,55-3,49]
Kpankoun (R+) 59 30 1,97 [1,69-2,25]
Oke Ola (R+) 38 30 1,27 [1,02-1,52]
Idena2 (R+) 45 30 1,5 [1,11-1,88]
Igbola (R+) 54 30 1,8 [1,44-2,15]
Daagbe (R+) 49 30 1,63 [1,23-2,02]
Gblo Gblo (R+) 23 30 0,77 [0,43-1,10]
Ita Kpako (R+) 59 30 1,97 [1,62-2,32]
Itassumba (R+) 56 30 1,87 [1,54-2,19]
Ketougbekon (R+) 47 30 1,57 [1,24-1,90]
Ko-Aidjedo (R+) 70 30 2,33 [2,12-2,54]
Lokossa (R+) 42 30 1,4 [1,00-1,79]
Zian (R+) 70 30 2,33 [1,98-2,67]
Zone R+ 612 360 1,70 [0,74-2,66]
Mowodani (R+++) 74 30 2,47 [2,24-2,70]
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Idena3 (R+++) 49 30 1,63 [1,24-2,01]

Adjozounme (R+++) 82 30 2,73 [2,54-2,92]
Agbarou (R+++) 44 30 1,47 [1,11-1,82]
Igboabikou (R+++) 39 30 1,3 [1,04-1,55]
Alabansa (R+++) 48 30 1,6 [1,22-1,97]
Iwai (R+++) 61 30 2,03 [1,68-2,37]
Djohounkolle (R+++) 53 30 1,77 [1,51-2,02]
Araromi (R+++) 40 30 1,33 [0,92-1,73]
Banigbe (R+++) 48 30 1,6 [1,28-1,91]
Ko Dogba (R+++) 56 30 1,87 [1,54-2,19]
Kokoumolou (R+++) 51 30 1,7 [1,42-1,97]
Tchaada (R+++) 64 30 2,13 [1,85-2,40]
Zone R+++ 709 390 1,82 [0,84-2,80]
Total 1746 960 1,82 [1,76-1,87]

IC= intervalle de confiance; R+ : faible résistance ; R+++ : forte résistance ; ND non disponible
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Figure 11: Origines des MIILD

2.3 Facteurs associés a la disponibilité des MIILD

Le sexe des chefs de ménages (homme ou femme), ainsi que leur niveau d'instruction n'ont
pas été liés a la disponibilité des MIILD (p> 0,05). En outre, il n’y a pas de relation entre les
différentes catégories d’age (les enfants de moins de cinq ans, les femmes enceintes et les

personnes de plus de cing ans) et la disponibilité des MIILD (p> 0,05) (tableau VI).
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Tableau VI: Régression multivariée sur la disponibilité des MIILD

Facteurs % Possession IC 95 p-value
MIILD (n)

Chefs de ménages 88,96 (854)

Sexe des chefs de ménages

Homme 43,85 (421) [40,72-46,99] 0,680

Femme 45,10 (433) [41,96-48,25]

Niveau d’instruction des 0,332

chefs de ménages

Analphabete 60,31 (579) [57,22-63,41]
Elémentaire 17,5 (168) [15,10-19,90]
Post élémentaire 11,15 (107) [9,16-13,14]

IC : intervalle de confiance

2.4 Utilisation des MIILD

Sur un total de 1746 MIILD enregistrées, 42,96 % (n = 750) ont été observées par les
enquéteurs. 84% des moustiquaires ont été déclarées utilis€es par les ménages la nuit
précédant l'enquéte. La proportion de MIILD en utilisation dans les clusters a varié de 47% a
100%, mais elle n’est pas significativement différente dans les deux types de zone (tableau
VII). En effet, le taux d’utilisation des MIILD a été respectivement de 84% et 85% dans les
zones R+ et R+++. Lorsque nous considérons les deux types de localités, nous n’observons
aucune différence entre les utilisateurs de MIILD et les non utilisateurs de MIILD (p>0 05)
(figure 12). C'est seulement a Araromi que le taux d'utilisation des moustiquaires a €té tres
faible par rapport aux autres clusters. Parmi les groupes cibles, 76,4% (73,46-79,34) des
femmes enceintes ont utilisé réellement les MIILD, 82,88% (80,87-84,91) des enfants de
moins de 5 ans ont utilisé les moustiquaires tandis que 69,78% (68,22-71,34) des personnes

de plus de 5 ans ont été déclarées comme utilisant les MIILD (figure 13).
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Tableau VII: Régression multivariée sur I’utilisation des MIILD

Utilisation MIILD Proportion
Communes Clusters M- M+ Total M+ (%) OR p
Okpometa (ND) 7 23 30 77 3,75 0,0194
Omou (ND) 1 29 30 97 33,14 0,0012
Kpankoun (R+) 3 27 30 90 10,26 0,001
KETOU Oke Ola (R+) 7 23 30 77 3,75 0,0194
Idena2 (R+) 10 20 30 67 2,28 0,1208
Adjozounme (R+++) 0 30 30 100 69,41 0,0039
Mowodani (R+++) 9 21 30 70 2,66 0,0698
Idena3 (R+++) 8 22 30 73 3,14 0,0379
POBE Okoffi 2 (ND) 4 26 30 87 7,42 0,002
Agbarou (R+++) 13 17 30 57 1,49 0,4391
Ikemon (ND) 1 29 30 97 33,14 0,0012
Igbola (R+) 4 26 30 87 7,42 0,002
SAKETE Igboabikou (R+++) 3 27 30 90 10,26 0,001
Alabansa (R+++) 11 19 30 63 1,97 0,1967
Iwai (R+++) 4 26 30 87 7,42 0,002
Djohounkolle (R+++) 5 25 30 83 5,71 0,0044
Akadja (ND) 6 24 30 80 4,5714 0,0094
Djegou Djedji (ND) 6 24 30 80 4,5714 0,0094
Zougoudo (ND) 9 21 30 70 2,66 0,0698
Daagbe (R+) 9 21 30 70 2,66 0,0698
Gblo Gblo (R+) 14 16 30 53 1,3 0,6058
Ita Kpako (R+) 0 30 30 100 69,41 0,0039
Itassumba (R+) 2 28 30 93 16 0,0007
IFANGNI Ketougbekon (R+) 11 19 30 63 1,97 0,1967
Ko-Aidjedo (R+) 0 30 30 100 69,41 0,0039
Lokossa (R+) 10 20 30 67 2,28 0,1208
Zian (R+) 2 28 30 93 16 0,0007
Araromi (R+++) 16 14 30 47 1 -
Banigbe (R+++) 6 24 30 80 4,5714 0,0094
Ko Dogba (R+++) 9 21 30 70 2,66 0,0698
Kokoumolou (R+++) 9 21 30 70 2,66 0,0698
Tchaada (R+++) 9 21 30 70 2,66 0,0698
Total 208 752 960 78.3

M-+: Ménage ou tout le monde utilise les MIILD le jour précédant I’enquéte

M-: Ménage ou tout le monde n’utilise pas les MIILD le jour précédant I’enquéte

OR: odd ratio;
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Figure 12: Utilisation des MIILD selon les localités de faible et de forte résistance des

vecteurs
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Figure 13: Taux des MIILD utilisées dans les groupes cibles (enfants<Sans et femmes

enceintes) et non cibles (personnes >5ans)

Sur les 807 moustiquaires observées, environ 19, 15% ont été trouvées trouées dans les deux

zones de résistance (tableau VIII). Les MIILD trouées ont été significativement plus élevées
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en zone de faible résistance (22,95%) qu’en zones de forte résistance (15,88%) (p<0,05). Par

contre, aucune différence significative n'a ét€ observée entre les catégories de trous (T1-T4) et

la comparaison de 1'état physique des moustiquaires par rapport au niveau d'instruction de

leurs propriétaires (p > 0,05).

Tableau VIII: Conditions physiques des MIILD en fonction des zones de résistance

MIILD avec trous Total %o
MIILD MIILD
Niveau MIILD avec avec
d’instruction sans trous T1 T2 T3 T4 trous trous
Analphabete 142 10 18 10 11 49 25,65
R+ Ecole prjmaire 56 6 1 3 3 13 18,84
Post école primaire 27 2 1 2 0 3 15,63
Total R+ 225 18 20 15 14 67 22,95
Analphabete 197 17 15 1 1 34 14,72
Ecole primaire 56 6 8 0 0 14 20,00
R+++
Post école primaire 33 5 1 0 6 15,38
Total R+++ 286 28 23 2 1 54 15,88
Analphabéte 339 27 33 11 12 83 19,67
Ecole primaire 112 12 9 3 3 27 19,42
R+ et R+++
Post école primaire 60 7 0 11 15,49
Total R+et R+++ 511 46 43 17 15 121 19,15

3. Discussion

La couverture des ménages en MIILD a été augmentée par la campagne de distribution

universelle avec une proportion de 88,96% des ménages disposant d’au moins une

moustiquaire imprégnée. Cette proportion est plus élevée par rapport a I'évaluation de la

campagne de distribution précédente (Tokponnon et al., 2013), et le nombre moyen de

moustiquaires imprégnées d'insecticide par ménage a ét€ de 2 environ. En comparant nos

deux types de zone, le taux de couverture en MIILD est le méme en zone de faible résistance

(1,70 MIILD par ménages) qu'en zone de forte résistance (1,82 MIILD par ménages)

(p>0,05). Ces résultats montrent que la couverture universelle qui est d’'une MIILD pour 2

personnes prévue par le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) n’est pas

atteinte lors de la distribution.
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Les MIILD recues lors de la campagne de distribution ont été significativement plus élevées
(87%) comparativement a celles qui ont été achetés (3%) ou regues par les femmes enceintes
pendant la consultation prénatale (9%). Dans notre étude, le nombre moyen de moustiquaires
par ménage visité a été de 1,82 en tenant compte des 960 ménages. La taille moyenne des
ménages ¢était de 4,88 personnes visitées. Ainsi, nous pouvons dire qu’environ deux
moustiquaires sont disponibles pour 5 personnes au niveau des ménages. Cependant, 1'objectif
de cette campagne est d'augmenter le niveau de couverture de 56 % (PNLP, 2012) a au moins
80% et d’avoir une moustiquaire pour deux personnes dans la population générale. Dans le
protocole de la campagne de distribution de MIILD de Juillet 2011, les ménages de deux
personnes ont été couverts avec deux moustiquaires et cette regle a été respectée dans les
zones rurales ou la distribution a été faite avec moins de problemes (Tokponnon et al., 2013).
Nos observations sont conformes aux mémes exigences un an apres la campagne. Un
inconvénient de la distribution reside dans le fait que 11% des ménages n'ont pas recu de
MIILD (PNLP, 2012). Par ailleurs, il n'y a pas de différences significatives entre la
disponibilité des moustiquaires dans les différents villages lors de 1'examen de la proportion
de ménages disposant d'au moins deux moustiquaires. Cette proportion a été plus élevée par
rapport a ceux qui ont trois ou quatre MIILD en raison du fait que la campagne de distribution
des MIILD a limité le nombre de moustiquaires distribuées pour deux personnes et un
maximum de 8 moustiquaires pour les familles de grandes tailles. Cette observation est une
bonne performance et la couverture atteinte a été similaire a celle qui a été réalisée dans
d'autres pays (la Tanzanie, le Nigeria et le Togo) (West et al., 2012 ; Stevens et al., 2013). La
distribution continue des moustiquaires aux femmes enceintes et aux enfants de moins de cinq
ans est un bon moyen pour accroitre la couverture des moustiquaires et remplacer les
moustiquaires déchirées (RBM, 2011). Un systeme de distribution continue supplémentaire,
via les ONG par exemple, peut également étre prévu pour les autres ménages.

78% des moustiquaires observées ont €té signalées utilisées la nuit précédant I’enquéte. Dans
les deux zones de résistance, nous avons noté une forte utilisation des MIILDs (84%)
distribuées en 2011. Ce fort taux d’utilisation est similaire dans les deux zones (p>0,05)
suggérant ainsi, que la sensibilisation a l'utilisation des moustiquaires a été un succes. Ainsi,
la résistance n’a pas modifié 1’utilisation des MIILD contrairement aux travaux de
Gnanguenon et al. (2013) ou la résistance augmente la pression d’utilisation des MIILD. Mais
I’utilisation totale des moustiquaires par le groupe cible n'a pas été atteinte. 76,4% des
femmes enceintes ont utilisé les MIILD alors que seulement 82,88 % des enfants de moins de

cinq ans ont utilisé leur moustiquaire. Cette observation suggere que l'utilisation des
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moustiquaires pourrait étre améliorée dans le groupe cible. La forte utilisation des MIILD
pourrait étre une conséquence de la disponibilité accrue de moustiquaires imprégnées
d'insecticide au niveau des ménages en raison de la campagne de distribution universelle.
Cette observation a été déja faite en Tanzanie par West et al. (2012). Le niveau d'utilisation
des MIILD peut étre aussi influencé par une température €élevée (le climat) et par la densité
des moustiques (Graves et al., 2011). Mais comparativement a d'autres études, I'utilisation des
MIILD observée dans le groupe cible de cette étude a été plus élevée que celle observée en
Tanzanie et au Nigeria (Ye et al., 2012; West et al., 2012). La possession et 1'utilisation des
MIILD semblent refléter leur couverture générale dans 1'ensemble de la population. De plus,
la proportion de moustiquaires de la campagne de distribution retrouvées en bon état a été
significativement plus élevée que celles observées en mauvais état pratique ou déchirées. En

effet, le degré d’usure est faible en zones R+ et R+++.

4. Conclusion

La campagne de distribution universelle au Bénin a augmenté de facon significative la
couverture des MIILD et I'appropriation stratégique de la communauté. Les personnes non
cibles et les personnes cibles (femmes enceintes et enfants de moins de cinq ans) ont un méme
niveau de possession et d'utilisation des MIILD. Les niveaux de disponibilité et de 1'utilisation
des MIILD ont été également similaires entre les villages. Il s'agit ainsi d'un indicateur
important de l'objectif de couverture universelle. Le niveau de résistance des vecteurs aux
insecticides n’a pas montré un effet sur la disponibilité et I’utilisation des MIILD observées
sur le terrain un an apres la campagne MIILD de 2011. Mais un effort supplémentaire doit
étre fait pour atteindre pleinement l'objectif de la couverture universelle et la distribution de
routine doit étre poursuivie pour maintenir la couverture en MIILD. La principale lecon a tirer
de cette étude est I’homogénéité des deux zones R* et R™ en termes du taux de couverture,
d’utilisation et de I’état des moustiquaires. Cela nous permet d’étudier I'impact de la

résistance en minimisant certains biais qui pourraient influencer les résultats.
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285 Chapltre 4 :

- Impact de I'efficacité des MIILD sur la
transmission du paludisme en zone de
résistance des vecteurs aux pyrethrinoides
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Le but de cette étude est de comparer I’efficacité des moustiquaires imprégnées d’insecticide

+++

dans deux zones, une zone R* (zone de faible résistance) et une zone R™" (zone de forte

résistance).

En 2011, les deux zones R* et R™" ont été identifiées au début de 1’étude. Or, compte tenu du
fait que la résistance est un phénomene dynamique qui évolue rapidement dans le Plateau en
raison probablement de I’atteinte de la couverture universelle en MIILD, en 2012, certains des
clusters identifiés en 2011 comme de faible résistance ont perdu leur statut de faible résistance
et sont devenus des clusters de forte résistance. Inversement, pour des raisons non encore
élucidées, des clusters étiquetés de forte résistance perdaient également leur statut de forte
résistance. Cette fluctuation est également facilitée par le fait que la barriere entre les zones
R* et R™ représentée par la valeur seuil de 80% est trés fragile. En conséquence, les deux

+++

groupes de clusters R" et R™"" sont déséquilibrés, ce qui complique les comparaisons.

Pour minimiser les conséquences d’une telle fluctuation, nous avons décidé, en 2012, de
recueillir les informations sur la transmission du paludisme dans un groupe de clusters choisis
au hasard et parallelement, suivre le niveau de résistance de An. gambiae tout le long de
I’année et déterminer la valeur médiane des taux de mortalit€é des moustiques testés.
L’avantage de cette démarche consiste a disposer de deux zones R" et R™" homogenes. Sur
cette base, la valeur médiane déterminée en fin d’année 2012 qui sépare les deux zones est de
79% de mortalité chez An. gambiae. Ainsi, tous les clusters ou le taux de mortalité de An.
gambiae est inférieur a2 79% constituent la zone R™. Le deuxiéme groupe de clusters

(mortalité de An. gambiae supérieure 2 79%) appartient a la zone R”.

Sur cette base, en 2012 et 2013, les indicateurs entomologiques de la transmission (taux de
piqiire, indice sporozoitique, taux d’inoculation entomologique) du paludisme ont été analysés

en fonction des deux zones.

L’objectif de cette partie de nos travaux est d’évaluer I'impact de [Defficacité des
moustiquaires imprégnées sur la transmission du paludisme en zones de forte et de faible

résistances des vecteurs aux pyréthrinoides.

Pour atteindre cet objectif, nous avons étudié I'impact de I’efficacité des moustiquaires
imprégnées sur le taux de piqiire des anopheles, I’indice sporozoitique et le taux d’inoculation

entomologique.
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Des enquétes entomologiques ont été réalisées dans les deux catégories de localités apres la
distribution des MIILD. Des captures de moustiques sur appat humain ont été organisées. Les
moustiques issus de ces captures ont été identifi€s et traités et les indicateurs entomologiques

de la transmission du paludisme ont été déterminés.

1. Matériel et méthodes
1.1 Zone d’étude

L’étude s’est déroulée dans le département du Plateau situé au sud-est du Bénin et plus
précisément dans les communes de Ifangni, Sakété, Pobe et Kétou. Sur les 32 clusters retenus
pour I’ensemble de I’étude, 8 ont été choisis au hasard pour le suivi de la transmission du
paludisme dont 4 dans chaque zone de résistance. Il s’agit de : Itakpako (R"), Itassoumba
(R™), Igbola (R™), Idéna 2 (R*), Djohounkollé (R*), Mowodani (R™), Okoofi (R*""), Ko-

koumolou (R").

1.2 Echantillonnage des populations de moustiques

Pour la mesure de la transmission, nous avons récolté dans chaque cluster des anopheles et
évalué la fréquence des piqlires infectées que recoit un homme dans une nuit. Des captures
ont été organisées sur des sujets humains volontaires qui, au préalable, ont donné leur
consentement favorable pour le déroulement de 1’activité. Pour chaque cluster, les captures
ont été organisées dans 2 maisons, a I’intérieur et a 1’extérieur, a 1’aide des aspirateurs a
bouche (figure 14). Les captures de moustiques ont été réalisées de 21 h a 05 h du matin.
Deux séances de captures de nuit ont été effectuées par mois dans chaque cluster, soit au total
64 captures nuit/mois pour I’ensemble des 8 clusters. Les données enregistrées ont permis
d’évaluer le nombre de piqlires que recoit un homme par nuit pour chaque zone, 1’age

physiologique et le taux d’inoculation entomologique (TIE) d’Anopheles gambiae.
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Figure 14 : Capture de nuit sur appat humain

1.3 Traitement des moustiques

Apres chaque nuit de capture, les moustiques capturés ont été identifiés le lendemain matin
selon le genre et I’espece a partir de la clé de Gilles et de Meillon (1968) a I’aide de la loupe
binoculaire. Les ovaires d’une partie des anopheles vecteurs ont été disséqués afin de
déterminer le taux de parturité, en observant le degré d’enroulement des trachéoles (Detinova
et al., 1964). Les tétes et thorax de ces anopheles ont été conservés séparément selon le lieu
de capture dans des tubes Eppendorf étiquetés contenant du silicagel a -20°C pour la

recherche de I’infection par la méthode de titrage immunoenzymatique (ELISA-CSP).

1.4 Recherche de I’infection par la méthode ELISA

Pour déterminer le taux d’infection des anopheles femelles au P. falciparum, la méthode de
titrage immunoenzymatique ELISA CSP (Enzym Linked Immunosorbent Assay) a été
utilisée. C’est une technique colorimétrique qui consiste a rechercher les anticorps des
protéines membranaires du plasmodium dans la téte et le thorax des moustiques. Cette
procédure immunologique est basée sur la réaction anticorps-antigene permettant de détecter
la présence du parasite au stade sporozoitique chez le moustique (Burkot et al, 1984 ;

Lombardi et al., 1987).
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1.5 Analyse des données

Le taux d’inoculation entomologique (TIE) représentant le nombre de piqilires infectantes
recues par homme et par unité de temps (jour, mois ou année) a été calculé pour chaque zone
afin de mesurer I’intensité de la transmission palustre. Il a été calculé en faisant le produit du
taux de piqiire (ma) par I’indice sporozoitique (Is) (TIE = ma x Is). Les taux de piqtire et les

TIE ont été comparés entre les zones a 1’aide du test de Poisson.

2. Résultats

2.1 Variation de I’agressivité de An. gambiae sur homme (ma) 24 mois apres la mise en

place des MIILD dans les zones de faible et de forte résistances

Le tableau IX montre le nombre moyen de piqlire recu par un homme pendant une nuit, 6
mois, 12 mois, 18 mois et 24 mois apres la mise en place des MIILD dans les zones de forte et
de faible résistance des vecteurs aux insecticides.

Pendant les 24 mois, le nombre de piqlre que recoit un homme par nuit a été
significativement plus élevé (p<0,0001) dans les zones de forte résistance (R*) que dans les
zones de faible résistance sans Itassoumba (R* - Itassoumba). En effet, le taux de piqlre a été
de 3,22 ;2,73 ; 2,13 et 1,77 piqiires/homme/nuit dans les zones R™ contre 0,36 ; 0,43 ; 0,40
et 0,39 dans les zones R" - Itassoumba respectivement 6 mois, 12 mois, 18 mois et 24 mois
apres la mise en place des MIILD (tableau IX).

Par contre, dans les zones de faible résistance avec Itassoumba (R* + Itassoumba) la situation
est contraire. Le taux de piqiire a été de 8,53 ; 11,18 ; 10,30 et 10,30 piqlires/homme/nuit dans
ces zones contre 3,22 ; 2,73 ; 2,13 et 1,77 dans les zones R™ respectivement 6 mois, 12 mois,

18 mois et 24 mois apres la mise en place des MIILD (tableau IX).
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Tableau IX : Taux de piqlre (ma) de An. gambiae dans les zones de faible et de forte

résistantes 2 ans apres la mise en place des MIILD dans le Plateau

Total Homme ma
Périodes Zones vecteur nuit (nuit) RR I1C-95% p
6 moi R™* 566 176 3,22 1 - -
mois
(Juil 11-Déc 11) R* + Itassoumba 1502 176 8,53 2.65 [2.41-2.92] <0.0001
R - Itassoumba 47 132 0,36 0.11 [0.08-0.15] <0.0001
12 moi R™* 1004 368 2,73 1.00 - -
mois .
(Juil 11-Juin 12) R™ + Itassoumba 4113 368 11,18 4394  [41.27-46.77] <0.0001
R* - Ttassoumba 119 276 0,43 0.16 [0,13-0,19] <0.0001
18 moi R™* 1190 560 2,13 1.00 - -
mois
(Juil 11-Déc 12) R" + Itassoumba 5769 560 10,30 4.85 [4.55-5.16] <0.0001
R - Itassoumba 168 420 0,40 0.19 [0.16-0.22] <0.0001
R+++ 1273 720 1,77 1.00 - -
24 mois +
(Juil 11-Juin 13) R™ + Itassoumba 7415 720 10,30 5.82 [5.49-6.18] <0.0001
R - Itassoumba 211 540 0,39 0.22 [0.19-0.26] <0.0001

RR=Rate Ratio 1C-95%= Intervalle de confiance de 95% de chance de RR

2.2 Impact de Defficacité des MIILD sur la transmission du paludisme en zone de faible

et de forte résistance de An. gambiae aux pyréthrinoides

Au total, 4228 tétes-thorax de An. gambiae ont été soumis a ’ELISA CSP dont 724 pour les
zones de forte résistance et 3504 pour les zones de faible résistance (tableau X). Sur le total
testé, 220 ont été positifs au P. falciparum. L’indice sporozoitique moyen est de 0,052.

6 mois, 12 mois et 18 mois apres la mise en place des MIILD, I’infectivité des moustiques est
similaire (p>0,05) dans les zones de forte (R*"") et de faible résistances (R" - Itassoumba ; R*
+ Itassoumba). 24 mois apres intervention, I’indice sporozoitique a été significativement plus

élevé dans les zones R*™**

que dans les zones R* + Itassoumba. Par contre, aucune différence
significative n’a été observée entre 1’indice sporozoitique des zones R™" et R" - Itassoumba
24 mois apres la mise en place de I’intervention.

Les TIE obtenus dans les zones R™™" ont été significativement plus élevés (p<0,0001) que

ceux obtenus dans les zones R" - Itassoumba pendant les périodes d’évaluation. En effet, le
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TIE a varié de 66,69 piqires infectées/homme/6mois a 89,67 pi/h/24 mois dans les zones R™"
contre 9,71 pi/h/6mois a 16,62 pi/h/24 mois dans les zones R" - Itassoumba (tableau X). Par
contre, la situation est contraire dans les zones R* + Itassoumba. Dans ces zones, le TIE a été
significativement plus élevé (p<0,0001) que dans les zones de forte résistance R*™ pendant

toute la période d’étude.

Tableau X : Taux d’inoculation entomologique (TIE) observés chez An. gambiae dans les

zones de faible et de forte résistances 2 ans apres la mise en place des MIILD dans le Plateau

Thorax Thorax Is ma pi/h/ TIE/ IC 95 %
Périodes Zones testés +) (%) (p/h/nuit) nuit période RR (RR) p
6mois R 269 31 11,52 322 0,37 66,69 1.00 - -
glfﬂllll)- R*+ Itassoumba 358 43 1201 853 1,02 184,49 277 [2.09-3.68]  <0.0001
ecC
R - Itassoumba 33 5 1515 0,36 0,05 9,71 0.14 [0.07-0.31]  <0.0001
12 mois R 488 39 7,99 2,73 022 7849 1.00 -
<JJ1}111121)- R* + Itassoumba 1633 120 735 11,18 0,82 29567  3.78 [2.95-4.83]  <0.0001
uin
R - Itassoumba 114 9 7,89 0,43 0,03 12,25 0.15 [0.08-0.30]  <0.0001
18 mois R 646 48 7,43 2,13 0,16 85,26 1.00 - -
gl}il 1121) R* +Itassoumba 2546 140 550 10,30 057 30590  3.60 [2.84-4.56]  <0.0001
cC
R - Itassoumba 194 13 6,70 0,40 0,03 14,47 0.17 [0.09-0.31]  <0.0001
. R+t 724 51 7,04 1,77 0,12 89,67 1.00 - -
24 mois
(Juil 11-  R* + Itassoumba 3504 169 48 1030 050 357,63 398 [3.16-5.01]  <0.0001
Juin 13)
R - Itassoumba 237 14 591 0,39 0,02 16,62 0.18  [0.1-0.32] <0.0001

RR=Rate Ratio 1C-95%= Intervalle de confiance de 95% de chance de RR

2.3 Impact des MIILD sur la longévité de An. gambiae dans les zones de faible et de forte

résistance aux insecticides

Un moustique pare est un moustique épidémiologiquement dangereux. Ainsi, le taux de
parturité qui est un parametre secondaire de la transmission, permet d’avoir une idée sur la

longévité des anopheles du milieu.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré une variation des taux de parturité en

fonction des zones de résistance et des périodes d’étude (tableau XI). Le taux de parturité est
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le méme (p>0,05) en zone de faible résistance sans Itassoumba (R* - Itassoumba) qu’en zone

™). Par contre, quand nous considérons les zones de faible résistance

de forte résistance (R
avec Itassoumba, nous avons noté une différence significative entre le taux de parturité des
zones R™ et celui des zones R* + Itassoumba (p<0,05) 12 mois, 18 mois et 24 mois apres la

mise en place des MIILD (tableau XI).

Tableau XI : Taux de parturité observés chez An. gambiae dans les zones de faible et de forte

résistantes 2 ans apres la mise en place des MIILD dans le Plateau

N Taux de I1C-95%
Périodes Zones testé Pares parturité OR (OR) p
R 304 241 79,27 1.00 -
6 mois
(Juil 11-Déc 11) R* + Itassoumba 698 576 82,52 0.81 [0.58-1.14] 0.2495
R* - Itassoumba 48 37 77,08 1.14 [0.55-2.36] 0.7059
R 509 396 77,80 1 - -
12 mois
(Juil 11-Juin 12) R* + Itassoumba 1296 930 71,76 1.38 [1.08-1.76] 0.0091
R* - Itassoumba 160 128 80,00 0.88 [0.56-1.36] 0.5842
R 649 514 79,20 1.00 - -
18 mois
(Juil 11-Déc 12) R* + Itassoumba 2430 1822 74,98 1.27 [1.03-1.57] 0.0263
R* - Itassoumba 261 217 83,14 0.77 [0.53-1.12] 0.1969
R 758 611 80,606 1.00 - -
(Juﬂzfll_‘}ﬁii 13 R+ltassoumba 3361 2536 75,45 1.35 [1.11-1.65]  0.0024
R* - Itassoumba 328 269 82,01 091 [0.65-1.27] 0.6138

OR=0dds Ratio 1C-95%= Intervalle de confiance de 95% de chance de OR

3. Discussion

Les MIILD ont eu un grand impact sur les anopheles vecteurs et sur la transmission du
paludisme dans les zones de faible résistance depuis sa mise en ceuvre comparativement aux

zones de forte résistance.

Les indicateurs de la transmission du paludisme dans le département du Plateau ont varié dans
les deux zones de résistance. L’étude a montré que 1’agressivité anophélienne exprimée dans

ce travail en termes de piqlires de An. gambiae par homme par nuit (ma) a été forte dans les
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zones de faible résistance comparativement aux zones de forte résistance pendant toute la
période d’étude. La forte valeur du ma notée dans les zones de faible résistance
comparativement aux zones de forte résistance pendant toute la période d’étude s’explique par
le fait que, a Itassoumba, un village R", se pratique des activités de productions piscicole et
maraichere (Sovi et al 2013a; Sovi et al 2013b). En effet, I’aménagement et 1’entretien des
bassins piscicoles et des maraichers servent de gites pour la ponte et I’alimentation des
anopheles pendant toute I’année. Ces résultats confirment les travaux de Protopopoff et al.
(2009) qui ont montré que la densité des anopheles est plus élevée dans les localités situées
aux abords des cours d’eau, des fleuves et des marais par rapport a celles qui en sont
éloignées. De méme, Manga et al. en 1997 au Cameroun, Klinkenberg et al. en 2008 au
Ghana et Yadouléton ef al. en 2010 au Bénin ont montré que les zones de cultures
maraicheres sont des localités de fort développement des larves de moustiques. La dynamique
des populations anophéliennes est donc en rapport avec le fonctionnement et la dynamique

des gites larvaires.

Les taux d’infectivité ont été similaires (p>0,05) dans les deux catégories de zones (R™"; R -
Itassoumba) pendant la période d’étude (24 mois). Ces résultats confirment les travaux de
Osse et al. (2012) qui ont montré qu’il n’existe pas de relation entre la résistance aux
pyréthrinoides et I'infectivité au P. falciparum. Par contre, la transmission du P. falciparum a
été plus forte en zone de faible résistance (R*) comparativement a celle de forte résistance
R, Cette observation serait due a la forte agressivité notée dans la localité de Itassoumba
(localité R™). Ainsi, la présence des gites permanents trés productifs en An. gambiae a
Itassoumba a un impact significatif sur le TIE obtenu dans la zone R*. De ce fait, I’utilisation
du TIE pourrait ne pas €tre un indicateur majeur pour établir le lien entre la résistance et
Iefficacité des moustiquaires. La question de I'impact entomologique des moustiques
résistants sur 1’efficacité des MIILD dans les conditions de terrain reste toujours une
préocupation. Nos résultats sont similaires a ceux de Henry et al. (2005) et de Dabiré et al.
(2006) qui ont montré que les MIILD continuent a protéger en dépit de la résistance des
vecteurs aux pyréthrinoides. En effet, ces auteurs ont montré la réduction de la densité des
vecteurs et de la transmission du paludisme dans les habitations avec MIILD en zones de

fortes résistances de An. gambiae aux pyréthrinoides.

Par ailleurs, aucune différence significative n’a été enregistrée entre I’infectivité des
populations de An. gambiae au P. falciparum dans les zones R*™*" et R* + Itassoumba 18 mois

apres la mise en place des MIILD et malgré la forte densité anophélienne dans la localité de
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Itassoumba. Par contre, 24 mois apreés la mise en place de l’intervention, le niveau de
transmission est significativement plus élevé (p<0,0001) dans les zones R* + Itassoumba que
celui de R™. Cette situation s’expliquerait par la forte agressivité anophélienne observée

dans la localité de Itassoumba (Sovi et al 2013b).

Dans la présente étude, nous avons évalué I'impact de la résistance sur la longévité des
vecteurs. Les résultats obtenus ont révélé qu’il n’y a aucune différence significative entre le
taux de parturité des anopheles vecteurs dans les deux zones (R™"; R - Itassoumba). Par
contre, quand nous considérons Itassoumba dans les zones de faible résistance, la différence
du taux de parturité a été significative entre les deux types de localités et des disponibilités en
MIILD similaires. La parturité serait probablement influencée par la disponibilité et la
distribution des gites larvaires puis par 1’utilisation des outils de lutte antivectorielle dans les
deux zones.

Pour évaluer vraiment 1'impact de la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides sur 1'efficacité
des MIILD, il serait souhaitable d'avoir deux zones: une ou les anopheles sont résistants et
une autre, ou les populations d'anopheles sont entierement sensibles. De plus, les deux zones

doivent avoir les mémes facies écologiques. Malheureusement, nous ne pourrions pas trouver

de telles zones et ceci constitue la limite principale de cette étude.

4. Conclusion

La présente étude n’a pas montré I’évidence d’un impact de la résistance sur I’efficacité des
moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée. Certes, apres deux années
d’évaluation, le taux de piqtire et le taux d’inoculation entomologique ont augmenté dans les
zones de faible résistance comparativement aux zones de forte résistance. Toutefois, le TIE
élevé observé dans les zones de faible résistance est principalement dii a la densité agressive
qui est particulierement élevée a Itassoumba. La non évidence de I’'impact de la résistance sur
I’efficacité des MIILD dans notre zone d’étude s’est manifestée par des indices sporozoitiques
et des taux de parturité similaires en R* et en R™*. En dehors des parameétres entomologiques,

nous avons suivi I’évolution des indicateurs épidémiologiques dans les deux catégories de

Z0ones.
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Chapitre 5:

Evaluation de I'efficacité protectrice des
MIILD et mesure de la prévalence de
Plasmodium falciparum et de 'anémie chez
les enfants agés de moins de 5 ans provenant
des localités de faible et de forte résistances
des vecteurs aux insecticides
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I. Evaluation, au niveau des formations sanitaires, de I’efficacité protectrice des MIILD
chez les enfants 4gés de moins de 5 ans provenant des localités de faible et de forte

résistances des vecteurs aux insecticides

La lutte contre le paludisme est une priorité pour les autorités sanitaires des pays endémiques.
Parmi les outils utilisés dans la prévention de cette maladie, la lutte antivectorielle constitue
un axe tres important et tres surveillé. Les MIILD constituent le principal moyen de lutte et
beaucoup d’efforts ont été consentis pour augmenter leur accessibilité aux populations en
particulier aux enfants de moins de cinqg ans et aux femmes enceintes. L’Enquéte
Démographique de Santé réalisée au Bénin en 2006 a montré que seulement 33% des enfants
de moins de cinq ans et 32% des femmes enceintes dormaient sous moustiquaire imprégnée
(EDSB 111, 2006). Ces taux sont bien en deca du seuil de couverture de 80% préconisé par
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (WHO, 2005). Mais grace a la campagne ciblée
d’octobre 2007 et celle d’acces universelle de juillet 2011, la couverture et I’utilisation des
MIILD au Bénin ont été nettement améliorées (EDSB IV, 2011-2012; Tokponnon et al.,
2013).

Le succes des MIILD dans la prévention du paludisme vient du fait qu’elles procurent a la
fois une protection individuelle efficace pour les utilisateurs et une protection communautaire
si le taux de couverture en moustiquaires est suffisamment important pour diminuer la
capacité vectorielle (WHO, 2005; WHO, 2009). Malheureusement, la résistance aux
pyréthrinoides chez les vecteurs du paludisme ne cesse de se développer en Afrique (Ranson
et al., 2011) et pourrait donc compromettre ou limiter 1’efficacit¢é des MIILD dans la
prévention du paludisme.

Il est donc fondamental d’évaluer I’efficacité protectrice des MIILD chez les enfants dormant
en zone de résistance.

L’objectif général de cette étude est d’évaluer I'effet de I'utilisation des MIILD sur la
morbidité palustre dans les clusters de faible et de forte résistance des vecteurs aux
pyréthrinoides.

De fagon spécifique, il s’agit de :

- déterminer la morbidité palustre chez les enfants 4gés de moins de 5 ans dans les deux
zones de résistance;
- déterminer la proportion des cas de fievre sans P. falciparum chez les enfants agés de

moins de 5 ans ;
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- déterminer le portage asymptomatique de P. falciparum chez les enfants agés de
moins de 5 ans ;

- déterminer les facteurs influengant la présence de P. falciparum dans le sang ;

- évaluer I’efficacité protectrice des MIILD dans les différents clusters chez les enfants
agés de moins de 5 ans ;

- apprécier le contact homme/vecteur a travers le dosage des anticorps anti-salivaires.

I.1. Matériel et Méthodes

I.1.1 Cadre d’étude

L’étude s’est déroulée dans les communes de Ifangni, Sakété, Pobe et Kétou. Dans ces
communes, des clusters a faible et a forte résistance ou la couverture en MIILD distribuées a
la population est supérieure ou égale a 80% ont été choisis. Selon le niveau de la résistance,
nous avons comparé les données obtenues dans les deux groupes d’enfants (cas et témoins) et

aussi évalué I’influence de la résistance dans les deux zones R* et R,

1.1.2 Méthode d’étude
1.1.2.1 Type d’étude, échantillonnage et population d’étude

Il s’agit d’une étude transversale cas-témoin avec un témoin pour un cas qui a démarré en

novembre 2011 et qui a pris fin en juillet 2012 dans les communes ci-dessus citées.

. . . . . n L " .
La taille de 1’échantillon nécessaire des cas (1 ) et des témoins (n2), a été estimée par la

formule (1) (Hayes & Bennett, 1999) :

(Z o +Z, ) [Po(=py)+ (1= p))]

2

ny=n =

1
(Po— 1) ey

Pi est la prévalence des cas, et compte tenu de 1’indisponibilité d’estimateur au niveau de la
zone, elle a été fixée a 0,5.
Py est la prévalence espérée dans le groupe des témoins, elle a été fixée 0,25 (une réduction

de 50% par rapport au groupe des cas).

99



Y4 a

o 1-=
1 -
2 est le quantile d’ordre 2 de la distribution normale, avec, & e seuil fixé a 0,05

7 B

et =5 est le quantile d’ordre 2 de la distribution normale, avec B la puissance fixée
a 0,8. En se basant sur (1), la taille de 1’échantillon a été estimée a environ 60 enfants dans
groupe de chaque zone (zone R+ et zone R+++). Ainsi la taille globale de I’échantillon a été
estimée a 240 enfants de moins de 5 ans.

L’échantillon est constitué par tous les enfants de moins de cinq ans résidant dans les localités
de I’étude, depuis au moins 6 mois, recus en consultation médical ou dans les services de
vaccination dont les parents ont donné leur consentement éclairé. Nous avons recruté les 120
premiers enfants 4gés de moins de 5 ans avec fievre et les 120 premiers enfants agés de moins
de 5 ans sans fievre recus en consultation médicale. Quatre formations sanitaires de référence
ont été identifiées dans les quatre communes pour abriter nos travaux. Il s’agit des Centres de
Santé de Kétou, et de Ifangni, puis des Hopitaux de Zone (ZS) de Sakété et de Pobe. Le

recrutement dans chaque formation sanitaire a concerné les 30 premiers enfants 4gés de moins

de 5 ans avec fievre et 30 premiers enfants 4gés de moins de 5 ans sans fievre.

1.1.2.2 Déroulement de I’étude

e Formation des acteurs: Dans chaque formation sanitaire, deux infirmiers et deux
techniciens de laboratoire ont été formés sur le déroulement de 1’étude.

¢ Recrutement des enfants : Les enfants de moins de cinq ans venus en consultation médicale
ont fait objet d’un examen clinique complet par I’infirmier.

v Ce dernier a:

- administré la notice d’information pour obtenir le consentement éclairé des parents ;

- pris la température ;

- rempli le questionnaire en affectant un code a chaque enfant ;

- envoyé I’enfant au technicien de laboratoire;

- récupéré les résultats chez le technicien et les consigner sur le questionnaire ;

- traité les enfants malades.

v Le technicien a :

- réalisé la Goutte Epaisse (GE) et le Frottis Sanguin (FS) a partir d’'un prélevement

capillaire ;

- réalisé les confettis pour la recherche d’ Anticorps anti-salivaire ;

- consigné les résultats dans le cahier de paillasse et dans le registre apprété a cet effet.
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1.1.2.3 Supervision des activités

Cette supervision a été réalisée par 1’équipe de gestion de I’étude toutes les deux semaines et a
consisté a valider les questionnaires, les fiches de consentement remplies ainsi que les
activités de laboratoire (confection des lames et réalisation des confettis). La supervision
passe en revue I’organisation pratique des activités sur le terrain. Les fiches de questionnaire
ont été collectées a chaque supervision dans le cadre de la gestion des données. 10% des
lames confectionnées ont fait objet d’un contrdle de qualité dans le laboratoire de I’Hopital de

la Mere et de I’Enfant Lagune a Cotonou.

1.1.2.4 Préparation de la goutte épaisse/Frottis sanguin

Déposer sur la lame étiquetée, a 1 cm de son bord, une grosse goutte de sang pour la GE puis

a environ 2cm une petite goutte de sang pour le FS.

1.1.2.4.1 Préparation de la goutte épaisse

v" En utilisant le coin d’une autre lame, étaler la premiére goutte de sang par un mouvement
circulaire en spirale (1 cm de diametre) ;

v' Cesser I’opération avant que la goutte de sang ne soit tout a fait séche ;

v Déshémoglobiniser la goutte par de I’eau de robinet pendant 3 a 10mn, jusqu’a ce que la

préparation soit claire.

1.1.2.4.2 Préparation du frottis sanguin

v' Placer en avant de la seconde goutte de sang, une lame a bord rodé ou une lamelle;

v L’incliner a 45° et I’amener en contact de la goutte ;

v" Laisser le sang s’étaler dans 1’angle de 45° formé par les deux lames ;

v' Tirer d’un geste rapide et en un coup sec la lame «étaleuse» vers 1’extrémité libre de la
lame porte objet ;

v’ Vérifier que tout le frottis est bien étalé et présente trois parties (téte, corps et queue) ;

v" Sécher a plat la lame a I’air libre et a 1’abri de la poussiére, des mouches et de la chaleur ;

v' Les bons frottis doivent étre assez minces pour permettre de lire un papier journal a travers.

1.1.2.4.3 Coloration des gouttes épaisses et des frottis minces

v" Fixer le frottis recouvert de méthanol et laisser sécher pendant 5 mn ;

v" Ne pas fixer la goutte épaisse. Puis colorer la lame pendant 15 min par du Giemsa 10 % ;
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v" Laver a ’eau neutre ;

v" Sécher et essuyer la lame du coté opposé au frottis.

1.1.2.4.4 Séchage et lecture des lames
v" Sécher a I’air libre a I’abri des mouches et de la poussiere.

v’ Rechercher au faible grossissement la zone permettant une lecture correcte (hématies et
leucocytes sont bien séparés les uns des autres et ne sont pas déformés);

v" Déposer une goutte d’huile a2 immersion et faire la mise au point ;

v' Parcourir la lame suivant les bandes perpendiculaires au frottis sans revenir en arriere ;

v Compter le nombre de parasites asexués par champ pour 200 globules blancs (GB) ;

v" Terminer la numération des parasites dans le dernier champ méme si le nombre de 200 GB
est atteint,

v' Calculer la densité parasitaire/uL ;

v Indiquer I’espece de Plasmodium.

Densité parasitaire = Nombre de Parasites comptés x8.000
Nombre de GB comptés

* 1uL de sang contient en moyenne 8 000 GB
1.1.2.5 Systéeme de numérotation des échantillons

Une fois incluse, la fiche d’enregistrement de cas du patient doit étre facilement accessible a
chaque visite. Pour ce faire, un numéro unique d’identification a été attribué a chaque patient.
De méme, les papiers filtres et lames provenant de chaque patient ont été identifiés avec le
méme numéro du début a la fin de I’étude. Si un numéro est mal écrit ou si le méme numéro
est attribué a deux patients différents, ces enregistrements ne pourront étre utilisés et seront
perdus. L’exemple ci-dessous illustre comment attribuer et enregistrer le numéro
d’identification d’une lame. Il a été repris sur les dossiers du patient et sur les papiers filtres et

les lames ultérieures.

Exemple: Si le patient vient du site N°01 du BENIN (BJ), qu’il est le premier patient de
I’étude, qu’il est recruté le 14/02/2005, son numéro est 01BJOO1, et la lame sera étiquetée

comme suit :
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14.02.05 = Date de 1’étude

01 = Site N°1

BJ = BENIN
14.02.05 001= Patient N°1
01BJO0O1

Figure 15 : Systeme d’identification d’une lame de goutte épaisse préte a étre colorée

I.1.2.6 Conservation des lames

Les lames de goutte épaisse ont été stockées d’une manicre rationnelle afin qu’elles puissent
étre facilement retrouvées et réexaminées dans le cadre d’un contrdle de qualité. Les lames
ont été rangées dans une boite de lames. Les lames de visites imprévues ont été conservées
ensemble. Chaque formation sanitaire avait a sa disposition au moins 1 boite de lames de

grande capacité soit 100 lames.

1.1.2.7 Confection des confettis

Un papier filtre a été réalisé par patient pour la réalisation du dosage des anticorps anti-
salivaires.

1.1.2.7.1 Technique

Le papier filtre comportant 5 cercles de 12mm de diametre a été imprégné de 5 gouttes de
sang prélevé par spot. Les confettis ont été séchés a ’air libre pendant 24 heures, conservés
dans des sacs plastiques individuels puis dans des emballages a sangle étanche (contenant un
dessicateur, gel de silice) et un témoin d’humidité a température ambiante jusqu'a la
réalisation des tests génotypiques et ELISA et transportés aux laboratoires du CERPAGE et
du CLIP.

I1 faut noter que chaque confetti est étiqueté en mentionnant la date de confection, les initiales

des noms et prénoms de 1’individu et son numéro d’identification, selon la figure suivante :

OO 0O000

Figure 16 : Illustration d’un papier de confetti
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1.1.2.7.2 Conservation des papiers filtres

Les échantillons de sang sur papiers filtres (PF) sont séchés completement pour éviter le
développement de champignons. Le technicien doit s’assurer que chaque papier filtre porte la
méme information que la lame de la GE. Il doit vérifier de facon périodique (une fois par
semaine) le témoin d’humidité, au cas ou il changerait de couleur, et le remplacer

systématiquement.

1.1.2.8 Dosage des anticorps

11 a été fait selon la technique de Fontenille décrite par Beier et al. (1998).

Préparer le Tampon "Repas de sang" (a garder a + 4°C, 1 a 2 semaines) ;

- Pour 1/2 litre, prendre 2,5 g de caséine dans 50 ml de NaOH 0,1N;

- Agiter pendant 2 heures ;

- Préparer le Tampon Citrate pH4 ;

- Ajouter 400 ml d'eau bidistillée ;

- Ajuster le pH a 4 avec de 'acide Chlorhydrique 1IN ;

- Compléter a 1 1 avec de 1'eau bidistillée ;

- Découper le spot, le mettre dans environ 0,8 ml de PBS ;

- Laisser au moins 1 heure ;

- Sensibiliser les plaques (Mettre 50 pl de solution de sang a tester par puits) ;

- Préparer les anticorps spécifiques d'especes marqués a la peroxydase ;

- Reconstituer les IgG marquées selon la notice. Garder au congélateur ;

- Ajouter dans chaque tube d'IgG marquées les sérums hétérologues au 1/ 1000°™ ;
- Laver 2 fois au PBS-Tween ;

- Distribuer 50 ul par puits de solution d'IgG marquées. Mettre une IgG par rangée ;
- Incubation 1 h a RT sur la paillasse ;

- vider la plaque. laver 4 fois au PBS/tween 20 ;

- Lire a 620 et 450 nm sur le lecteur Elisa.

1.1.2.9 Prise en charge des cas
Tous les cas de paludisme ont été pris en charge par 1’étude selon la politique nationale. Tous

les autres cas ont été transférés dans le circuit normal de I’hdpital pour une prise en charge.
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1.1.2.10 Considérations éthiques

L’étude a été soumise au Comité National d’Ethique pour la Recherche en Santé qui a donné
son avis favorable. Le consentement éclairé des parents d’enfants a été obtenu sous forme
écrite. La confidentialité des données et ’anonymat ont été respectés. La prise en charge des
bilans et du traitement du paludisme simple a été gratuite. Une notice d’information
mentionnant les objectifs de I’étude, les avantages, les risques et inconvénients a été lue aux

participants de I’étude.

1.1.2.11 Gestion et analyses des données

Les données ont été saisies en double de maniere indépendante dans une base de données a

I’aide du logiciel Epi data. Les analyses de données ont été faites grace au logiciel SPSS 16.0

d’une part et le logiciel GraphPad PrismS5 logiciel statistique ® (GraphPad, San Diego, CA,

USA) pour I’évaluation de la moyenne des densités parasitaires et la médiane des taux

d’anticorps anti-salivaires d’autre part. Les différences de proportion ont été analysées par le

test d’égalité de deux proportions. La répartition des ADO n'est pas normalement

(gaussienne) distribuée. Ainsi, des tests non paramétriques ont été utilisés pour comparer les

niveaux d’anticorps. Le Test de Mann-Whitney a été utilisé pour la comparaison des niveaux

d’anticorps de deux groupes indépendants, et le test de Kruskal-Wallis non paramétrique a été
utilisé pour comparer les ADO entre plus de deux groupes. Toutes les différences ont été
considérées significatives a p <0,05.

v’ Les indices parasitologiques ont été calculés en termes de prévalence de Plasmodium
falciparum et de densité parasitaire des formes asexuées de P. falciparum /uL de sang. La
densité parasitaire moyenne a été calculée chez les sujets parasitologiquement positifs
apres transformation logarithmique.

v’ L’association entre les prévalences, I'utilisation des MIILD, la splénomégalie, les
moyennes géométriques des densités parasitaires a été testée par un modele de régression
logistique, en tenant compte du statut clinique (cas versus témoin), et aussi en fonction du
statut des clusters de provenance. La fraction des ficvres attribuable au paludisme est
estimée a partir des odds ratios associés aux densités parasitaires estimées dans le modele
(Schellenberg et al., 1994).

v’ Les fractions préventives des interventions contre les acceés palustres simples, a été
calculée chez les cas et les témoins et en milieu de soins a partir des Odds Ratios obtenus
dans les études cas-témoins (FP = 1-OR). Les médianes de taux d’Anticorps anti-gSG6-P1

ont été déterminées a partir de GraphPad Prism5 logiciel statistique ®. Les tests non
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paramétriques de Mann-Whitney et de test de Kruskal Wallis ont été utilisés pour

comparer respectivement les médianes de deux et plus de variables

I.2. Résultats

De décembre 2011 a juillet 2012, 240 enfants ont été recrutés dans les 4 formations sanitaires
participant a I’étude. Un total de 55 enfants ont été testés positifs chez les enfants de moins de
cinq ans, avec un taux minimum de 64 parasites par microlitre de sang et un taux maximum
de 178 400 parasites par microlitre de sang. Pour les 120 cas, nous avons les caractéristiques
des Densités Parasitaires (DP) qui se présentent comme suit: minimum 128 ; maximum
128 000 ; Moyenne 29096 et médiane 6480. Pour les 120 témoins, les DP présentent les
caractéristiques suivant: minimum 64 ; maximum 178 400 ; Moyenne 34 352 et médiane
13680. L’4ge médian des enfants était de 21 mois (minimum 1 et maximum 59 mois). Le sexe
ratio (M/F) était 1,01. L’effectif de 120 enfants appelés cas c’est-a-dire ayant une température
axillaires supérieure a 37°5 souffrant de paludisme et des 120 autres appelés témoins ont été
sélectionnés au hasard suivant leur provenance et progressivement suivant leur ordre d’arrivée
au centre de santé sur la liste des cas et témoins. Leurs meres ou gardiennes ont été soumises a

un questionnaire.

1.2.1 Evaluation des variables chez les cas et les témoins selon les localités de provenance
des enfants

Sur I’ensemble des parents d’enfants interrogés, 169 (70,4%) affirment que les enfants ont
dormi sous MIILD la veille du jour de leur arrivée au centre de santé. Ce taux représente
70,8% (85 enfants) parmi les cas et 70,0% (84 enfants) parmi les témoins sans différence
significative (p = 0,8). Lorsqu’on considere le statut des villages, le taux d’utilisation est de
68,0% dans la zone de forte résistance et 74,2% (69 enfants) dans la zone de faible résistance
sans différence significative (p=0,3) (tableau XII). L’utilisation des moustiquaires imprégnées
la veille de I’enquéte, la fréquence d’utilisation des moustiquaires imprégnées au cours des
deux semaines précédant le jour de I’enquéte, la disponibilité en moustiquaire imprégnée au
niveau du ménage, I’utilisation d’autres moyens de protection contre les piqlires de moustique
sont les mémes dans les deux groupes d’enfants (cas et témoins) (p >0,05) aussi bien en
localités de faible ou de forte résistance des vecteurs. Par contre, la prévalence parasitaire, la
splénomégalie et les moyennes géométriques des densités parasitaires, sont significativement

plus élevées chez les cas que chez les témoins (p<0,05).
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Le nombre d’enfants ayant leurs Gouttes Epaisses (GE) positives parmi les cas est de 39 soit
32,5% contre 16 soit 13,3% parmi les témoins. Ainsi, environ 1 enfant sur 3, a présenté une
parasitémie positive chez ceux qui ont la fievre.

Toutes les fievres n'étant pas d'origine palustre, nous avons défini les fievres attribuables au
paludisme comme la présence d'une hyperthermie (température axillaire = 37,5°C) associée a
la présence de P. falciparum. La prévalence globale du paludisme est de 32,5%.

Lorsqu’on considere les provenances des enfants, dans les clusters de forte résistance, la

prévalence parasitaire est plus élevée chez les cas que les témoins (p= 0,000).

La moyenne géométrique des densités parasitaires est environ dix fois plus élevée chez les cas
que chez les témoins dans les zones de faible résistance (p=0,001) et pres de quatre fois plus
élevée dans les zones de forte résistance des vecteurs sans différences significatives
(p=0,325). 11 en est de méme de I’indice splénique qui en plus d’€tre plus important parmi les
cas que les témoins (p=0.000) est aussi plus élevé en localités de forte résistance par rapport
aux zones de faible résistance. Toutefois les moyennes géométriques des DP sont plus

élevées en zone de forte résistance.

Tableau XII : Evaluation des variables épidémiologiques chez les cas et les témoins en

fonctions des zones de forte et de faible résistance des vecteurs

Zone de Faible Résistance (R+) Zone de forte résistance (R+++)
Cas Témoins Cas Témoins

Variables N % N %  P-value N % N %  P-value
Utilisation MIILD
Oui 11 244 13 27,1 24 32,0 23 31,9

’ ’ 0,771 0,994
Non 34 756 35 729 51 680 49 68,1
Groupe d'age
9-23 mois 18 400 43 896 g0 o O 12167 44
24-59 mois 27 60,0 05 104 72 96,0 60 833
Disponibilité
Oui 42 93,3 44 91,7 66 88,0 66 91,7

’ ’ 0,617 0,463
Non 03 6,7 4 8,3 9 12,0 6 8,3
Utilisation d'autres
moyens
Oui 8 17,8 13 27,1 17 227 9 12,5

’ ’ 0,293 0,106
Non 37 822 35 729 58 773 63 875
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Fréquence

utilisation MIILD
Toujours 23 51,1 23 479 34 45,3 37 51,4
Souvent 8 17,8 10 20,9 17 22,5 8 11,1
Rarement 4 8,9 2 4,2 0,757 5 6,7 6 8,3 0,321
Jamais 10 222 13 27,1 19 25,3 21 29,2
Prévalence parasitaire 18 194 6 6,5 0,002 21 143 10 6,8 0,036
13 14,0 4 4,3 0,010 15 10,2 3 4,1 0,03

Splénomégalie

103,4 2,641 0,0014 6,405 3,907 0,325

Moyenne géométrique

des DP

1.2.2 Facteurs associés a la présence de Plasmodium falciparum dans le sang de

I’ensemble des enfants

Les résultats des analyses multivariées réalisées sur I’ensemble des variables supposées

influencées la présence du parasite chez les enfants dans les différentes localités révelent que,

I’age des enfants, la splénomégalie, 1’utilisation d’autres moyens de prévention, la prévalence

parasitaires, 1’age d’utilisation des MIILD établissent un lien avec la survenue du paludisme

et sont présentés dans le tableau XIII.

Tableau XIII : Facteurs associés a la présence de Pf dans le sang des enfants de 1’étude

Facteurs Odds Ratio Coefficient S.E Test _value
associés (95% C.1.) Béta S Wald P
0 a 23 mois - - - - -
24 3 59mois 2,945(1,452;5,973) 1,08 0,361 8,962 0,003
Splénomégalie  0,102(0,044;0,237) -2,284 0,432 27,967 0,000
Durée de ]
MIILD 0,936(0,885;0,989) -0,067 0,028 5,622 0,018
Utilisation
d"autres 0,417(0,202;0,862)  -0,874 0,37 5,576 0,018
moyens de
protection
Infestation(GE) 3,47 1,244 0,503 6,113 0,013

C.L : Intervalle de Confiance; S.E.: Ecart-Type
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1.2.3 Efficacité protectrice des MIILD utilisées par les enfants

Pour I’ensemble des enfants, les témoins négatifs ont dormi sous moustiquaire imprégnée la
veille de I’enquéte de la méme maniere que les enfants souffrant de paludisme (69,23% versus
69,23%, OR= 1, IC 95% [0,45-2,22]. Dans les zones de faible résistance comme dans les
zones de forte résistance, la fraction protectrice (EP=1-OR) est similaire (tableau XIV). On
note I’effet de la couverture universelle en MIILD sans I'influence du niveau de la résistance

des vecteurs.

Tableau XIV : Analyse de I’efficacité conférée par les MIILD chez les témoins négatifs et les

enfants souffrants du paludisme

Cas + Témoins -
Variables n % n % OR 1C95% EP p
Utilisation des MIILD par I’ensemble
Oui 27 69,23 72 69,23 1
Non 12 30,77 32 30,77 1 0,45 222 0,0 1,00
Utilisation des MIILD en zone de faible résistance
Oui 14 74,07 32 75,56 1
Non 04 2593 10 2444 1,09 0,29 4,09 -0,09 0, 0,89
Utilisation des MIILD en zone de forte résistance
Oui 13 70,37 40 68,0 1
Non 08 29,63 22 320 0,89 032 249 0,11 0,83

Efficacité Protectrice (EP=1-OR)

1.2.4 Influence de la résistance sur les parameétres épidémiologiques des enfants dans
I’étude

Les résultats des analyses réalisées avec les variables «utilisation des MIILD, la
splénomégalie, la prévalence parasitaire» avec la variable « faible ou forte résistance des
vecteurs » sont présentés dans le tableau XV.

Le modele de régression logistique utilis€ a montré que ['utilisation de moustiquaire
imprégnée la veille de I’enquéte est constante en localité de faible résistance qu’en localité de
forte résistance. La splénomégalie et la prévalence parasitaire n’expliquent pas mieux I’effet
de la résistance des vecteurs sur le paludisme chez les enfants de moins de 5 ans évalués au

centre de santé au niveau des cas et des témoins.
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Tableau XV : Analyse des parametres associés aux statuts des villages de provenance des

enfants

Odds
Source des variables Parametres Modalités Coefficient Ratio C.1. 95% P-Value
Utilisation des R+ 0,000 1,00 - -
MIILD R+++ -0,3747 0,6875  [0,2982;1,5849] 0,3792
Cas Splénomégalie R+ 0,000 1,00 ) )
R4+ -0,4855 0,6154  [0,261;1,4509] 0,2672
Prévalence R+ 0,000 1,00 - -
parasitaire R+++ -0,539 0,5833  [0,2672;1,2736] 0,1761
Utilisation des R+ 0,000 1,00 - -
MIILD R+++ -0,2341 0,7913  [0,3532;1,7728]  0,5695
L. , ., . R+ 0,000 1,00 - -
Témoins Splénomégalie
R+++ -0,7376 0,4783 [0,1022;2,2374] 0,3488
Prévalence R+ 0,000 1,00 - -
parasitaire  R+++ 0,1214 1,129  [0,3814;3,3422]  0,8265
Utilisation des R+ 0,000 1,00 ) )
MIILD R+++ -0,301 0,7401  [0,4145;1,3212]  0,3087
Ensemble Cas et
Témoins Splénomégalie R+ 0,000 1,00 ) )
R+++ -0,4719 0,6238 [0,3034;1,2827] 0,1995
Prévalence R+ 0,000 1,00 - -
parasitaire  R+++ -0,2636 0,7683  [0,4172;1,4148]  0,3975

1.2.5 Evaluation de la réponse IgG anti-salivaire spécifique

Nous avons évalué les niveaux des anticorps anti-gSG6-P1 contre le paludisme chez les
enfants pour apprécier le niveau de leur exposition aux piqilires de moustiques. Dans cette
partie, nous avons analysé et présenté les résultats des dosages d’IgG antigSG6-P1, par
ELISA, de 240 individus (120 cas et 120 témoins constituant la population de cette étude). 1l
s’agit d’un nouvel outil biomarqueur, qui explique mieux les variations de I’exposition ou du
contact homme-vecteur. Ces analyses ont été faites en tenant compte de 1’utilisation des
MIILD, du statut clinique des enfants, de la présence ou non du parasite, du statut des clusters

retrouvés et des communes abritant les centres de santé ayant servi a la collecte des données.

I.2.5.1 Réponse IgG anti-salive selon le statut de faible ou de forte résistance des
vecteurs et ’utilisation des MIILD par I’ensemble des enfants
Pour I’effet «résistance», nous avons comparé le profil des réponses IgG individuelles des

sujets des clusters de faible résistance (n = 93 ; 38,75%) a ceux de forte résistance (n = 130 ;
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61,25%), tous les ages confondus des enfants. L’évolution des niveaux médians d’IgG
spécifiques entre les enfants était similaire (figure 17 a). Ceci suggérait que la résistance des
vecteurs au niveau des clusters n’affecte pas la réponse IgG anti-salive et que les niveaux
d’IgG spécifiques étaient similaires dans les deux groupes (p=0,4146). La figure 17b indique
que le niveau médian des anticorps est semblable chez les enfants qu’ils utilisent ou pas de
MIILD la veille de I’enquéte (p=0,7724).

Dans cette étude, le sexe et surtout 1’age, facteurs majeurs de variations de la réponse immune

adaptative, n’ont pas d’effet significatif sur le développement de la réponse Ac (IgG).

251 p-value=0,4146

n=147 25 1
. p=0,7724
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Figure 17 : Réponse IgG anti-salivaire totale chez 240 individus selon la zone de forte et de

faible résistance et I’utilisation des MIILD

1.2.5.2 Réponse IgG anti-salive selon le statut infectieux des individus et les sites d’étude

Nous avons vérifié si les individus infectés par P. falciparum (seule espece plasmodiale
diagnostiquée lors de cette étude) présentaient différents profils ou niveaux de réponse IgG
spécifiques a la salive totale d’An. gambiae différents. Pour ceci, nous avons pris I’ensemble
des prélevements puis comparé les niveaux d’IgG spécifiques entre les individus non infectés
(n= 185) et les individus infectés par P. falciparum (n= 55). Les résultats de cette

comparaison sont présentés dans la figure 18b.
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Figure 18 : (a, b) Réponse IgG anti-salivaire totale chez 240 individus suivant les sites et

selon qu’ils soient infectés ou non

La figure 18a montre que le niveau médian d’IgG spécifiques a la salive totale d’An. gambiae
n’était pas significativement plus faible chez les individus non infectés comparés a ceux qui
étaient infectés par P. falciparum (p=0,1152; test non paramétrique de Mann-Whitney).

De grandes variabilités ont été observées selon le site d’étude (figure 18a). Les médianes du
graphe a gauche indiquent bien que les niveaux d’exposition sont différents et positionnent
Pobe comme commune ayant le niveau le plus élevé selon le test de Kruskal Wallis (p=0, 03).
De plus, les niveaux individuels d’IgG spécifiques des individus infectés étaient pour la plus
part supérieurs a 0,250 (Seuil Réactionnel); ce qui n’était pas le cas de ceux des non infectés

chez lesquels plusieurs DO (individuel) < 0,250 ont été observés.

1.2.5.3 Réponse IgG anti-salive selon le statut infectieux des individus et les sites d’étude

Les résultats des réponses IgG individuelles spécifiques a gSG6-P1 chez les cas et les témoins
sont représentés par la figure 19. Aucune différence du niveau d’exposition n’a été observée
chez les cas et les témoins selon le niveau de résistance des vecteurs aux insecticides. Le test

de Kruskal Wallis (p=0, 7724) n’a noté aucune différence des niveaux d’exposition méme

avec 'utilisation des MIILD.
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Figure 19 : (a, b) Réponse IgG anti-salivaire totale chez 240 individus suivant les cas et les

témoins selon qu’ils aient utilisé ou pas de MIILD dans les deux types de localités

I.3. Discussion

Les indicateurs épidémiologiques évalués au niveau des centres de santé chez des enfants de
moins de cing ans n’ont pas permis de mettre en évidence I'impact de la résistance sur
I’efficacité des MIILD. Les informations recueillies au niveau des quatre formations sanitaires
ne constituent que des reflets de la situation qui normalement devrait étre vue en population
dans les conditions réelles d’utilisation des moustiquaires imprégnées dans des contextes de
forte ou de faible résistance des vecteurs. L’efficacité protectrice attendue de 1’utilisation des
MIILD en acces universel contre la morbidité palustre chez les enfants de moins de 5 ans est
évaluée sur la base des informations regues des meres ou gardiennes d’enfants venues en
milieu de soins pour solliciter les prestations des agents de santé. Toutefois, cette étude a
permis de confirmer une fois de plus, la meilleure compréhension du paludisme maladie que
devrait avoir les acteurs impliqués dans la prise en charge des cas. Si en continuant de voir les
interventions en [’état, sans pour autant prendre en considération les exigences de
I’environnement des vecteurs qui modifient leur comportement, le développement de la
résistance par les vecteurs par exemple, on est en droite ligne pour avoir les résultats
escomptés. Plusieurs des travaux de recherche réalisés apres la mise en place des
moustiquaires dans les populations ont étudié 1’acceptabilité de ces moustiquaires, leur

utilisation (Prakash et al., 2008; Atkinson et al., 2009; Toé et al., 2009), leur efficacité
113



protectrice (Lengeler, 2004 ; Henry et al., 2005, Rogier et al., 2009; Damien et al., 2010;
Alyko, 2011 ; Kouadio, 2012), leur intégrité physique, la biodisponibilité de I’insecticide sur
les tuiles de moustiquaires (Kilian, 2012 ; Gnaguenon et al., 2013 ; Mutuku et al., 2013) et
leur perte ou leur augmentation d’efficacité en conditions controlées (N’guessan et al., 2007 ;

Asidi et al., 2012 ; Briet et al., 2013).

A notre connaissance, ce travail est 'un des premiers a faire le lien entre ’'impact de la
résistance des vecteurs sur des cas recus au niveau des formations sanitaires et I’existence de

la résistance au niveau des clusters de provenance des patients.

Elle a permis de comprendre que un cas de fievre sur trois est d’origine palustre au niveau des
formations sanitaires. Cette information est capitale pour les programmes de lutte et les
gestionnaires des intrants de lutte contre le paludisme qui devront travailler a faire respecter
les directives et les politiques de lutte contre le paludisme qui recommande la confirmation

systématique des cas avant le traitement (PNLP 2011 ; WHO 2005, 2006, 2009 et 2010 ).

Qualité et validité des résultats de I’étude

Dans le domaine de la lutte antivectorielle, il a ét€ montré par Rogier et al. (2009b) un modele
d’évaluation de I'utilisation des MIILD par une étude cas-témoins non appariés au niveau de
la communauté pour mettre en évidence une baisse des acces palustres chez les utilisateurs de
MIILD. Dans ce cas et selon la période, le niveau de couverture en MIILD et I’endémicité du
paludisme, la possibilité de retrouver les enfants non fébriles est élevée pour bien constituer le
bras témoin tels que le recommande I’OMS (WHO, 2010).

Afin de réduire les biais, chaque formation sanitaire a recruté les cas et les témoins au méme
moment. La possibilité de retrouver les enfants sans fievre pour constituer la population
témoins est plus faible en raison de la faible fréquentation des services de santé par les enfants
apparemment sains. La fievre étant le premier motif de consultation dans les formations
sanitaires, la définition des cas et des témoins a été ainsi peu spécifique dans notre étude. En
effet, il est bien connu que la symptomatologie de 1’acces palustre simple est peu spécifique.
Aussi sa meilleure définition est basée sur la présence de symptdmes évoquant le paludisme
associée a une densité parasitaire supérieure au seuil pyrogénique de parasitémie (Armstrong
Schellenberg, 1994). Toutes les formations sanitaires identifiées pour abriter les travaux
disposent de laboratoire et d’une équipe de garde et de permanence capable donc de confirmer
par la GE et de procéder au recrutement des cas aussi bien la nuit comme le jour. Les travaux
ont duré plus de huit mois pour que chaque équipe soit en mesure d’identifier 30 cas et 30

témoins et nous avons été obligé de faire déplacer les équipes pour réaliser des jours de
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permanence dans les centres de santé d’arrondissement plus proche des villages d’étude et qui

sont dans la méme aire sanitaire du site d’étude.

Les questionnaires ont été administrés par des infirmiers formés a ne pas suggérer la réponse
de la mere ou de la gardienne. La question de I'utilisation des MIILD la veille de I’enquéte est
celle utilisée par I’OMS dans toutes ses enquétes. Les techniciens de laboratoire ont procédé

au prélevement de la GE et du confetti aussitdt que le cas ou le témoin est identifié.

Utilisation des moustiquaires imprégnées

Dans cette étude, 1’utilisation des MIILD par les enfants de moins de cinq ans recus dans les
formations sanitaires est élevée, de I’ordre de 70%. Ceci serait li€ au fait que 1’enquéte s’est
déroulée apres la campagne nationale de distribution des MIILD en acces universel. La méme
observation a été faite dans la méme zone par Osse et al. (2012) qui ont obtenu une utilisation
de 80%. Il serait intéressant de noter aussi que le jeune dge (moins de 2 ans) et I'utilisation
d’autres moyens de prévention contre les vecteurs du paludisme sont des facteurs
déterminants la survenue de 1’acces palustre. Il est clair devant ces faits qu’il faut accentuer la
sensibilisation des populations a I’utilisation des moustiquaires pour maintenir les niveaux
d’utilisation obtenus par les jeunes enfants surtout en saison seche.

Notre évaluation montre que I’utilisation des moustiquaires imprégnées par les enfants
(<5ans) recus dans les formations sanitaires, cinq a dix mois apres la campagne de juillet 2011

est similaire dans les zones de forte ou de faible résistance des vecteurs aux insecticides.

Efficacité protectrice des moustiquaires

Pour évaluer I’efficacité protectrice des MIILD, nous avons été obligés d’améliorer les
définitions de cas et de témoins. Ainsi la définition des cas basée sur la présence de
symptomes évoquant le paludisme (fievre avérée) a été complétée par la goutte épaisse (GE)
positive en respectant les recommandations de ’OMS (OMS, 2010) pour traiter 1’acces
palustre simple avec les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine. Le témoin a été
défini par I’absence de fievre et une GE négative.

Dans notre étude, I’efficacité protectrice des moustiquaires est similaire dans les deux types
de zone aussi bien chez les cas que chez les témoins. Les estimations d’efficacité des
moustiquaires imprégnées qui sont de I’ordre de 50% en zone d’endémie ou les anopheles
sont sensibles aux insecticides (Lengeler, 2004) ne sont pas observées dans notre étude. Il est
a noter que dans 1’étude de Lengeler, ces mesures ont été réalisées lors d’essais de phase III
(WHOPES) ou, par définition, les conditions d’intervention et d’évaluation sont optimales

(pratiquement tous les enfants dorment tous les jours sous moustiquaires imprégnées et celles-
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ci sont en parfait état). Les taux d’utilisation obtenus dans la présente étude sont proches de
ceux obtenus lors de I’évaluation de la campagne nationale qui en fait constituent des
informations plus justes obtenues au sein des ménages (PNLP, 2012). Notre méthode
d’évaluation n’a pas permis d’établir un lien entre 1’utilisation des MIILD et le niveau de
résistance des vecteurs aux insecticides. Par ailleurs la résistance de An. gambiae aux
insecticides pyréthrinoides dans la zone ne devrait pas étre négligée. Il serait important
d’avoir une zone résistante versus sensible pour mettre en évidence, I’impact de la résistance

sur I’efficacité opérationnelle des interventions de lutte antivectorielle.

Evaluation du niveau d’anticorps anti-salivaires

Tout d'abord, les données de 1'étude ont montré une forte hétérogénéité de la réponse IgG
spécifique a ce peptide salivaire entre les individus, i) au sein des cas et des témoins, ii) entre
les 4 sites d’étude ii) entre les différentes localités de provenance des enfants, chez ceux qui
utilisent ou pas de MIILD ou méme entre les individus ayant leur goutte épaisse positive ou
pas. Ces observations suggerent que dans ces localités, d’ importantes différences de niveau de
contact Homme-Vecteur constatées pourraient étre influencées par plusieurs facteurs et les
comportements individuels (Robert et al., 2003a) et / ou le ménage. Par exemple, 1'utilisation
des MIILD (Geissbuhler et al., 2007) ou les déplacements des populations d’une localité a
une autre, ou l'exposition plus élevée aux anopheles (Robert ef al., 2003b), peut augmenter /
diminuer de maniere significative la probabilité de contact entre les hotes humains et les
vecteurs du paludisme. Mais certains facteurs épidémiologiques tels que la co-infection
génétique, les parametres nutritionnels, ne pouvaient étre exclus.

Les résultats du biomarqueur renforcent les résultats précédemment obtenus qui ont validé ce
peptide salivaire d'An. gambiae comme biomarqueur pour évaluer le niveau d'exposition
humaine aux vecteurs du paludisme dans différents contextes d’exposition et de la
transmission du paludisme (Poinsignon et al., 2009 ; Drame et al., 2010; Poinsignon et al.,
2012). Les niveaux médians qui ne différent pas suivant les niveaux de résistance des vecteurs
et suivant les utilisateurs ou non des MIILD suggere que dans les localités, le niveau de
disponibilité¢ en MIILD est élevé et que les populations qui n’utiliseraient pas les MIILD ont
d’autres moyens de protection tels que les bombes aérosol, les serpentins et autres. Toutefois,
les résultats doivent €tre interprétés avec une grande retenue, vu le grand écart existant entre
le nombre des enfants infectés et celui des non infectés et la faiblesse de 1’échantillon des
infectés (n = 55). Cette étude souligne ensuite la pertinence de l'utilisation de ce peptide

marqueur biologique pour I'évaluation, de I’exposition de la population aux piqlres et
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Iefficacité des stratégies de lutte antivectorielle comme il a été démontré dans d’autres
localités (Drame et al., 2012 & 2010). On a observé que les niveaux moyens d’exposition aux
piqiires des vecteurs étaient significativement différents entre les communes et pourraient étre
dus au fait que les populations d’une localité ne fréquentent pas tous forcement, la formation
sanitaire de référence de la zone. Les résultats immunologiques obtenus portant sur
I'évaluation de I’'impact de la résistance des vecteurs sur I’efficacité des MIILD confirment les
données épidémiologiques qui n’avaient pas pu mettre en exergue de différence entre les deux
catégories de localités. Les résultats des travaux sur 1’évaluation de la transmission conduite
dans la méme période dans la zone d’étude dans une courte durée n’avaient pas noté de

différence entre les localités de forte et de faible résistance (Sovi et al., 2013a).

I.4. Conclusion

L’évaluation des indicateurs épidémiologiques au niveau des centres de santé chez des enfants
de moins de cinq ans n’ont pas permis de mettre en évidence I'impact de la résistance sur
I’efficacité opérationnelle de [’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides a

+++

longue durée d’action. La raison pourrait étre liée au choix des zones R* et R™. Le niveau de

résistance en R* est probablement assez élevé et globalement proche de celui de R™. 1l

semble qu’il y a un seuil de résistance qui est déja atteint dans les deux zones.

117



I1. Impact de ’utilisation des MIILD sur la prévalence de Plasmodium falciparum et de
I'anémie chez les enfants de moins de cinq ans dans les zones de forte et de faible

résistances des vecteurs aux insecticides

Des études récentes ont montré que la réduction des taux d'hémoglobine chez les enfants dans
les zones endémiques a été créée par les infections paludéennes (Taylor & Hurd, 2001 ;
Ferguson et al., 2003). Or, il n'a pas été possible de séparer clairement les effets des parasites
des conséquences de I'anémie et de la transmission vectorielle. La résistance est en plein essor
et représente une véritable menace pour les interventions de lutte antivectorielle qui sont
actuellement utilisées et dont la couverture élevée a conduit a d'excellents résultats. Mais il y
a tres peu de données a ce moment qui nous permettent de juger si cette résistance se traduit

par la réduction des indicateurs du paludisme.

Par conséquent, il est important d'évaluer I'impact de la résistance du vecteur et de I’utilisation
des MIILD sur la prévalence du paludisme et de I’anémie dans la communauté (Article 6).
Les objectifs de cette étude sont de :

- déterminer la sensibilité de An. gambiae a la deltaméthrine et la fréquence de la résistance
Kdr,

- évaluer la prévalence de l'infection du paludisme,

- mesurer les taux d’utilisation des MIILD,

- évaluer la prévalence de I'anémie chez les enfants 4gés de 06 a 59 mois, et

- comparer les différents indicateurs en zones de faible et de forte résistances des vecteurs aux

insecticides.
Tokponnon et al. Malaria Journal 2014, 13:76
http://www.malariajournal.com/content/13/1/76 15 MALARIA
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I1.1. Méthodes

I1.1.1 Zone d'étude

32 villages ont été choisis dans les quatre communes du département du Plateau (figure 20).

3°0'0"E

Localities

1- Ok t KETOU
- Okpometa
2- Oloumou Z0ou ®
3- Adjozoume
4- Kpankoun (%@
5- Okeola @5

®
6- Mowodani 7@5.36 x ‘
7- ldena 2 g €
8- Idena 3
9- Okoofi 2
10- Agbarou g _\

11- Igbo-Abikou ~
12- Igbola /
13- Adjegoule/Alabansa / -
14- lwai / A
15- Araromi \ POBE \
16- Itasumba \

17- Zihan ~

‘ X )
18- Itakpako >
19- Djohounkollé \ NIGERIA

20- Ikemon \\zo@@g
21-Banigbe OUEME S
22- Lokossa ADJA-OUERE

23- Zoungodo

24- Ko-koumolou

25- Ko-Dogba - |
26- Ko-Aidjedo 1® @2

27- Akadja

28-Tchaada | @

29- Kétougbekon SAKETE
30- Gblo-Gblo |

31- Djegou-djegui
32- Daagbé

7°0'0"N
7°0'0"N

- 15 g
®14IFANGNIg,

['® " g
200g° @21

24m ©)
5® oy

269 @o7
20@®28
3d®@31
@32

300!0"‘E
Targets districts 0 5 10 20 30 40 1cm= 3 km
Non-target district e — e |Cjlometers
Permanent water - Source: Fond topographique IGN 2004, BENIN
@® Study site -Data of PNLP, 2012
- Realized par: Virgile GNANGUENON, 2013

Figure 20: Carte montrant les villages de I’étude dans le département du Plateau
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I1.1.2 Conception de 1'étude

Avant le début de 1'étude, des tests de sensibilité de 'OMS ont été réalisés sur An. gambiae
avec la deltaméthrine et les taux de mortalités observées ont été utilisées pour sélectionner les
villages (grappes) ou les activités ont eu lieu. Le tableau XVI montre la répartition des
villages sur la base des mortalités observées avec la deltaméthrine en 2011. En raison de
I'absence d'une zone ou An. gambiae était totalement sensible aux pyréthrinoides au Bénin
(Djegbe, communication personnelle), un critere a été utilisé pour classer le niveau de
résistance. Nous avons appelé «zone R+++», une zone ou le taux de mortalité observé était
compris entre 0 et 60% et « zone R+ », une région ou la mortalité observée variait entre 80-
100%. Ces deux zones ont été identifiées sur la base de données sur la résistance collectées
dans le département du Plateau (Djegbe, communication personnelle). Ainsi, 16 villages de
forte résistance et 16 villages de faible résistance ont été choisis pour réaliser le travail. Nous
pouvons noter que la plupart des villages inclus dans I'étude étaient situés dans la commune

d’Ifangni et principalement les villages de faible résistance (tableau XVI).

Tableau X VI : Répartition des villages sur la base du statut de faible ou de forte résistance en

2011 selon les communes

Communes IFANGNI (16) SAKETE (06) POBE (02) KETOU (08)
Itassoumba* Iwai* Okoofi2" Adjozoume*
Itakpako* Igbola® Agbarou* Mowodani”
Ko Koumolou* Ikémon” Idéna2*
Ko Aidjedo* Igbo-abikou® Idena3”
Kétougbekon™ Alabansa” Kpankoun#
Lokossa* Djohounkollé* Okpometa”
Villages Ko-Dogba* Okeola”
Zoungodo* Oloumou*
Zihan*
Araromi*
Daagbé*
Akadja”
Tchaada®

Banigbé centre”
Djégou-Djegi”
GbloGblo”
Zoungodo*

*zone de faible résistance (R*) (80-100%); *zone de forte résistance (R***) (0-60%).
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Chaque village est composé de plusieurs hameaux et comprend un minimum de 100 enfants
de moins de 5 ans. Des enquétes transversales ont été menées dans chaque village entre mai et
aolt 2012, pendant la période de haute transmission du paludisme. Dans chaque village, les
enquétes ont porté sur 40 enfants de moins de 5 ans et leur ménage. Les gouttes épaisses, les
frottis sanguins et la mesure du taux d'hémoglobine ont été réalisés par des techniciens de
laboratoire lors de I’enquéte. Les résultats obtenus ont été analysés avec les données de
résistance des vecteurs de la méme période.

Les prospections larvaires d’An. gambiae s.l. n’étaient pas productives dans sept villages
pendant la période d'étude pour observer le niveau de résistance des moustiques. Ces villages

ont été exclus de 1'analyse des données. Pour cela, le travail a été poursuivi dans 25 villages.

I1.1.3 Collecte des données
I1.1.3.1 Sensibilité d'Anopheles gambiae a la deltaméthrine
La détermination du niveau de résistance phénotypique a été effectuée en utilisant les tests de

sensibilité comme décrit dans le chapitre 2.

I1.1.3.2 Caractérisation des populations de An. gambiae par PCR: Especes, forme
moléculaire et mutation Kdr Leu-phe

Environ 16 a 126 femelles d'An. gambiae de chaque village issus des tests de sensibilité ont
été analysés par PCR. L'ADN des moustiques témoins (non exposés) ont été extraits
individuellement par la technique de CTAB. Les especes et formes moléculaires du complexe
An. gambiae ont été déterminées par PCR (Scott et al., 1993 ; Favia et al., 1997). La mutation
Kdr a été déterminée par la technique HOLA décrite par Lynd et al. (2005).

I1.1.3.3 Réalisation du frottis sanguin

La goutte épaisse et le frottis sanguin ont été effectués dans les villages par des techniciens de
laboratoire a partir de sang prélevé par saignée apres piqlire du doigt des enfants par des
lancettes. Les lames ont été étiquetées apres 1’étalement puis séchées et stockées dans des

boites de lames pour leur livraison au laboratoire.

I1.1.3.4 Examen des lames au laboratoire

Les lames ont été ramenées au laboratoire pour une double lecture par des techniciens formés
pour 1'étude. Le diagnostique parasitologique a été fait grace aux frottis sanguin et a la goutte
épaisse colorés au Giemsa 10%. Les stades sexués de chaque espece de Plasmodium ont été
comptés dans le volume sanguin occupé par 200 leucocytes et la densité parasitaire a été
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calculée en considérant 8000 leucocytes / plitre de sang. Les frottis de chaque village ont été
lus par le méme technicien expérimenté, sous la supervision d'un parasitologue. Les lectures
des deux techniciens effectuées sur le méme ensemble d'échantillons de sang ont également
été comparées. Leurs capacités de détection des parasites et d’estimation de la densité
parasitaire ne différaient pas significativement. Un contrdle de qualité par contre-vérification

a été effectué sur un échantillon choisi au hasard, soit 10% de tous les frottis.

I1.1.3.5 Détermination du taux d’hémoglobine

La concentration d'hémoglobine (g/dL) a été déterminée par Hemo-Control EKF Diagnostic
Analiser qui utilise du sang non dilué. Le cyanure de potassium utilisé dans la méthode de
référence est remplacé par l'azoture de sodium. L’Hemo-controle utilise des fosses munis
d’une courte partie lumineuse contenant trois réactifs: le désoxycholate de sodium, le nitrate
de sodium, et l'azoture de sodium. Seulement 10 pL de sang capillaire sont nécessaires.
Lorsque le micro-bassin est rempli par capillarité, elle doit étre adaptée pour tenir dans la
partie Hemo-contrdle et plier 'onglet. Le taux d'hémoglobine est obtenu a l'intervalle de 25 a

60 secondes.

I1.1.4 Analyses statistiques

Les données démographiques, biologiques et entomologiques ont été doublement saisies de
facon autonome dans la base de données Epidata. Les analyses ont été faites a 1'aide du
logiciel SPSS16.0. Les données parasitologiques ont été analysées séparément en termes de
prévalence de P. falciparum des formes sanguines asexuées de méme que la densité de P.
falciparum des formes sanguines asexuées dans les gouttes épaisses de parasites positifs. La
prévalence des infections palustres asymptomatiques a été analysée comme une variable
binomiale en utilisant un modele de régression logistique.

Pour mesurer la force de l'association entre les facteurs explicatifs (utilisation de
moustiquaires par les enfants la veille de 1'enquéte, statut de faible ou de forte résistance dans
les villages), la prévalence de l'infection et la prévalence de 1'anémie, le rapport de cote ou
odds ratio (OR) a été calculé. Les fréquences alléliques de la mutation Kdr ont été comparées
avec le logiciel GENEPOP. Les différences ont été considérées comme significatives pour p

<0,05.
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I1.2. Résultats

I1.2.1 Taux de mortalité, forme moléculaire et résistance knock-down de An. gambiae

La mortalité observée de la population de vecteurs exposés a la deltaméthrine a varié de 19 a
96% (tableau XVII). Les résultats ne permettent pas une répartition équitable des zones R+ et
R+++ selon les criteres de départ. Seulement trois des vingt-cinq villages positifs lors de la
prospection larvaire obéissent au critere de R+++. Ainsi, dans le but d'uniformiser les
analyses et d’avoir deux groupes de localités sur la base du niveau de résistance comme
variable discriminatoire, la médiane du taux de mortalité a été déterminée. Le taux de
mortalit¢ médian était de 79% [74,0-83,9] IC 95% (tableau XVII). En conséquence, 12

localités de forte résistance et 13 localités de faible résistance ont été distingués.

Tableau XVII : Résultats des données phénotypiques spécifiques de 2012 et des fréquences

Kdr des villages
Villages Statut de N exposés N morts Mortalité Taille échantillon Fréquence
résistance apres 24h (%) (2n) Kdr (%)

Banigbé R+++ 123 24 19,51 102 74,5
Kokoumolou R+++ 172 96 55,81 80 63,8
Agbarou R+++ 211 126 59,72 72 65,3
Araromi R+++ 141 89 63,12 98 61,2
Ko-Dogba R+++ 277 181 65,34 124 68,5
Mowodani R+++ 118 86 72,88 24 66,7
Igbo-Abikou R+++ 194 143 73,71 60 76,7
Idena3 R+++ 199 147 73,87 126 68,3
Alabansa R+++ 192 142 73,96 100 72,0
Tchaada R+++ 225 167 74,22 98 83,7
Adjozoume R+++ 251 188 74,90 74 66,2
Iwai R+++ 45 35 77,78 46 63,0
Total (R+++) 2148 1424 65,40 69,1
Djohounkolé R+ 257 203 79,00 112 69,6
Kétougbékon R+ 349 278 79,66 58 62,1
Lokossa R+ 327 261 79,82 114 65,8
Itakpako R+ 297 238 80,13 42 54,8
Igbola R+ 196 159 81,12 54 77,8
Ita-soumba R+ 352 290 82,39 48 66,7
Ko-Aidjedo R+ 302 250 82,78 46 52,2
Zihan R+ 342 287 83,92 70 38,6
Gblo-Gblo R+ 50 42 84,00 40 62,5
Okéola R+ 481 430 89.40 104 74,0
Idena2 R+ 651 618 94,93 138 69,6
Kpankoun R+ 50 48 96,00 16 50,0
Daagbe R+ 26 25 96,15 28 60,7
Total (R+) 3680 3129 85,33 61,8
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Les fréquences Kdr ont été de 38-84% (tableau XVII). L'ensemble des Anopheles gambiae s.1.
collectés était An. gambiae s.s (100%). Les résultats de l'identification des formes
moléculaires ont montré que les formes M et S étaient présentes en sympatrie dans la plupart
des villages (figure 21). Les An. gambiae s.s collectés dans les villages de Gblo-gblo et
Tchaada étaient uniquement de la forme M. Certains hybrides M/S de An. gambiae s.s ont
également été trouvés dans plusieurs villages (figure 21). La mutation Kdr a été trouvé a la
fois chez les formes moléculaires M (67,73%) et S (66,34%) d'An. gambiae s.s. mais leurs
fréquences variaient selon les villages (36 a 84% chez M et 25-100% chez S). La forme S a

été trouvée en tres faible proportion (figure 21).
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Figure 21 : Formes moléculaires de An. gambiae collecté par village

I1.2.2 Description de la population, de I’utilisation des moustiquaires, de la prévalence
de l'infection et de 1'anémie

Un total de 1000 enfants agés de 6 a 59 mois sélectionnés dans les 25 villages ont été testés
pour I’infection au P. falciparum. Dans chaque village (de forte ou de faible résistances),
environ 40 enfants ont été sélectionnés. L’age moyen des enfants inclus dans cette étude a été
de 27 mois. Dans les zones de faible résistance, la moyenne d’age était de 26 mois contre 28
mois dans les zones de forte résistance (tableau XVIII). Parmi les ménages sélectionnés dans

les 25 villages, 89% ont au moins une MIILD. 71% des enfants suivis dormaient sous MIILD
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la nuit avant I’enquéte. Dans la zone de faible résistance, la proportion d’enfants qui

dormaient sous MIILD était de 74% contre 68% dans la zone de forte résistance (tableau

XVIID).

Tableau XVIII : Caractéristiques des enfants utilisés dans l'analyse et de tous les enfants

testés de l'enquéte

Zone de faible résistance

(13 villages)

Zone de forte résistance

(12 villages)

Nombre d’enfants

Prévalence du paludisme (%)

Age moyen (mois)

Dormis sous MIILD (%)

Taux moyen d’hémoglobine

520

27,1 (23,5-31,1)
26,5 (25,3-27,8)
74,1 (70,1-77,6)
9,5 (9,4-9,7)

480

17,3 (14,2-20,9)
28,4 (27,3-29,6)
68,0 (63,6-71,9)
9.2 (9,1-9,3)

La prévalence de I'infection du paludisme observé chez les enfants de moins de 5 ans dans la
communauté a été de 22,4% [19,9-25,1] (tableau XIX). Cette prévalence a été de 17,3%
[14,2-20,9] dans les zones de forte résistance et de 27,1% [23,5-31,1] dans les zones de faible
résistance (p=0,04). Il y a plus d’infection au P. falciparum dans les zones de forte mortalité a
la deltaméthrine. Toutefois, les villages pris séparément n’ont montré aucun lien entre la

prévalence de I’infection au P. falciparum et la mortalité a la deltaméthrine (figure 22).

Tableau XIX : Prévalence de P. falciparum dans les zones de faible et de forte résistance

Villages Statut de Nombre de Nombre de goutte Prévalence du P.
résistance goutte épaisse €paisse positive falciparum (%)
Banigbe R+++ 40 10 25,0
Kokoumolou R+++ 40 6 15,0
Agbarou R+++ 40 4 10,0
Araromi R+++ 40 9 22,5
Ko-Dogba R+++ 40 13 32,5
Mowodani R+++ 40 6 15,0
Igbo-Abikou  R+++ 40 9 22,5
Idena3 R+++ 40 11 27,5
Alabansa R+++ 40 7 17,5
Tchaada R+++ 40 2 05,0
Adjozoume R+++ 40 4 10,0
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Iwai R+++ 40 2 05,0
Total (R+++) 480 83 17,3
Djohounkolé R+ 40 6 15,0
Kétoughbékon R+ 40 4 10,0
Lokossa R+ 40 13 32,5
Itakpako R+ 40 22 55,0
Igbola R+ 40 15 37,5
Ita-soumba R+ 40 23 57,5
Ko-Aidjedo R+ 40 9 22,5
Zihan R+ 40 18 45,0
Gblo-Gblo R+ 40 15 37,5
Okéola R+ 40 3 7,5
Idena2 R+ 40 5 12,5
Kpankoun R+ 40 5 12,5
Daagbe R+ 40 3 7,5
Total (R+) 520 141 27,1
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Figure 22 : Prévalence du paludisme pour chaque village en fonction du niveau de résistance

(mortalité de An. gambiae a la deltaméthrine)

Le taux moyen d’hémoglobine chez les enfants a été de 9,4g/dL [9,3 -9.5] sans variation

d’une localité a I’autre (tableau XVIII). Le tableau V décrit les taux d'hémoglobine chez les

enfants agés de 6-59 mois dans les zones de forte et faible résistances. Sur les 1000 enfants

évalués, 77% étaient anémiés. Huit enfants sur dix qui ont 6-30 mois contre sept sur dix agés
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de 31-59 mois présentaient une anémie (tableau XX). L'anémie observée chez les enfants de
6-30 mois est significativement plus élevée que celle des enfants agés de 31-59 mois (p =

0,00) mais aucune différence associée aux zones de résistance n’a été observée (p = 0,35).

Tableau XX : Répartition du taux d’hémoglobine des enfants entre les zones de faible et de

forte résistance

Taux d’hémoglobine <11 g/dl

Age (mois) Zone de faible résistance Zone de forte résistance

Nombre (%) Population totale = Nombre (%) Population totale

[6-30] mois 244 (80,3) 304 256 (86.5) 296
[31-59] mois 146 (67,8) 216 143 (77,7) 184
Total 390 (75,0) 520 399 (83,1) 480

Pour I’age: p=0,00 Pour la zone de résistance: p = 0,35

I1.2.3 Effet de la résistance sur ’efficacité des MIILD

Le risque d'avoir le paludisme a été significativement plus élevé chez les enfants qui ne
dorment pas sous MIILD que chez les enfants qui dorment sous MIILD dans les deux zones
(tableau XXI). Mais la prévalence du paludisme a été plus élevée chez les enfants qui ont
utilisé des MIILD dans la zone de faible résistance que dans la zone de forte résistance. Un
résultat similaire a été observé avec les enfants qui n’ont pas utilisé les MIILD dans les deux
zones. Le risque d'avoir le paludisme a été réduit de maniere significative (p <0,05) avec
I’utilisation des MIILD tant dans les zones de forte et de faible résistances. L'effet préventif
des MIILD dans la zone de forte résistance a été de 60% (95% IC : 40-70), et a été
significativement plus élevé que ce qui a été observé dans la zone de faible résistance (40%

95% IC : 30-60) (p <0,05).
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Tableau XXI : Effet de la résistance sur I’efficacité des MIILD exprimé par la prévalence de

I’infection a P. falciparum chez les enfants de 0 & Sans

Utilisation Effet de la
MIILD résistance sur
Pefficacité
Total Total testé Prévalence du Odds ratio MIILD  Odds ratio, faible
positif par P. f (%) non utilisé versus versus forte
microscopie utilisé résistance
Faible MIILD Non 46 124 37,1 (36,3-38,0) 1
résistance Oui 89 356 25,0 (24,6-25,5) 1,8 (1,1-2,8) p = 0,00 1
Forte MIILD Non 46 166 27,7 (27,0-28.,4) 1
résistance Oui 43 354 12,1 (11,8-12,4) 2,8 (1,7-4,5) p=0,000 0,4 (0,3 0,6) p=0,000

Le tableau XXII montre que l'utilisation des MIILD a réduit la prévalence de 1'anémie aussi

bien dans les zones de faible résistance aux insecticides que dans les zones de forte résistance.

L'anémie a été significativement plus élevée chez les enfants qui ont I'habitude de dormir sous

les MIILD comparativement aux enfants qui ne les utilisent pas dans les zones de faible

résistance (p= 0,02). Dans la zone de forte résistance, le risque n'a pas €té significatif (p=

0,67). La prévalence de l'anémie associée a l'utilisation des MIILD a été significativement

plus élevée dans la zone de faible résistance que dans la zone de forte résistance (p= 0,000).

Tableau XXII : Effet de la résistance sur I’efficacité des MIILD exprimé par la prévalence de

I’anémie chez les enfants de 0 a Sans

Zone de résistance Utilisation Anémie Anémie Total

Prévalence de

Odds ratio Odds ratio forte

MIILD (+) (-) I’anémie (%) MIILD non versus faible
utilisé versus résistance
utilisé
Faible résistance Non 54 19 73 74,0 1
Oui 345 62 407 84,8 0,5 (0,3-0,9) 1
Total faible 399 81 480 83,1 p=0,02
résistance
Forte résistance = Non 85 26 111 76,6 1
Oui 305 104 409 74,6 1,1 1,9 (1,3-2,7)
Total forte 390 130 520 75,0
résistance
Total 789 211 1000 78,9 p=0,67 p =0,000
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I1.3. Discussion

Les résultats de I’efficacité des MIILD sur la prévention du paludisme en zone de résistance
des vecteurs aux insecticides ont montré que dans notre étude, la résistance n’a pas réduit
I’efficacité des MIILD. Paradoxalement, la prévalence de I’infection et de I’anémie sont plus
élevées en zone de faible résistance, ce qui est en contradiction avec les résultats attendus.
Anopheles gambiae, le principal vecteur du paludisme en Afrique, a développé une forte
résistance aux pyréthrinoides dans le sud du Bénin (Ranson et al., 2009). Cette résistance a
été observée non seulement dans les zones urbaines et dans les zones caractérisées par la
culture du coton, mais aussi dans les zones rurales ou l'agriculture traditionnelle ne nécessite
pas l'utilisation d'insecticides ou d'engrais agricoles (Akogbéto et al., 2005 ; Djogbénou et al.,
2010 ; Yadouleton et al., 2011). Le principal mécanisme de résistance aux pyréthrinoides
observé au sud du Bénin est basé sur la modification de la cible chez les vecteurs.
Contrairement a ce qui est observé dans certains pays africains comme le Burkina Faso
(Diabate et al., 2002), cette résistance est €levée chez An. gambiae forme M et forme S. La
forme M était la forme majoritaire au sud du Bénin en général et en particulier dans notre
zone d'étude. Ces résultats confirment ceux de Yadouléton ef al. (2010) qui indiquent que la
résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides augmentait de plus en plus au Bénin.
Afin de déterminer l'influence de la résistance aux pyréthrinoides sur l'efficacité des MIILD,
I'évolution de la résistance des vecteurs dans la zone d'étude a été suivie. Les résultats de
I’enquéte ont montré que la résistance phénotypique a fortement varié au cours du temps
lorsqu’elle est comparée avec les données de 2011 confirmant ainsi les résultats de Akogbéto
et al., 2005. Cette variation a abouti a des recommandations pour la classification des villages
par le comité de 'OMS. En effet, la valeur médiane de la mortalité a la deltaméthrine a été
utilisée pour le regroupement des villages de forte et de faible résistance. La valeur médiane
de la mortalité dans cette étude a été de 79%. Cela suggere que la mortalité induite par la
deltaméthrine a diminué. Donc, la sensibilité des vecteurs a la deltaméthrine apparait comme
un phénomene dynamique qui pourrait étre influencé soit par des parametres intrinseéques et
extrinseques tels que, les conditions climatiques, les facteurs écologiques ou les saisons.

La mutation Kdr est responsable de la résistance aux pyréthrinoides, mais les mécanismes de
détoxication sont également impliqués. Jusqu'a présent, nous ne savons pas quelle est la part
de chaque mécanisme dans les résistances phénotypiques observés dans cette étude. Les
résultats de la mutation Kdr ont montré qu'il y a eu une différence significative entre les
villages de forte et de faible résistance en 2012. Les fréquences de cette mutation sont

significativement plus faibles dans la zone de faible résistance que dans la zone de forte
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résistance. La mutation a également été observée tant chez la forme M que la forme S. Ceci
pourrait étre expliqué par une pression de sélection élevée du gene Kdr dans les populations
vectrices de terrain. Ces résultats sont similaires a ceux de Dabiré et al. (2008) et de Czéher et
al. (2008) qui ont montré la présence de la mutation Kdr chez lez deux formes moléculaires M
et S d’Anopheles gambiae. En outre, nous n'avons pas observé de corrélation entre la
résistance phénotypique (sensibilité a la deltaméthrine) et la résistance génotypique. Les
mécanismes métaboliques impliqués dans la résistance des pyréthrinoides sont présents au
Bénin (Djouaka et al., 2008 ; MS/PNLP/CREC, 2011 ; Djouaka et al., 2011), des études

complémentaires sur ces genes pourraient €tre menées pour répondre a cette question.

La couverture des ménages en MIILD chez les enfants en provenance de cette étude (88%) et
le taux d’utilisation des MIILD chez ces enfants (71%) ont été meilleures. De plus, aucune
différence significative n’a été observée entre la couverture et 1’utilisation des MIILD dans les
deux zones (R+ et R+++). Ainsi, les deux bras sont homogenes et ces facteurs n’affectent pas
I’analyse des résultats.

La prévalence de la parasitémie dans cette population d'étude est de 22%, et les variations ont
été notées entre les villages (5,0 a 57,5). Elle a été inférieure a la prévalence de 44,4%
enregistrée chez des enfants de moins de 5 ans lors de 1'enquéte d’évaluation des indicateurs
du paludisme menée dans la méme région en 2010 par le PNLP (PNLP/MS, 2011). Ces taux
de prévalence sont similaires a ceux observés par Pond (2013) chez les enfants vivant dans
des communautés rurales €loignées de 150 km de la ville ou dans la méme zone d'endémicité
palustre en Afrique sub-Saharienne. La diminution de la prévalence des parasites du
paludisme peut €tre due a des mesures de contrdle mises en ceuvre récemment par le
gouvernement du Bénin a travers le Ministere de la santé publique (PNLP/MS, 2012). Ces
mesures comprenaient une distribution gratuite a I'échelle nationale de moustiquaires
imprégnées d'insecticide (MIILD) a travers le territoire national (Tokponnon et al., 2013).
Cette baisse de la charge du paludisme attribué a l'utilisation d'interventions telles que les
moustiquaires imprégnées a également €té signalée dans les pays ou le paludisme est
endémique, comme le Kenya (Okiro et Snow, 2010).

La prévalence de 1'anémie dans cette population de jeunes enfants est de 78,9%, presque
identique aux taux rapportés (79%) dans la région selon l'enquéte sur les indicateurs du
paludisme menée en 2010 (PNLP, 2012). La variation de la prévalence de I'anémie observée
dans la présente étude n'a pas montré de corrélation avec le niveau de résistance comme
attendue. Le niveau de I'hémoglobine (<11g/dL) utilisé comme indicateur de I'anémie n'a pas
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été significativement influencé par la résistance des vecteurs aux insecticides. Achidi et al.
(2012) au Cameroun ont montré que la différence de la prévalence de I'anémie n'est pas une
surprise dans leurs localités d’étude. Elle pourrait refléter la baisse de 1'état nutritionnel des
enfants.

Dans cette étude, l'efficacit¢ des MIILD dans la prévention du paludisme a é&té
significativement plus élevée dans la zone de forte résistance. La prévention de 1'anémie par
l'utilisation de MIILD était également plus élevée dans les zones de forte résistance. Selon
une récente étude sur la transmission du paludisme dans la zone d'étude (Sovi et al., 2013), la
densité des vecteurs était tres élevée dans la zone a faible résistance. Ces auteurs ont noté dans
la zone de faible résistance un TIE élevé de 184,5 piqlires infectées/homme/6 mois contre
66,7 piqlires infectées/homme/6 mois (p <0,001) dans la zone de forte résistance. De méme, la
prévalence de l'infection du paludisme a été de 27,1% dans la zone de faible résistance contre
17,3% en zone de forte résistance. Toutefois, aucune différence significative n'a été observée
entre la prévalence de I'anémie dans les deux zones. Le niveau élevé de transmission obtenu
dans la région devrait donc conduire a un plus grand nombre de cas de paludisme. Les
résultats d’une étude récente (Emami er al., 2013) suggeérent que l'alimentation des
moustiques sur des hotes humains, dont le sang a été appauvri en raison d'une anémie sévere,
n’a pas réduit de facon significative la capacité ou le potentiel de transmission des vecteurs du
paludisme, et indique que les moustiques peuvent étre en mesure d'exploiter le peu de
ressources de sang a faible taux d'hémoglobine plutét que celle qui est normale pour se
reproduire.

Pour une bonne évaluation de 1'impact de la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides sur
I'efficacité des MIILD, il serait souhaitable d'avoir deux zones franchement différentes sur le
statut de sensibilité des vecteurs: I’'une ol 1'anophele est résistant et I’autre ou il est totalement
sensible. De plus, les deux zones doivent avoir les mémes caractéristiques €cologiques.
Malheureusement, la forte augmentation de la résistance des vecteurs au sud du Bénin ne nous
a pas permis d'obtenir ces zones et c'est ce qui constitue la principale limite de cette étude.
Une autre limite de cette étude est la conception de I'étude transversale. Les associations
présentées auraient pu étre confondues par des facteurs non mesurés, et donc les causes des
interférences ne peuvent pas étre éEtablies. Par ailleurs, la relation temporelle entre les
variables d'exposition (évolution de la résistance des vecteurs, efficacité de I'utilisation des
MIILD) et les résultats d'intérét (apparition des cas de paludisme et d’autres facteurs associés)

ne peut €tre observée.

131



I1.4. Conclusion

Dans la zone d'étude, la résistance des vecteurs du paludisme semble a ce jour ne pas influer
sur I'impact des MIILD. De plus, l'utilisation des MIILD a été fortement associée a une
réduction de la prévalence du paludisme indépendamment de la résistance. Le résultat
surprenant de la faible prévalence de I’anémie dans les zones de forte résistance serait
probablement dii a la baisse de 1’état nutritionnel des enfants et a des différences dans la
bioécologie des populations de moustiques. Il devrait y avoir d’autres études pour suivre dans

le temps, 1’évolution des indicateurs épidémiologiques chez les enfants de méme age en

communauté pour mettre en évidence I’'impact réel de la résistance sur I’efficacité des MIILD.
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Chapitre 6 : -

Evaluation de l'efficacité des MIILD sur le
paludisme en zone de résistance a travers
un suivi longitudinal d’'une cohorte
d’enfants de moins de cinq ans

133



Les avantages des MIILD du point de vue de leur efficacité a grande échelle n’est plus a
démontrer. Elles constituent non seulement a la fois une barrieére physique et chimique entre
I’homme et les moustiques mais aussi procure un effet de masse lorsque son utilisation est en
couverture universelle (Killeen et al., 2007).

En effet, plusieurs travaux ont montré la réduction du nombre de cas et du nombre de déces
d@is au paludisme en lien avec I'utilisation des MIILD en communauté (Howard et al., 2000;
Damien et al., 2010; Binka et al., 1998).

Malheureusement, 1’obstacle majeur avec 1’utilisation des MIILD, se trouve é&tre le
développement de la résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinoides. Par ailleurs,
des travaux ont montré en phase II et III des baisses d’efficacité en lien avec la résistance des
vecteurs (N'guessan et al., 2007 ; Asidi et al., 2012). Il est donc impérieux pour les PNLP de
savoir s’ils doivent continuer a compter pendant longtemps sur ces outils de lutte qui ont
montré leur efficacité.

C’est face a cette préoccupation que le présent chapitre a pour but d’évaluer 1’effet de la
résistance des vecteurs sur I’efficacité des MIILD dans des localités de forte et de faible
résistance des vecteurs aux insecticides a partir des données épidémiologiques obtenues a
travers un suivi actif longitudinal des enfants de moins de 5 ans . Spécifiquement, il s’agit de :
- déterminer les niveaux de résistance des vecteurs a partir des taux de mortalité a la

deltaméthrine au début, en période de forte transmission et a la fin de I’étude;

- mesurer I’incidence palustre et les densités parasitaires chez les enfants 4gés de 06 a 59
mois ;

- évaluer la proportion d’enfants suivis infestés par le Plasmodium falciparum;

- mesurer 1’efficacité protectrice des MIILD chez les enfants agés de 06 a 59 mois dans les
différentes zones de résistance;

- identifier les facteurs influengant 1’infestation palustre chez les enfants agés de 06 a 59 mois

dans les clusters de forte et de faible résistance.

1. Matériel et méthodes
1.1 Cadre d’étude

L’étude s’est déroulée dans le département du Plateau en République du Bénin dans trente
deux villages des communes de Sakété, d’Ifangni, de Pobe et de Kétou. Ces villages sont

identifiés suivant le niveau de résistance des vecteurs comme l’indique le chapitre VI
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Compte tenue de 1’absence de larves dans six clusters (Ko-Aidjedo, Kétougbékon, Okéola,
Zoungougo, Akadja et Ikéman), il y a eu 13 villages de faible résistance et 13 de forte
résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinoides. Les clusters sont répartis de facon

inéquitable dans les quatre communes.

1.2 Type d’étude

Il s’agit d’une étude analytique, descriptive et comparative de suivi actif d’une cohorte
d’enfants agés de 06 a 48 mois, qui s’est déroulée sur douze mois. Elle a consisté a suivre
activement, dans chacun des clusters, une cohorte de 30 enfants de moins de 5 ans (cohorte

de détection de I’infection).

1.3 Population d’étude
La population d’étude est constituée de cibles primaires et de cibles secondaires dans les
clusters (villages) répartis en zones de forte et de faible résistances des vecteurs du paludisme

aux pyréthrinoides.

1.3.1 Cibles primaires
Elles sont constituées des enfants agés de 06 a 59 mois (le jour de leur inclusion dans 1’étude)
répondant aux criteres d’inclusion et résidant dans I'un des trente deux villages des 4

communes durant la période d’étude.

1.3.2 Cibles secondaires
Elles sont constituées des meres ou gardiennes/gardiens d’enfants constituant les cibles

primaires de I’étude.

1.4 Matériel

I1 est constitué de :

o fiche de consentement éclairé

o registre de recensement des enfants de 06 a 48 mois par village ;

o fiche individuelle de collecte de données sur les cibles primaires ;

o notification des résultats de laboratoire relatifs a la goutte épaisse et a la densité parasitaire
des enfants inclus dans la cohorte ;

o guide de collecte de données pour les relais communautaires ;

o fiche de supervision des relais communautaires ;
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o rapports mensuels d’activités des relais communautaires chargés de la collecte des données

sur les enfants.

1.4 Méthode et technique d’échantillonnage

1.4.1 Cibles primaires

Un recensement général des enfants 4gés de 6 a 48 mois s’est déroulé dans chacun des
clusters (villages) identifiés. Au fur et a mesure que le recensement se déroulait, les agents
recenseurs cochaient dans leurs registres, les ménages souhaitant faire participer leur enfant a
I’étude ; ceci a facilité le tirage des enfants parmi ceux dont les parents sont potentiellement
consentants.

Apres la phase de recensement, on a procédé a un tirage aléatoire simple sans remise pour
identifier les enfants a inclure dans la cohorte par cluster dans le cas ou le nombre d’enfants
recensés dépasserait le nombre d’enfants a inclure. Au cas ou le nombre d’enfants recensés est
inférieur ou €gal au nombre a inclure, il n’y a pas eu de tirage. Le nombre recensé constituait

donc la taille de 1’échantillon.

1.4.2 Cibles secondaires
La méthode non probabiliste et la technique de choix raisonné ont été utilisées pour les cibles
secondaires constituant les meres ou gardiens d’enfants de 06 a 48 mois. Ainsi, la personne la

plus responsable de 1’enfant ou son représentant a fourni des informations sur celui- ci.

1.4.3 Criteres d’inclusion des cibles primaires

Sont inclus dans 1’étude de cohorte les enfants 4gés de 06 a 48 mois :

o résidant régulierement (depuis un mois) dans les clusters identifiés dans les communes de
Sakété, Ifangni, Pobe et Kétou;

o dont les parents ou répondants sont consentants a 1’étude et acceptent des prélevements
sanguins pour la GE/FS au début de I’étude, une semaine plus tard et par la suite

mensuellement.

1.4.4 Criteres d’exclusion
Seront exclus de I’étude de cohorte les enfants :
o dont les parents ou répondants ne sont plus consentants a un moment donné de 1’étude

pour une raison ou une autre )
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o dont les parents/répondants et ou eux-mémes sont absents pour plus d’'un mois en dehors
du site d’étude ;
o qui sont hospitalisés pour raison de santé plus d’un mois ;

o perdus de vue ou décédés pendant la période d’observation.

1.5 Taille de I’échantillon

La présente étude est randomisée par cluster avec deux bras : un bras dénommé « zone de
faible résistance » et ’autre dit « zone de forte résistance ». Dans chaque bras, 16 villages
ou clusters ont été randomisés. Et dans chaque cluster, 30 enfants de moins de 5 ans ont été
suivis dans la cohorte selon les criteres d’inclusions. Ainsi, dans chaque zone, I’étude a
enrdlé 480 enfants de moins de 5 ans, donc une cohorte de 960 enfants de moins de 5 ans qui
ont été suivis pendant 9 mois apres les travaux préliminaires.

Le nombre de cibles secondaires soit de gardiens ou gardiennes d’enfants est inférieur ou
égal au nombre d’enfants a inclure dans I’étude, en supposant qu’un ou plusieurs enfants

répondant aux criteres d’inclusion peuvent étre tirés au sort dans le méme ménage.

1.6 Techniques et outils de collecte des données

1.6.1 Techniques

La collecte de données sur les enfants s’est faite en deux temps : (i) dans les ménages et au
point de regroupement pour les prélevements sanguins pour le suivi actif en vue de la
détection de I’infection palustre et (ii) au niveau des centres de santé pour la détection passive
des cas de paludisme.

Avant la phase de constitution de la cohorte d’enfants, une phase de recensement de tous les
enfants du village s’est organisée. A cet effet, un bindme de relais communautaires est
identifié pour 1’opération au niveau de chaque cluster. Pour ce faire, un entretien individuel
est mené avec les répondants des enfants pouvant constituer la cohorte. Une fois la cohorte
constituée, les deux (02) relais communautaires ont parcouru le village. Ainsi, chaque relais
visite et suit la moitié de la taille de I’échantillon d’un village. Des visites mensuelles, au
profit de la cohorte de détection de I’infection, sont effectuées dans les ménages par les relais
communautaires du 10 au 15 de chaque mois sous la supervision directe des infirmiers points
focaux et parfois des superviseurs nationaux. Les relais doivent nécessairement ignorer le
statut parasitologique des enfants inclus. Les fiches sont transmises aussitdt a la formation
sanitaire de tutelle au plus tard les 07 et 22 de chaque mois. Des prélevements de sang

capillaire pour la confection de GE/FS chez les enfants de la cohorte par village sont effectués
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chaque fin du mois, précisément du 25 au 27 de chaque mois, par les techniciens de
laboratoire pour la réalisation des gouttes épaisses. Les techniciens de laboratoire ayant en
charge les prélevements et analyses sanguins sont formés par 1I’équipe nationale. Les
prélevements ainsi réalisés sont acheminés au laboratoire pour I’examen. Les frottis sanguins
sont fixés au méthanol et les GE sont séchées et déshémoglobinisées. Les lames sont rangées
dans des portoirs a lames. Au niveau du laboratoire de la commune, les GE/FS sont colorés a
I’aide d’une solution de Giemsa diluée au dixieéme et on a procédé a la lecture dans les 24 a
48 heures de temps. Un contrdle de qualité des lames s’est réalisé sur 10% des lames par
I’équipe de 1I’Unité de Recherche en Parasitologie-Mycologie de la FSS/UAC. Tout enfant
dont la GE est positive est trait¢é conformément aux directives de prise en charge dans sa
formation sanitaire de tutelle. Les résultats sont transmis aux infirmiers points focaux entre le
28 et le 30, voire le 31 de chaque mois. Les enfants qui sont testés positifs a la goutte épaisse
sont traités par du Coartem® entre la période de 29 au 30/31 de chaque de mois.

Apres les premiers prélevements qui ont eu lieu vers la fin du mois de décembre 2012, et qui
ont constitué le point de départ du suivi, tous les enfants retrouvés positifs ont été traités a
I’aide des CTA en janvier 2013 et les prélevements du suivi actif en communauté proprement
dits ont démarré en février 2013. Tout enfant testé positif au cours d’un mois est traité avec du
CTA conformément aux directives nationales de prise en charge puis retourné dans la cohorte.
Tous les enfants participant a 1’étude ont eu droit a un carnet de soins spécifique a la
recherche et les parents sont sensibilisés a les envoyer dans le centre de santé publique le plus
proche pour étre pris en charge gratuitement avec I’appui du relais communautaire. Tous les
soins administrés sont consignés dans ce dernier qui constitue 1’outil de collecte de données
en plus de la fiche de cluster positionnée au niveau de chaque centre de santé. Tous les soins
sont administrés gratuitement aux enfants et les différents colits sont pris en charge par
I’équipe de recherche.

Neuf prélevements ont été effectués sur une base mensuelle de Février a Octobre 2013. Les
épisodes de paludisme survenus chez les enfants de la cohorte sont collectés mensuellement
dans les centres de santé. En effet, pour certains clusters, la goutte épaisse réalisée sur les 30
enfants ne donne aucun résultat positif car les enfants tombent parfois malades entre deux
prélevements et sont traités avec le Coartem® en cas de TDR ou de GE positifs dans les
formations sanitaires des localités. Tout enfant ayant eu un épisode de paludisme et traité au
niveau du Centre de Santé avant la période de prélevement est considéré comme positif pour

le mois. Les donnés des 30 enfants suivis activement dans chaque cluster sont traitées et
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intégrées aux données de suivi par les relais, aux résultats des prélevements de laboratoire et

aux fiches de suivi au niveau des formations sanitaires.

1.6.2 Outils de collecte des données
Les outils de collecte a utiliser sont en fonction de la technique de collecte de données et du

niveau de recueil de données. Il s’agit de :

v’ Recueil de données dans les ménages

4+ Fiche de consentement éclairé

+ Registre de recensement des enfants par village

+ Outil individuel de collecte de données de 1’enfant & remplir par le Relais Communautaire
4 Fiche combinée individuelle de collecte de données épidémio-socio-économique

Grille de controle de qualité des données collectées par les relais communautaires

v’ Recueil de données parasitologiques
+ Registre de diagnostic parasitologique
+ Outil individuel de collecte de données de 1’enfant a remplir par le laboratoire

+ Grille de controle de qualité des lames de GE

1.7 Variables mesurées
1.7.1 La variable dépendante
Il s’agit de I’infestation palustre chez les enfants 4gés de 06 a 48 mois de la cohorte.

L’infestation palustre prend en compte la goutte épaisse positive (GE+).

1.7.2 Les variables indépendantes

Ces variables sont catégorisées en cing. Il s’agit de :

v’ Variables démographiques
o Age des répondants
o Sexe des répondants
o Age de I’enfant

o Sexe de I’enfant

v' Variables environnementales et culturelles

o Type d’habitat;
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o Habitats groupés;

o Zone marécageuse ou abritant un bassin ou cours d’eau;
o Absence de gites larvaires;

o Religion;

o Groupe sociolinguistique;

v’ Variables liées aux comportements des parents
o Administration de médicaments antipaludiques a I’enfant a titre préventif;
o Administration de remedes traditionnels a I’enfant;
o Fréquence d’administration de remedes traditionnels a I’enfant;
o Type de recours aux soins;
o Utilisation de la MIILD par tous les membres de la famille

o Utilisation d’autres moyens de prévention du paludisme

v’ Variables sanitaires liées a I’enfant
o Disponibilité de MIILD pour I’enfant de la cohorte
o Fréquence d’utilisation de la MIILD par I’enfant de la cohorte
o Etat de MIILD utilisée par I’enfant de la cohorte (sans ou avec trous)
o Type de moustiquaire utilisée par I’enfant
o Episode de fievre dans la quinzaine précédent la visite de I’enfant
o Antécédent de maladie dans la quinzaine précédent la visite de I’enfant
o Prise de médicaments antipaludique suite a un épisode de paludisme
o Prise de médicaments suite a une maladie autre que le paludisme dans la quinzaine

précédant la visite de 1’enfant.

1.8 Aspects opérationnels des variables

La variable dépendante « infestation palustre » chez les enfants agés de 06 a 48 mois inclus
dans la cohorte a deux modalités : oui ou non. Ainsi, la variable dépendante est dichotomisée.
Quant aux autres variables indépendantes, les modalités varient de 2 a plusieurs selon la
variable. Il s’agit des variables pouvant expliquer I’infestation palustre.

L’infestation palustre est appréciée par rapport a chaque enfant de la cohorte et par rapport a
chaque groupe de villages selon la résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinoides. Il
n’y a pas de variable composite dans I’ensemble des variables indépendantes. Il n’y a pas

donc de variables a opérationnaliser.
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La figure 23 présente les enfants suivis pendant 9 mois dans 26 clusters et les observations

réellement réalisées.

Nombre théoriques d’enfants ayant fait objet

de suivi : 7020

(30 enfants x 26 villages x 9 suivis)

Absents ou perdus de Nombre décédés : 05 Nombre de refus : 07
vue : 1577
Nombre d’observations effectivement
réalisées en 9 mois de suivis : 5431
Zone R+++ : 1350 Zone R++ : 2085 Zone R+ : 1996
MIILD+: 1235 MIILD+ : 1545 MIILD+: 1632

Figure 23 : Les observations réalisées au cours du suivi des enfants de la cohorte

1.9 Sensibilité des anopheles a la deltaméthrine

Dans chacune des 32 clusters, des prospections de larves d’anopheles ont été réalisées en
octobre-novembre 2012, en juin 2013 et en octobre 2013. Les larves ont été élevées au
laboratoire. Les adultes obtenus sont identifiées morphologiquement grace aux clés de Gilles
& de Meillon (1968) et seules les femelles An. gambiae sont utilisées pour les tests de
sensibilité au laboratoire. Ce test a été réalis€ comme décrit dans le chapitre II.

Le taux de mortalité est calculé et interprété selon les criteres recommandés par I’OMS

(OMS, 2013).
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- Mortalité > 98% : population dite sensible

- Mortalité comprise entre 90-97% : résistance suspectée

- Mortalité < 90% : population résistante

En absence de zone de franche sensibilité, nous avons défini R+ (mortalité> 98%) comme
zone de faible résistance, R++ (mortalité entre 90-97%) comme zone de résistance suspectée

et R+++ (mortalité < 90%) comme zone de forte résistance.

1.10 Analyse des données

Les données collectées ont été doublement saisies sur une base de données informatisée
accessible a des personnes autorisées disposant d’un code d’acces a la base. Chaque enfant est
identifié par un code d’identification unique qui a servi a la saisie des données dans la base.
Ainsi, aucune information relative a 1’identité de I’enfant ne figure dans la base de données. Si
un parent décidait de retirer 2 un moment donné de 1’étude son enfant, apres avoir donné son
consentement éclairé initial, ses données ne sont pas utilisées pour 1’étude. Les données
collectées sont saisies dans un masque concu a 1’aide de Epidata (Database and statistics
software for public health professionals, Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
Atlanta, USA) de Epi info version 3.5.1. Les analyses ont été faites a 1’aide de SPSS 16.0. et
de Epi info version 3.5.1. Les données parasitologiques ont été analysées séparément en
termes de prévalence de P. falciparum des formes sanguines asexuées de méme que la densité
de P. falciparum des formes sanguines asexuées dans les gouttes épaisses de parasites
positives.

Les différents résultats de 1’étude sont présentés par objectif aprés une description sommaire
des caractéristiques des échantillons.

Les caractéristiques des enfants de la cohorte (suivi actif) sont données sous la forme de
tableaux récapitulatifs. La répartition des enfants infestés par le Plasmodium s’est faite par
regroupement de clusters suivant le statut des vecteurs décrit plus haut.

L’aspect descriptif des variables est abordé tant pour la variable dépendante que pour les
variables indépendantes sous diverses formes. Une analyse descriptive uni-variée est effectuée
pour décrire les caractéristiques socio-anthropologiques et démographiques des enfants. Les
tests statistiques de Khi carré (¥2) de Pearson et de test exact de Fischer ont été utilisés pour
déterminer et comparer la relation entre deux variables aléatoires au seuil de signification de

0,05.
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Les tendances d’évolution des incidences par rapport aux taux de mortalité a la deltaméthrine
ont été observées. Les coefficients de corrélations ont été déterminés pour apprécier les liens
existant entre les incidences et les niveaux de sensibilité a la deltaméthrine. Les données
parasitologiques ont été analysées séparément en termes de prévalence et de densités
parasitaires de la forme sanguine asexuée de P. falciparum.

L’efficacité protectrice des MIILD a été calculée a partir de I’OR par la formule EP = 1-OR
(Olivier et al., 2004). Des analyses multi variées a I’aide de la régression logistique ont

permis d’identifier des facteurs associés 1’infestation palustre.

2. Résultats

2.1 Tests de sensibilité des anopheles a la deltaméthrine

Les 32 villages ont été prospectés pendant les trois passages (octobre-novembre 2012 ; juin-
juillet 2013 et octobre 2013). Parmi ces villages, certains n’ont pas présenté de gites productifs a
An. gambiae lors de nos prospections. Ainsi, nous disposons de données de sensibilité a la
deltaméthrine pour 26 clusters en novembre 2012 ; 26 en juin 2013 et 27 en octobre 2013. Les
taux de mortalité ont varié de 76 a 100 % (médiane a 95%) pour les résultats des tests réalisés en
novembre 2012. En juin 2013, les taux de mortalité ont varié de 60,8 a 100 % (médiane a 95,3%)
dans les clusters retrouvés positifs lors des prospections larvaires. En octobre 2013, les résultats
des tests de sensibilité ont varié de 84,9 a 100% (médiane a 93,7%). Il est a noter ainsi que des
mortalités a la deltaméthrine ont augmenté dans certains villages (c'est-a-dire sensibilité accrue).
D’un passage a I’autre, les populations d’An. gambiae ont changé de sensibilité. Le maintien du
méme technicien, la constance de la température et de I’humidité relative ainsi que les taux nuls
de mortalité au niveau des témoins excluraient des problemes techniques liés aux manipulations
qui soient survenus lors de nos tests. Les coefficients de corrélation entre les taux de mortalité
réalisés a partir du test de Spearman indiquent qu’il existe une corrélation moyenne entre juin-
juillet 2013 et octobre 2013 (r = 0,42 ; p = 0,06). Entre octobre-novembre 2012 et juin-juillet
2013 (r =- 0,78 ; p = 0,74), il n’existe pas de lien. Pour les taux de mortalité de octobre-
novembre 2012 et octobre 2013 (r = -0,55 ; p = 0,009), il y a une corrélation moyenne entre ces

données.
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2.2 Description de la population des enfants de moins de 5 ans

Pendant neuf mois, 780 enfants de 26 villages (180 dans les 6 villages de faible résistance
« R+ », 300 dans les villages ol la résistance est suspectée « R™ » et 300 dans les villages de
forte résistance « R™ ») ont été suivis sur le plan parasito-clinique compte tenu de 1’absence
de larves dans six clusters. Les enfants nés au cours de 1'étude n'ont pas été inclus. L'dge moyen
est comparable (22 mois) dans I’ensemble des villages. Pour la zone R”, il est de 21 mois, 24
mois pour la zone R, et enfin 21 mois pour la zone de forte résistance. Le sexe ratio M/F était
équilibré: 1,0 ; 1,0 ; 1,1 respectivement pour R*, R™ et R"". Pour I’ensemble des villages il est
de 1,1. La participation des enfants au suivi clinique était élevée dans les trois groupes (figure

23).

Un total de 22% des enfants était absent ou perdu de vue au cours des suivis et moins de 1%
était décédé (5 enfants morts sur les 9 mois de suivi). Un total de 5512 gouttes épaisses a été
réalisé avec une moyenne d’environs 8 par enfant. La répartition des échantillons de sang

prélevés est représentée sur la figure 24.
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Figure 24 : Répartition des prélevements en fonction des zones, de 1’état clinique des enfants

et des observations réalisées sur les MIILD
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2.3 Incidences, taux d’infestation et densités parasitaires selon les niveaux de résistance
des vecteurs

Au cours du suivi, nous avons observé que la moitié des enfants n’ont pas été infestés
(49,23%). En lien avec I'utilisation des MIILD, 54% des enfants suivis n’ont pas été infestés

et le nombre moyen de fois qu’un enfant s’infeste est de 0,75.

2.3.1 Evaluation de I’incidence cumulée du paludisme maladie suivant les niveaux de
résistance des vecteurs aux insecticides

En prenant un épisode palustre comme la présence de fievre ou d’antécédent de fievre dans
les 48 heures avec une parasitémie positive, 247 enfants malades du paludisme sur les 603 ont
été retrouvés positifs apres le suivi. Environ 77% de ces enfants impaludés ont utilisé de
MIILD toutes les nuits. Nous avons observé que plus de 74% de ces enfants ont utilisé des
MIILD en bon état (141/190). En considérant les trois groupes de localités de résistance, 25%
des enfants positifs ont fait le paludisme en R*. En R™ et R, respectivement 39% et 51%
des enfants positifs ont fait le paludisme (Figure 24). L’incidence cumulée du paludisme
maladie est de 35,2 pour 1000 enfants suivis pendant 9 mois (Tableau XXIII). Elle est de
18,5; 38,9 et 41,5 pour 1000 enfants suivis pendant 9 mois respectivement dans les clusters
R*, R™ et R™". Les rapports des taux déterminés a partir de ces données indiquent clairement
que dans la zone ou les vecteurs sont de faible résistance, 1’incidence est faible (p=0,000). La
figure 25 présente 1’évolution des incidences du paludisme maladie en fonction du temps dans

les différentes localités.

Tableau XXIII : Evaluation des incidences du paludisme maladie suivant les différentes

zones de résistance des vecteurs aux insecticides

Enfants Enfants Total Incidence
Zones de résistance asymptomatiques symptomatiques population cumulée maladie = Rate Ratio
R+ 89 30 1620 18,52(13,0-26,3) -
2,1(1,41-3,14)

R++ 163 105 2700 38,89(32,2-46,9) p=0,0003
2,24(1,50-

3,34)
R+++ 104 112 2700 41,48(34,6-49,7) p=0,00007

Total général 356 247 7020 35,19(31,1-39,8)

Lorsqu’on considere les localités R+ et R++, on note une corrélation moyenne suivant le test

de Peason (R+R++ r= 0,407 ; p= 0,277). En revanche, les localités R+ et R+++ ont montré
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une faible corrélation sans grande différence (R+ et R+++ r= 0,133 ; p= 0,73). En comparant
les localités R™ et R™" on observe une corrélation forte (r= 0,66 ; p= 0,05). Les mémes
tendances et corrélations ont été observées avec les incidences moyennes des infestations

palustres et les taux de mortalité a la deltaméthrine.
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Figure 25: Evaluation des incidences cumulées du paludisme maladie dans les trois types de

localités

Nous avons observé également que 1’état clinique des enfants dans les différentes localités a
été fortement associé a I’infestation. Le tableau XXIV présente le lien entre la présence de
fievre et I'infestation palustre. Cette méme observation a été faite suivant les différents mois
de suivi. Toutefois, dans les zones R™ et R™"", on note plus d’enfants malades que dans les

zones R*.
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Tableau XXIV : Etats cliniques des enfants et infestation en fonction des niveaux de

résistance
Zones de
Resistance Etats des enfants  Positifs Négatifs Odds Ratio
R+
Symptomatiques 30 121 |
Asymptomatiques 89 1110 3,09(1,9-4.8)
p<0,001
Total R+ 119 1231
R++
Symptomatiques 105 168 |
Asymptomatiques 163 1649 6,32(4.7-8,5)
p<0,0001
Total R++ 268 1817
R+++
Symptomatiques 112 206 i
Asymptomatiques 104 1574 8,23(6,1-1,2)
p<0,0001
Total R+++ 216 1780
Total général 603 4828

2.3.2 Evaluation de D’incidence d’infestation suivant les niveaux de résistance des
vecteurs aux insecticides

L’incidence d’infestation palustre a été de 85,9 pour 1000 enfants suivis (603/7020) pour
I’ensemble des villages. Ce taux a été de: 73,5; 99,0 et 80,0 pour 1000 enfants suivis
respectivement dans les villages R+, R++ et R+++. Lorsqu’on considere les zones R+ et R++,
on observe un écart entre les incidences d’infestation. Le rapport des taux réalisé donne RR :
1,35(1,2-1,7) p=0,008. Entre R+ et R+++, I’écart observé n’est pas significatif RR : 1,1 (0,9-
1,4) p=0,47.

En vue d’évaluer I’influence de la résistance sur ces taux d’infestation, nous avons proposé
des modeles pouvant mettre en évidence d’éventuelles corrélations entre ces deux
informations. Il s’agit dans un premier temps de faire varier les taux moyens d’incidence de
chaque cluster sur les 9 mois de suivi par rapport a chaque passage de prospection larvaire.
Aucune corrélation n’a été obtenue. La figure 26 présente 1’évolution de ces deux parametres

par rapport a la période de suivi.
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Figure 26 : Evaluation des incidences d’infestation au niveau de chaque cluster en fonction

des trois taux de mortalité a la deltaméthrine

Lorsque nous avons rapproché les périodes de prospection larvaire en vue de la détection du
niveau de mortalité des anopheles a la deltaméthrine avec les données d’incidences de la
méme période, nous avons observé que les coefficients de corrélation sont améliorés mais ne
présentent toujours aucune tendance significative. La figure 27 (a) présente les données
d’incidence sur la période de mars-aoit 2013, sur le taux de mortalité de juin 2013 et la

figure 27 (b) présente les incidences par cluster de septembre-octobre 2013 sur les taux de
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mortalité d’octobre 2013. Ainsi donc, pour la répartition des villages, nous avons utilisé les

taux de mortalité de la période de forte transmission.
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Figure 27: Evolution des incidences d’infestation au niveau de chaque cluster en fonction des

taux de mortalité a la deltaméthrine rapprochés de la période de prospection larvaire.

2.3.3 Evaluation des taux d’infestation des enfants dans les différents types de localités

Les moyennes des taux d’infestations sont comparables dans les différentes localités. Ces taux
moyens ont été respectivement de 8,83 ; 12,87 et 10,84% pour les enfants provenant des
clusters R+; R++ et R+++. L’analyse de variance a partir du test Anova n’a montré aucune
différence entre ces proportions (p=0,107). La figure 28 présente les évolutions des taux des
infestations entre les trois types de zone. Lorsqu’on considere R+ et R++, on note une forte
corrélation suivant le test de Peason (R+R++ r= 0,695 ; p= 0,03). Les zones R+ et R+++ ont

aussi montré une corrélation avec une différence limite (R+R+++ r=0,65 ; p= 0,05).
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Figure 28: Evaluation des taux d’infestation palustres dans les trois types de localités

2.3.4 Evaluation des densités parasitaires dans les différentes localités de résistance des
vecteurs

Avec les données de base de novembre-décembre 2012, on n’a pas observé de différence de
nombre moyen géométrique des densités parasitaires (p=0,29). Les moyennes géométriques
des densités parasitaires présentées dans le tableau XXV ont varié lors du suivi réalisé
(p=0,0058). Dans les zones de faible résistance, la moyenne géométrique des densités
parasitaires chez les malades du paludisme a été supérieure a celle des enfants porteurs de
parasites (p=0,000) alors que dans les zones de résistance suspectée ou de forte résistance,
cette moyenne géométrique des densités parasitaires a €té supérieure chez les enfants non

malades que chez les enfants souffrant du paludisme (p<0,0001).
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Tableau XXV : Evaluation des densités parasitaires des enfants en fonction des niveaux de

résistance des localités de provenance

Variables Localités
Zone R+
Zone R++ Zone R+++
Moyennes géométriques des
DP de Novembre 2012 7344 [4248-1270] 3689 [2635-5167] 3217 [2116-4892] p=0,2900

(IC95%)

Moyennes géométriques des

DP aprés les 10 mois de suivi 1617 [1465-1465] 2273 [2046-2526] 2157 [1942-2396] p=0,0058

20130C95%)

MGDP asymptomatiques 1459 [1330-1601] 1694 [1546-1855] 1509 [1387-1642]
ICI5%)

MGDP symptomatiques 3650 [2288-5822] 1600 [999-2562] 1421 [9222-21809]
ICI5%) p=0,0004 p<0.0001 p<0.0001

MG : Moyenne Géométrique ; DP : Densités Parasitaires ; IC Intervalle de Confiance

2.4 Efficacité protectrice des MIILD et influence de la résistance

Les résultats des analyses bi-variées réalisées a partir des variables « utilisation des MIILD
toutes les nuits et la nuit précédant le suivi » et ’infestation parasitaire dans les différents
types de localités sont présentés dans le tableau XXVI. L’efficacité protectrice n’a pas été
perceptible dans 1’ensemble des zones et dans les localités ou la résistance est installée.
L’efficacité protectrice a été de 55% dans les localités de faible résistance des vecteurs aux
insecticides. L’influence de la résistance est bien observée dans les localités de suspicion de la
résistance que dans les zones de forte résistance. Les enfants provenant de ces types de
localités ont plus de 31% de chance de faire une parasitémie positive que ceux qui sont dans
les localités de faible résistance. Pour les enfants positifs dans 1’ensemble des clusters,
19,76% ont déclaré avoir utilisé de MIILD contre 72,38% pour ceux qui ont été négatifs

(tableau XXVI).
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Tableau XXVI : Influence de la résistance sur I’efficacité protectrice des MIILD dans les

différentes localités

Zones de P Odds Ratio
L . MIILD Positif Négatif Total ° Odds Ratio  R+vs R++ et R+
résistance Infestation
vS R+++
5 110 115 4,35 1
Zone R+ o 0,45(0,2-1,1
114 1121 1235 9,23 45(0,2-1.1) 1

Oui p>0,05
Total R+ 119 1231 1350 8,81

Non 72 468 540 13,33 1
Zone R++ 1.06(0.8-14)  0.69(0,6-0.9)

Oui 196 1349 1545 12,69 p>0,05 p<0,05
Total R++ 268 1817 2085 12,85

Non 45 319 364 12,36 1
Zone Re-++ 1,21(0,85;1,71) 0,868(0,677;1,12)

oui 171 1461 1632 10,48 p>0,05 p>0,05
Total R+++ 216 1780 1996 10,82
Pour 122 897 1019 11,97 1
I'ensemble 431 3931 1,11(0,89;1,373)

4412 10,90 p>0,05

Total général 603 4828 5431 11,10

En analysant les résultats par cluster, il existe des localités ou tous les enfants positifs ont
dormi sous MIILD dans la période de nos travaux. En zone R+, 3 clusters sont concernés sur
les 6. 11 s’agit de Ko-koumolou, Kpankpoun et Okpometa. Deux clusters sont concernés dans
les zones R++ (Alabansa et Djegou-Djedji) et pour les zones R+++, 3 clusters ont présenté
des villages ou tous les enfants positifs ont utilisé de MIILD toutes les nuits (Agbarou ;
Djohouncollé et Ko-dogba).

Un cluster a présenté une caractéristique particuliere de n’avoir aucun enfant positif qui ait
utilisé de MIILD. Pour le reste des localités de R++ (7 clusters) et R+++ (6 clusters),
I’efficacité protectrice n’était pas statistiquement prouvée. Nous avons observé que tous les
villages de faible résistance (R+) ont montré de forte protection par les MIILD (Tableau

XXVID). Les clusters exempts de résistance ont fait observer de nette protection.
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Tableau XXVII : Analyse des résultats d’efficacité protectrice des MIILD dans les clusters

suivant les particularités observées dans les différentes zones de résistance

Zones %
Résistance Cluster MIILD Positifs Négatifs Total Infestation Odds Ratio
Lokossa
Non 3 20 23 13,04 1
1,55(0,05-0,53)
Oui 6 183 189 3,17 p<0,05
Total Lokossa 9 203 212 4,25
Mowodani
Non 1 13 14 7,14 1
Zone R+ 0,086(0,011-,67)
Oui 27 217 244 11,07 p<0,05
Total Mowodani 28 230 258 10,85
Zihan
Non 1 24 25 4,00 1
0,048(0,007-
163 189 13,76 0,36) p<0,0001
Oui 26
Total Zihan 27 187 214 12,62
Araromi
Zone Re++ Non 29 119 148 19,59 1
Oui 0 6 6 0,00 -
Total Araromi 29 125 154 18,83

2.5 Facteurs associés a la survenue des infestations

Les résultats de 1’analyse multi-variée des différentes variables ont permis de recenser un
certain nombre qui sont associées a la survenue des infestations chez les enfants de I’étude. Le
tableau XXVIII présente ces variables et les résultats issus du modele de régression logistique
appliqué. Les bas niveaux d’instruction des parents (p=0,025), les habitats groupés (p=0,02),
les fievres ou les antécédents de fievre (p=0,000), I’utilisation des MIILD toutes les nuits
(p=0,000), I'utilisation des MIILD une fois toutes les 2 ou 3 nuits (p=0,04), I'utilisation
irréguliere des MIILD (p=0,000), I’utilisation d’autres moyens de prévention (p=0,017), les
zones de résistance suspectée (p=0,017) et la période de forte pluie (p=0,000) sont des

facteurs associés a la survenue des infestations (tableau XXVIII).
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Tableau XXVIII : Analyse multivariée des facteurs associés a la survenue des infestations

chez les enfants de moins de 5 ans

Aucun niveau 0,000 1 -
Universitaire 0,193 1,213[0,946-1,556] 0,128
Secondaire -0,071 0,932[0,358-2,427] 0,885
Primaire -0,55 0,577[0,357-0,933] 0,025
Non 0,000 1 -
Oui 0,259 1,295[1,042-1,610] 0,02
Non 0,000 1 -
Oui -0,455 0,635[0,515-0,782] 0,000

Toutes les nuits 0,000 1 =

-0,515 0,597[0,359-0,993] 0,047
Une fois toutes les 2 ou 3 nuits

De facon irréguliére -2,254 0,105[0,04-0,272] 0,000
Pas du tout 0,336 1,4[0,707-2,773] 0,335
Non 0,000 1 -
Oui -0,403 0,668[0,480-0,930] 0,017
R+ 0,000 1 -
R++ -0,303 0,739[0,576-0,948] 0,017
R+++ 0,054 1,056[0,856-1,303] 0,613
Non 0,000 1 -
Oui -1,967 0,14[0,057-0,345] 0,000
Février-Mars 0,000 1 -
Avril-Juillet -0,774 0,461[0,346-0,615] 0,000
Aot -0,202 0,817[0,663-1,009] 0,06
Septembre-Octobre 0,127 1,136[0,855-1,509] 0,381
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3. Discussion

La question de lI'impact des moustiques résistants sur I’efficacité des MIILD dans les
conditions de terrain devient une préoccupation majeure. L'extension rapide de la résistance
des vecteurs aux pyréthrinoides a remis en question l'efficacité des MIILD comme stratégie
majeure actuellement promue par les PNLP dans la prévention du paludisme.

Dans notre cohorte de suivi longitudinal de 30 enfants par cluster apres la couverture
universelle des MIILD obtenue en 2011, et le traitement par les CTA de ceux qui sont
malades ou infestés dans des localités de différents niveaux de résistance des vecteurs aux
insecticides, on observe une incidence d’infestation relativement faible, avec 0,75 épisode
d’infestation par enfant et pour la période de suivi, soit environ 1 épisode d’infestation
palustre par an. Ce nombre d’épisode annuel est inférieur a 1,5 trouvé dans une autre localité
au sud du Bénin ou les vecteurs sont résistants aux insecticides (Damien et al., 2010). Cette
baisse pourrait €tre liée a la campagne de distribution des MIILD réalisée en 2011. Chez la
moiti€ des enfants suivis, on observe une absence d’infestation. L’incidence de la maladie a
été de 35,19 pour 1000 enfants suivis dans des localités de transmission élevée. Cela dénote
de I'intérét que les populations accordent a I’utilisation des MIILD dans la zone. Surtout, tous
les cas (100%) de paludisme notés sont des cas simples. L’incidence de paludisme (maladie et
infestation) remarquablement basse observée dans la zone de” sensibilité " des vecteurs par
rapport aux zones ou les vecteurs sont résistants est une information capitale. Elle a diminué
dans la zone tout au long de I’étude. L’incidence de la maladie a été de 3,5% alors que dans le
département du Plateau, I’incidence du paludisme simple chez les enfants de moins de 5 ans
était de 19,85% (SNIGS, 2012). Une diminution de plus de 80% qui serait liée donc a la
rigueur dans la confirmation et le rapportage des cas, a 1’utilisation massive des MIILD et a
I’utilisation d’autres moyens de protection et surtout au traitement par les CTA a été observée.
Toutefois, les données du SNIGS ne constituent que des informations de routine collectées au
niveau des formations sanitaires qui ne sauraient €tre superposées a des résultats de suivi
d’une cohorte d’enfants en communautés. De nombreux travaux en Afrique ont montré une
baisse importante du nombre de déces et d'’hospitalisations liés au paludisme au cours de la
dernicre décennie, et il est réguliecrement montré que les interventions de contrdle du
paludisme y compris l'utilisation de moustiquaires et les CTA sont responsables de ces baisses
(Ceesay et al., 2007; Otten et al., 2009). Cependant, peu de ces études ont été réalisées dans
des contextes de suivi longitudinal de cohorte d’enfants dans les zones d’endémicité ou les
vecteurs sont résistants aux insecticides. Les résultats de nos travaux ont montré une

augmentation de 1’incidence du paludisme en rapport avec une €élévation de la résistance des
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vecteurs. Ces résultats sont semblables a ceux de Trape et al. (2011) qui ont observé une
augmentation du nombre de cas de paludisme avec une diminution du taux de mortalité a la
deltaméthrine au Sénégal apres la couverture universelle en MIILD. De plus, les travaux de
Asidi et al. (2012) ont révélé une perte d’efficacité de ces moustiquaires en zone de résistance
comparativement a la zone de sensibilité. Les travaux de Gnanguenon et al. (2013) ont montré
que les moustiques résistants peuvent résister a 1'effet excito-répulsif des MIILD et pénétrer
les moustiquaires imprégnées pour se nourrir sur leurs hotes lorsqu’ils retrouvent des
ouvertures.

Le taux d’infestation palustre a été plus bas en zone de sensibilité des vecteurs. La faible
prévalence de la parasitémie asymptomatique dans cette cohorte a été inférieure a 5 % sur la
base de la microscopie mensuelle. Compte tenu de l'absence de criteres standards de
diagnostic clinique, la parasitémie asymptomatique décrit dans la présente étude représente si
oui ou non les enfants étaient dans une période pré-symptomatique, a l'exclusion de tout
enfant qui aurait développé le paludisme dans les sept jours (Laishram et al., 2012). Bien que
les définitions de cas peuvent varier selon les auteurs, la faible prévalence de l'infection
asymptomatique observée ici suggere que les traitements rapides et répétés avec les CTA sont
efficaces et peuvent modifier l'acquisition de l'immunité anti-parasite, ce qui limite les
infections symptomatiques chez les jeunes enfants. D'autres études portant sur 1impact des
traitements rapides sur le développement de I'immunité anti-palustre seraient nécessaires.
Dans notre étude, 1’efficacité protectrice des moustiquaires utilisées par les enfants tout au
long du suivi a été estimée a 55% dans les localités de faible résistance des vecteurs aux
insecticides. Ce taux est supérieur aux estimations d’efficacité des moustiquaires imprégnées
qui sont de I’ordre de 50% en zone d’endémie ol les anopheles sont sensibles aux insecticides
(Lengeler, 2004). Toutefois, malgré la résistance des vecteurs, les travaux de Henry et al.
(2005) en Cote d’Ivoire ont montré une protection de 56% dans les localités par les
moustiquaires imprégnées aux insecticides. Il faudra noter que dans notre étude, les suivis ont
été réalisés dans des conditions réelles de terrain ou les comportements des populations ont
été observés. Dans les localités de forte résistance R+++ ou de résistance suspectée R++, cette
efficacité protectrice n’est pas trop perceptible. Les clusters de faible résistance ont montré
une nette protection par les MIILD alors que dans tous les villages ou la résistance est
installée ou suspectée, on n’observe pas de protection appréciable chez les utilisateurs de
MIILD. Ces résultats pourraient corroborer avec ceux de Trape ef al. (2011) et de Osse et al.
(2013) qui avaient montré une augmentation du niveau de la transmission dans des régions

sous couverture universelle de MIILD en zone de résistance des vecteurs aux pyréthrinoides.
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Ainsi, en présence de moustiquaires imprégnées d’insecticides, les moustiques sensibles
subissent I’effet excito-répulsif de pyréthrinoides et ne parviennent pas a prendre leur repas
sanguin. Mais en présence de moustiques résistants, ce caractere n’est pas perceptible et le
moustique joue soit sur le mauvais état des MIILD pour se gorger ou sur les mouvements des
hommes a I'intérieur des MIILD pour prendre son repas sanguin. L’influence de la résistance
est mieux observée dans les localités de suspicion de la résistance que dans les zones de forte
résistance. Les enfants provenant de ces types de localités ont 31% de chance de faire une
parasitémie positive plus que ceux qui sont dans les localités de faible résistance. Aussi, les
enfants qui résident dans les localités de forte résistance ont 13% de chance d’étre positifs
plus que ceux qui proviennent des localités sensibles. La faible efficacité observée en zone de
résistance pourrait étre due a la présence de vecteurs résistants. Toutefois, le dosage
quantitatif des anticorps contre des protéines salivaires spécifiques d’anophele sur les
confettis prélevés expliquerait mieux les niveaux d’exposition aux piqlres de moustiques dans
les différentes localités de résistance des vecteurs aux insecticides et renseignerait mieux sur

la protection par les MIILD.

Des facteurs observés tels que les zones de résistance suspectée, I’utilisation des MIILD
toutes les nuits, 1’utilisation des MIILD une fois toutes les 2 ou 3 nuits, I’utilisation irréguliere
des MIILD, I’utilisation d’autres moyens de prévention, la période de forte pluie et les fievres
ou les antécédents de fievre sont des facteurs déterminants dans la survenue de I’infestation
palustre. Ainsi, la seule variable d’utilisation des MIILD ne permet pas d’apprécier les
infestations observées. Il est clair devant ces faits qu’il faut accentuer la sensibilisation a
I’utilisation des moustiquaires par toutes les populations ainsi que 1’utilisation des autres
moyens de protection existants et applicables selon les contextes tout en agissant a limiter la
résistance. L’amélioration du niveau d’instruction des populations, la surveillance du
comportement des vecteurs et la gestion de la résistance telle que le recommande I’OMS

(WHO 2012) et adopté par le Bénin (PNLP/MS, 2013) doivent étre une priorité.

Il 'y a plusieurs limites a cette étude. La cohorte a été inscrite par commodité
d'échantillonnage, ce qui limite la possibilité de généraliser les résultats. Aussi, 1’absence de
corrélation entre les taux de mortalité des vecteurs dans les clusters du début, du milieu et de
la fin de I’étude et la classification des clusters sur la base des taux de mortalité obtenus dans
la période de forte transmission constituent d’autres limites. Bien que dans l'analyse, nous
avons tenté d’observer séparément les incidences sous plusieurs formes et que les enfants

inscrits au début de 1'étude sont ceux qui ont été suivis, les liens directs entre le taux de
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mortalité et les incidences apparaissent moins. Des informations détaillées également sur
I'exposition individuelle aux piqlires de moustiques et au niveau de couverture des ménages
sont disponibles. Une autre limite est 1'évaluation de l'utilisation des MIILD qui est
déclarative dans certains cas et non directement observer le dormeur sous moustiquaire, ce
qui peut avoir surestimé le taux d’utilisation des MIILD comme I’avaient déja indiqué les
travaux de Frey et al. (2006).

Les enfants ont recu un traitement gratuit contre toutes les pathologies dont le paludisme s’ils
ont présenté de signes évocateurs et une confirmation parasitologique du paludisme. Ceci
constitue une force a cette étude. Cependant, les moyennes géométriques des densités
parasitaires dans les épisodes de paludisme ont été significativement plus élevées que celles
des épisodes de parasitémie asymptomatique dans les zones de faible résistance, ce qui
suggere que le paludisme a contribué a des symptomes dans la plupart des cas ou un
traitement antipaludique a été donné. Dans les localités ou la population des vecteurs est
résistante, le nombre de cas de paludisme est plus élevé et les moyennes géométriques des
densités parasitaires sont plus importantes chez les cas asymptomatiques que chez les

malades.

4. Conclusion

Le suivi mensuel, pendant pratiquement un an, des enfants de moins de 5 ans provenant des
localités de différents statuts de vecteurs a permis d’apprécier 1’évolution des indicateurs du
paludisme dans la lutte antivectorielle par les MIILD. L’incidence du paludisme maladie a été
I’indicateur le plus touché par la présence des populations de moustiques résistants aux

insecticides.

L’incidence des infestations et le taux d’infestation a P. falciparum ont été relativement bas et
les traitements rapides avec du CTA et I’utilisation réguliere et méme irréguliere des MIILD
ainsi que d’autres moyens de protection contre les piqlires de moustiques ont permis d’obtenir
un tres faible épisode de la maladie dans I’ensemble des villages. Les localités ou les vecteurs
sont relativement sensibles ont montré une efficacité mais les zones ou il y a des populations
de moustiques résistants en forte proportion, I’efficacité protectrice ainsi que les densités

parasitaires ont été influencées.
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1. Identification des villages d’étude

Les tests de sensibilité aux insecticides ont montré que sur les 119 villages prospectés,
seulement 02 des 56 villages positifs ont présenté des vecteurs totalement sensibles a la
deltaméthrine. Ces résultats confirment 1’expansion rapide de la résistance aux pyréthrinoides
dans les populations naturelles d’An. gambiae au Bénin et globalement en Afrique (Knox et
al., 2014). La pratique du maraichage sans utilisation d’insecticide dans la commune de
Ifangni a permis d’y identifier la grande partie des localités ou les vecteurs sont faiblement
résistants. En effet, la non utilisation d’insecticide par les maraichers est liée a la présence de
nombreux bassins piscicoles a proximité des sites maraichers. La forte pression de sélection
de la résistance observée dans les autres communes serait due a I'utilisation massive des
MIILD et des insecticides dans les cultures céréalieres. Ces résultats confirment ceux de Nkya
et al. (2014) et de Abuelmaali et al. (2013) qui ont montré que les traitements insecticides qui
s’effectuent pendant la période de développement larvaire exercent une forte pression sur la
sélection de la résistance.

L’objectif de cette étude est d’identifier des localités ou les vecteurs sont sensibles aux
insecticides et d’autres ou ils en sont résistants en vue d’évaluer I’impact de la résistance des
vecteurs sur 1’efficacité des MIILD. En absence de plusieurs localités ou les vecteurs sont
sensibles, nous avons procédé a une classification des villages en 2 zones, 'une de forte
résistance R+++ puis, 'autre de faible résistance R+. Il faut reconnaitre que ce type de
classification présente des limites car les villages situés autour du seuil de 80% recommandé
par 'OMS (soit légerement en dessous, soit légerement au-dela) constituent un groupe

intermédiaire difficilement séparable de la zone R+ telle que définie ou de la zone R+++.

2. Evaluation de la disponibilité, de I’état physique et de I’utilisation des MIILD dans les
différents villages

Cette étude a permis d’obtenir une proportion de 88,96% des ménages qui disposent au moins
d’une moustiquaire imprégnée au sein des ménages dans le Plateau. Cette bonne disponibilité
est due a la campagne de distribution universelle organisée dans le pays en 2011. Ce taux de
couverture est plus élevé par rapport a celui obtenu apres 1'évaluation de la campagne de
distribution de 2011 (Tokponnon et al., 2013 ; Osse et al., 2013). En effet, 2 moustiquaires
imprégnées d'insecticide ont été retrouvées par ménage dans le Plateau. La grande partie des
MIILD retrouvées en communauté (87%) provient de la campagne de distribution
comparativement aux 3% qui ont été achetées par les ménages et aux 9% qui proviennent du

circuit de distribution de routine au niveau des formations sanitaires a travers les consultations
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prénatales et les séances de vaccination antirougeoleuse. Dans 960 ménages visités, le nombre
moyen de MIILD par ménage a été de 1,70 en zone de faible résistance (R") et de 1,82 en

zone de forte résistance (R™"

). Le nombre moyen de personnes par ménage était de 4,88
personnes visitées. Ainsi, pour 5 personnes visitées au niveau des ménages, environ deux
moustiquaires sont disponibles. L'objectif de cette campagne qui €tait d’augmenter le niveau
de couverture de 56% (PNLP, 2011) a au moins 80% de couverture et d’avoir une
moustiquaire pour deux personnes dans la population générale a été atteint. Un an apres la
campagne, nos résultats sont conformes aux mémes exigences. Cette observation est une
bonne performance et la couverture atteinte a été similaire a celle qui a été réalisée dans
d'autre pays tel que le Nigeria (Ye et al., 2012; Kilian et al., 2013). Toutefois, il y a un
inconvénient : 11% des ménages n'ont pas recu de MIILD (PNLP, 2012). Le maintien de la
couverture oblige de continuer avec la routine et d’identifier d’autres canaux pour rendre
disponibles les MIILD au niveau des ménages. Le taux d’utilisation des MIILD observé la
nuit précédant I’enquéte a été de 78% et ne présente aucune variation significative entre les
villages de I’étude, ce qui dénote de la réussite de la sensibilisation autour de 1’utilisation des
MIILD. Ainsi, le taux d’utilisation des MIILD est le méme dans les deux groupes de localité
contrairement aux travaux de Gnanguenon et al. (2013) selon lesquels la résistance pourrait
augmenter la pression d’utilisation des MIILD. Cette observation a été déja faite en Papua
Nouvelle Guinée par Hetzel et al. (2012). Les moustiquaires retrouvées en bon état ont été
significativement plus élevées que celles observées en mauvais €tat pratique ou déchirées.
Toutefois, les moustiquaires trouées ont été significativement plus élevées en zones de faible
résistance par rapport aux zones de forte résistance (p<0,02) probablement a cause de leur

forte utilisation en zone R* (Itassoumba, village a agressivité tres élevée).

3. Impact de la résistance des vecteurs sur la transmission du paludisme en zone de

couverture universelle des MIILD

La transmission du P. falciparum a été plus forte en zone de faible résistance (R")

comparativement a celle de forte résistance R*™""

. Le fort taux d’agressivité enregistré dans ces
zones de faible résistance est dii a la densité élevée des vecteurs dans la localité de Itassoumba
ou les activités de productions piscicole et maraicheére (Sovi et al., 2013) constituent les
principales occupations des populations. Cette différence du TIE obtenue provient de la
disparité des gites entre les localités R* et R™. Ces résultats confirment ceux de de Souza et

al. (2010) et de Klinkenberg et al. (2008) qui ont montré que les populations des localités
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situées aux environs des zones maraicheres subissent une forte agression des vecteurs
entrainant une forte transmission du paludisme. Apres 02 ans de suivi, les indices

+++

sporozoitiques des zones R™ et R* ont été similaires (p>0,05). Il n’existe donc pas de lien

entre la présence du gene de résistance et I’infectivité des vecteurs au Plasmodium falciparum
(Osse et al., 2012).

Par ailleurs, les résultats obtenus sur I’évaluation de la longévité des vecteurs ont révélé qu’il
n’y a aucune différence significative entre le taux de parturité dans les deux zones (R ; R").
La résistance telle que définie dans les deux types de localité n’a pas eu d’impact sur la
transmission du paludisme. En effet, une bonne évaluation de I'impact de la résistance des
vecteurs aux pyréthrinoides sur l'efficacité des MIILD nécessite la disponibilité d’une zone

sensible et d’une zone résistante des anopheles aux insecticides.

4. Impacts de la résistance des vecteurs sur les indicateurs épidémiologiques du
paludisme mesurés au niveau des formations sanitaires

Au niveau des formations sanitaires, les résultats de [I’évaluation des indicateurs
épidémiologiques chez les enfants de moins de 5 ans n’ont pas permis de mettre de mettre en
évidence I’'impact de la résistance des vecteurs sur I’efficacité des MIILD. Cette étude a
révélé qu’un cas de fievre sur trois est d’origine palustre dans les centres de santé. Cette
information est capitale pour les programmes de lutte et les gestionnaires des intrants de lutte
contre le paludisme qui devront travailler a faire respecter les directives et les politiques de
lutte contre le paludisme qui recommandent la confirmation systématique des cas avant le
traitement (PNLP 2011; WHO, 2010).

Contrairement au modele de Rogier ef al. (2009) qui a évalué I’utilisation des MIILD par une
étude cas-témoins au niveau communautaire afin de disposer d’un nombre élevé d’enfants

non fébriles, cette étude présente des difficultés d’obtenir des enfants non fébriles pour
constituer le bras témoin. Ceci serait dii a la non fréquentation des enfants apparemment sains
dans les formations sanitaires.

Cette étude a également montré que 1’utilisation des MIILD par les enfants vus au niveau des
formations sanitaires sur la base des déclarations de leurs parents ou accompagnants est
similaire aussi bien chez les cas que chez les témoins dans les zones de forte et de faible
résistances des vecteurs aux insecticides. Aussi, 1’efficacité protectrice des moustiquaires
utilisées la veille de I’enquéte est similaire dans les deux types de zone aussi bien chez les cas

que chez les témoins et inférieure au seuil défini par Lengeler en 2004. Il serait important de
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continuer a explorer d’autres méthodologies d’évaluation pour mettre en évidence 1I’impact de

la résistance sur ’efficacité des MIILD.

L’évaluation du niveau d’anticorps anti-salivaires chez les enfants a montré une forte
hétérogénéité de la réponse IgG spécifique au sein des cas et des témoins, entre les 4
formations sanitaires, entre les différents villages de provenance des enfants, chez les
utilisateurs ou non de MIILD et méme entre les individus ayant leurs gouttes épaisses
positives ou négatives. Plusieurs facteurs tels que les comportements individuels (Robert et
al., 2003a), l'utilisation des MIILD (Geissbuhler et al., 2007), les déplacements des
populations d’une localité a une autre, ou l'exposition plus élevée aux anopheles (Robert et
al., 2003b) pourraient étre a ’origine de ces différentes observations. Mais certains facteurs
épidémiologiques tels que la co-infection génétique et les parametres nutritionnels ne
pouvaient étre exclus. Toutefois, ces résultats doivent €tre interprétés avec une grande
retenue, vu le grand écart existant entre le nombre des infectés et celui des non infectés et la
faiblesse de 1’échantillon des infectés. Cette étude souligne ensuite la pertinence de
l'utilisation de ce peptide marqueur biologique pour 1'évaluation de 1'individu, de 1’exposition
de la population aux piqiires et de I’efficacité des stratégies de lutte antivectorielle (Drame et
al., 2012). Les résultats immunologiques renforcent ainsi ceux épidémiologiques portant sur
I'évaluation en milieu de soins de ’'impact de la résistance des vecteurs sur I’efficacité des

MIILD.

5. Prévalence de Plasmodium falciparum et de 1'anémie chez les enfants de moins de cinq
ans en temps qu’indicateurs d’évaluation de I’impact de la résistance des vecteurs sur
Putilisation des MIILD

La prévalence de Plamodium falciparum a été de 22% avec des variations au niveau des
villages. Dans la zone de faible résistance, cette prévalence a été de 27,1% contre 17,3% en
zone de forte résistance. L'enquéte d’évaluation des indicateurs du paludisme menée dans la
méme région en 2010 par le PNLP (PNLP/MS, 2011) a obtenu une prévalence parasitaire de
44,4% supérieure a celle enregistrée dans cette étude. Cette baisse de la prévalence du
paludisme pourrait étre attribuée a 1'utilisation des MIILD (de Oliveira et al., 2010; Kilian et
al., 2013).

Par ailleurs la prévalence de I'anémie a été€ de 78,9% et est similaire a celle rapportée dans le
département du Plateau en 2010 (PNLP/MS, 2011). La relation entre la prévalence de

I’anémie et I’infection palustre est faible contrairement a d’autres travaux (Menendez et al.,
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2000 ; Lamikanra er al., 2007; Gosling & Hsiang, 2013). Cette prévalence enregistrée n’a
aucune relation positive avec la résistance des vecteurs aux insecticides. Ces résultats
corroborent a ceux de Achidi ef al. (2012) qui ont montré que la prévalence de l'anémie
pourrait €tre a la base d’un mauvais état nutritionnel des enfants.

L’absence de différence enregistrée entre les indicateurs épidémiologiques mesurés pour
évaluer I'impact de la résistance des vecteurs sur l’efficacité des MIILD serait due a

I’inexistence de zones ou les vecteurs sont franchement sensibles.

6. Impact de la résistance sur des indicateurs épidémiologiques du paludisme mesurés a
travers un suivi longitudinal d’une cohorte d’enfants de moins de 5 ans en zone de forte

et de faible résistance

Au cours de ce suivi longitudinal des enfants, 1’incidence d’infestation enregistrée a été
faible, avec 0,75 épisodes d’infestation par enfant en 9 mois, soit 1 épisode d’infestation
palustre par an. Cette valeur est inférieure a celle observée par Corbel et al. (2012) au sud du
Bénin. La campagne universelle des MIILD réalisée en 2011 pourrait justifier cette baisse du
nombre d’épisode palustre enregistré par an. De plus, une absence d’infestation a été notée
chez 50% des enfants suivis et tous les cas de paludisme observés sont simples. L’incidence
de la maladie a été de 3,5% dans les villages suivis contre 19,85 % enregistrée dans le
département du Plateau (SNIGS/MS, 2012). On observe ainsi une réduction de plus de 80%
qui serait liée aux différentes stratégies de lutte mises en ceuvre (Aregawi et al., 2011).
Toutefois, la méthodologie utilisée pour la collecte des données dans cette étude est différente
de celle du SNIGS.

Par ailleurs, les résultats de nos travaux ont montré une augmentation de 1’incidence du
paludisme en lien avec une élévation de la résistance des vecteurs. En effet, dans les zones de
faible résistance, l’incidence de paludisme (maladie et infestation) a été faible
comparativement aux zones de forte résistance. Ces résultats confirment ceux de Trape et al.
(2011) qui ont enregistré une augmentation du nombre de cas de paludisme avec une baisse
sensibilité a la deltaméthrine.

Le taux d’infestation palustre a été plus bas en zone de sensibilité des vecteurs. La parasitémie
asymptomatique dans cette étude cohorte a été inférieure a 5 %. Ce taux de prévalence
parasitaire est inférieur a celui obtenu précédemment dans 1I’enquéte transversale réalisée dans
les mémes villages (22%) (Chapitre 51I). Cette méme observation a été faite en Ouganda par
Nsoba et al. (2004) chez des enfants du méme age. La faible prévalence de l'infection
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asymptomatique observée ici montre que les traitements rapides et répétés avec les CTA et
I’utilisation des MIILD sont efficaces et peuvent modifier I'acquisition de 1'immunité anti-
parasite, ce qui limite les infections symptomatiques chez les jeunes enfants. D'autres études
portant sur l'impact des traitements rapides sur le développement de 1'immunité anti-palustre
pourraient €tre envisagées.

Dans les zones de faible résistance, I’efficacité protectrice des MIILD utilisées par les enfants
a été de 55%. Par contre, dans les localités de forte résistance R+++ ou de résistance
suspectée R++, cette efficacité protectrice n’est pas trop perceptible. Toutefois, I’influence de
la résistance est bien observée dans les localités de suspicion de la résistance que dans les
zones de forte résistance. Les enfants provenant de ces types de localités ont 31% de chance
de faire une parasitémie positive plus que ceux qui sont dans les localités de faible résistance.
Aussi, les enfants qui résident dans les localités de forte résistance ont 13% de chance d’étre
positifs que ceux qui proviennent des localités de faible résistance. La présence de gene de
résistance chez les vecteurs leur confererait une capacité de prendre leur repas sanguin quand
les MIILD sont déchirées ou lorsque le dormeur offre le contact avec la moustiquaire. Il serait
important de faire une étude sur le dosage quantitatif des anticorps contre des protéines
salivaires spécifiques d’anophele pour mieux expliquer les niveaux d’exposition aux piqlires

de moustiques dans les différentes localités de résistance des vecteurs aux insecticides.

D’autres facteurs importants sont a considérer dans la survenue de I’infestation palustre chez
les enfants. Il s’agit des facteurs tels que les zones de résistance suspectées, 1’utilisation
continue des MIILD, 1’utilisation des MIILD une fois toutes les 2 ou 3 nuits, ’utilisation
irréguliere des MIILD, I’utilisation d’autres moyens de prévention, la période de forte pluie et
les fievres ou les antécédents de fievre. 1l serait nécessaire de renforcer la sensibilisation a
I’utilisation des MIILD par les populations ainsi que 1’utilisation des autres moyens de
protections existantes et applicables selon les contextes tout en agissant a maintenir les
vecteurs sensibles. L’amélioration du niveau d’instruction des populations, la surveillance du
comportement des vecteurs et la gestion de la résistance doivent tre une priorité pour tous les

acteurs impliqués dans la lutte.

En définitive, les moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (MIILD)
constituent un élément central et essentiel de toutes les stratégies de lutte contre le paludisme.
Leur utilisation s’est sensiblement accrue au cours des dernieres années, dans le cadre des
efforts pour atteindre les objectifs mondiaux. L'augmentation importante de l'utilisation

d'insecticide dans la lutte antivectorielle au cours de la dernicre décennie a eu pour
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conséquence d'accroitre la résistance des vecteurs du paludisme en raison de la pression
sélective exercée sur les génes de résistance et a rendu difficile I’identification des zones dont
les vecteurs sont franchement sensibles aux insecticides. Les différentes méthodologies
utilisées ont permis d’avoir des résultats qui pourraient permettre de dire qu’a la longue,
I’efficacité des MIILD pourrait étre compromise si rien n’est fait. Nos résultats sont encore
limités et il s'avere indispensable de consolider les données dans le temps pour comprendre au
mieux I’évolution de certains parametres épidémiologiques qui sont impliqués dans
I’évaluation de I'impact de la résistance des vecteurs aux insecticides. Aussi, il serait
important que les programmes nationaux de lutte contre le paludisme réalisent de facon
systématique les tests appropriés de résistance des vecteurs aux insecticides en routine.
Toutefois, nos résultats confirment une fois de plus que les MIILD conferent une protection
aux utilisateurs. Le Programme National de Lutte contre le paludisme devra poursuivre ces
efforts pour maintenir les taux de couverture obtenus en vue réduire le fardeau du paludisme.
Les progres enregistrés pourraient étre réduits a néant si 1’évolution de la résistance des
vecteurs reste en 1’état. Des stratégies pour préserver 1’efficacité des MIILD existent. Il n’y a
pas de formule magique pour diminuer la résistance sans I’implication des communautés elles
mémes et des différents secteurs impliqués dans la lutte intégrée contre les vecteurs du
paludisme pour retarder la propagation de la résistance et qui passerait nécessairement par la
mise en ceuvre du Plan National de gestion de la résistance des vecteurs aux insecticides dont

le pays s’est doté.
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Abstract

Background: This study aims to research two areas, one with a resistant and the other with a susceptible profile
of An. gambiae to deltamethrin in the region of Plateau (southern Benin). In each area, eight localities were sought.
Both areas were needed for the assessment of the impact of malaria vector resistance to pyrethroids on the
effectiveness of Long Lasting Insecticidal Nets (LLINs). The susceptible area of An. gambiae to deltamethrin was
used as a control.

Methods: In total, 119 localities in the region of Plateau were screened by sampling An. gambiae s./ larvae. Female
mosquitoes resulting from these larvae were exposed to 0.05% deltamethrin following WHO standards. PCR was
used to identify species and molecular forms of the dead and alive mosquitoes. Finally, we identified kdr mutations
(1014 F and1014S) using the HOLA technique.

Results: Fifty-six out of 119 prospected localities tested positive for Anopheles gambae s.I breeding sites. The results
showed that An. gambiae was resistant to deltamethrin in 39 localities and susceptible in only 2 localities; resistance
to deltamethrin was suspected in 15 localities. The HOLA technique confirmed the presence of kdr 1014 F mutation
and the absence of kdr 1014S mutation. The kdr 1014 F mutation was found in both M and S molecular forms at
relatively high frequencies therefore confirming the susceptibility tests.

Conclusion: We were unable to identify the eight susceptible areas due to the overall resistance of An. gambiae to
deltamethrin in the region of Plateau. To implement the study, we kept two areas, one with high resistance (R™*)
and the other with low resistance (R") of An. gambiae to deltamethrin.
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Background

Benin, like many other African countries, has based its
vector control strategy on two major interventions: uni-
versal access to Long Lasting Insecticidal Nets (LLINs)
and Indoor Residual Spray (IRS). Thus, in late July 2011,
a large scale distribution of LLINs had been conducted by
Benin National Malaria Control Program (NMCP) with
the support of the World Bank, the US President’s Malaria
Initiative (PMI) and the World Health Organization
(WHO). Another distribution campaign had already been
conducted in October 2007 to ensure a partial and select-
ive coverage in two types of LLINs, PermaNet® and
OlysetNet® respectively impregnated with deltamethrin
and permethrin. A national survey assessing the 2007
campaign revealed that 56.3% of children under 5 years
and 54.8% of pregnant women slept under a LLIN the
night before the survey [1]. The current study carried out
between April and early July 2011 had taken place be-
tween the two aforementioned distribution campaigns.

Insecticide resistance has become widely distributed in
Western [2-5], Eastern [6], Central [7] and Southern
Africa [8]. This could be a serious obstacle to the effect-
iveness of LLINs. This raises an important question
within National Malaria Control Programmes (NMCPs):
should we continue to promote LLINs? The question
has been explored by N'Guessan et al. [9] who demon-
strated a decrease in the effectiveness of LLINs and
lambdacyhalothrin IRS in an area of high resistance of
Anopheles gambiae in Southern Benin. They compared
the effectiveness of mosquito nets in two areas, one area
with resistant An. gambiae populations to pyrethroids and
one other where An. gambiae is susceptible to pyrethroids.
However, the study was conducted on an experimental
scale using experimental huts. It is therefore difficult to
predict what would happen at a community level.

For that reason, a large scale study investigating the
impact of malaria vector resistance to pyrethroids on the
effectiveness of LLINs was initiated in late July 2011. In
the context of universal access to LLINs, the implemen-
tation of such an impact study requires the identification
of two areas: one area where An. gambiae was highly
resistant to pyrethroids, and one other where An. gambiae
was still susceptible to pyrethroids. The latter area would
serve as a control area. The main objective of this article
is the determination of these two areas. This will allow
the comparison of the effectiveness of LLINs between
the two areas.

The results of a previous study conducted in forty
districts in Southern Benin revealed that the entire re-
gion is covered by pyrethroids resistant populations of
An. gambiae [5]. However, a few pockets of susceptible
populations of An. gambiae has been reported in two
districts (Ifangni and Adja-were) located in the region of
Plateau [5]. This is why we selected this region for the
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implementation of our impact study. However, we de-
cided to randomly implement the study in 16 localities
(8 localities constituting the resistant area and 8
others representing the susceptible area). We then
multiplied larval prospections and susceptibility tests
in many localities across four districts within the re-
gion of Plateau. Unfortunately, we were unable to identify
the 8 localities of high susceptibility of An. gambiae as
previously expected. We then decided to replace the
susceptible area by an area where An. gambiae has a low
resistance [low resistant area (R* area) vs high resistant
(R*** area)].

Regarding the susceptibility tests, we had the choice
between deltamethrin and permethrin, two insecticides
used to impregnate PermaNet® and OlysetNet’. We ended
up choosing deltamethrin. This choice has been motivated
by evidence suggesting a wide distribution of high vector
resistance to permethrin in Southern Benin [5]. Under
these conditions, we believed that the probability to iden-
tify localities where An. gambiae is susceptible to per-
methrin is low.

From April to early July 2011, we conducted several
field missions across four districts in the region of Plateau.
Results from the susceptibility tests helped classify the
localities between the two resistant (R* and R***) areas. In
both R" and R*™™" areas, a study of malaria transmission
and vector behavior had been implemented.

Methods

Study area

The study was conducted in the region of Plateau in
the south-east of Benin and specifically in the dis-
tricts of Ifangni, Sakété, Pobe and Kétou. This region
has an area of 3,264 km? with a total population of
407,116 inhabitants [10]. Fifty-six localities which tested
positive for An. gambiae larvae are mostly rural and
represent 31.3% (56/179) of the localities of the four
districts to which they belong, which total area is
2,849 km? [10]. The climate in the Plateau region is
Guinean with two rainy seasons and two dry seasons.
The region records an annual rainfall between
800 mm and 1200 mm in its western part and be-
tween 1000 mm and 1400 mm in its eastern part.
The cropping system is characterized by the practice
of two annual growing seasons associated with rainfall
patterns. Corn crop is predominant. The whole area
is strewn with swamps. These swamps are used for
the production of off-season crops and the installation of
ground farms for various species. Different economic
activities take place in the region of Plateau because of the
opportunities offered by the natural environment but also
its closeness to Nigeria, which has a polarizing action in
the region. The region of Plateau abounds with farmers
and traders.
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Collection and breeding of larvae and pupae of
Anopheles mosquitoes

From April to early July 2011, 119 localities were pros-
pected in all four districts, of which 56 tested positive
for Anopheles breeding sites. Localities which tested
positive were geo-referenced using a Global Positionning
System (GPS).

Larvae and pupae of An. gambiae were collected in collec-
tions of water using the "dipping" technique [11]. This tech-
nique consists of collecting larvae and pupae, using a simple
ladle, from positive breeding sites. Larvae and pupae were
kept separately in labeled bins and taken to the insectary
of the “Centre de Recherche Entomologique de Cotonou”
(CREC) for rearing. After emergence, adults of 2 to 5 days
old were used for susceptibility testing in the laboratory.

Susceptibility tests

Susceptibility tests were performed according to the
WHO susceptibility tube-test with unfed female Anoph-
eles, aged 2 to 5 days. These tests were performed with
paper impregnated with deltamethrin at the diagnostic
dose of 0.05%.

Batches of 25 female mosquitoes aged 2 to 5 days were
added to each tube carpeted with deltamethrin impreg-
nated paper for 60 minutes. Batches exposed to untreated
papers were used as control. Mosquitoes of the susceptible
Kisumu strain were exposed to deltamethrin (0.05%) trea-
ted filter papers. The number of field mosquitoes knocked
down as a result of the insecticide effect was recor-
ded every ten minutes during the exposure time period.
After 60 minutes of exposure, mosquitoes were trans-
ferred to the observation tubes and fed with a 10% honey
solution and kept under observation for 24 hours. At the
end of the observation time, mortality rates were deter-
mined. These rates were construed in accordance with the
recommended criteria by WHO [12]. The resistance status
was determined based on the following criteria:

— Mortality > 97%: susceptible Anopheles population.

— Mortality 80 — 97%: suspected resistance in the
Anopheles population.

— Mortality < 80%: resistant Anopheles population.

Given the small number of localities where An. gambiae
was susceptible to deltamethrin, we decided to define R*
localities as all localities where Anopheles mortality was
greater than or equal to 80%. All localities with mortal-
ity rates below 80% were considered highly resistant
(R**" localities).

We did not choose the 80% cutoff at random to separate
both areas. This criterion was chosen according to the
WHO standard to identify highly resistant mosquitoes
[12]. We considered suspected resistant mosquitoes and
susceptible ones [12] as lowly resistant.
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After susceptibility testing, mosquitoes were kept on
silicagel at —20°C for molecular characterization.

Selection of the localities into R* and R*** areas

After testing for susceptibility, we randomly selected the
sixteen localities for the implementation of our impact
study at both defined resistance levels (R* and R**") in
order to avoid selection bias.

Molecular characterization of An. gambiae, PCR species,
molecular forms and kdr 1014 F and 1014S

For each locality, 22—49 females Anopheles were analyzed
by PCR according to the protocol described by Scott et al.
[13]. Identification of Anopheles species was made accord-
ing to the protocol described by Favia et al. [14]. For each
locality, DNA extracts from An. gambiae allowed us to
look at the simultaneous presence of kdr mutation 1014 F
and 1014S as recommended by Lynd et al. [15].

Mapping of the resistance

The geographical coordinates of the localities where larvae
were collected from were recorded by GPS and projected
onto a map of the region of Plateau. The three levels of
susceptibility of Anopheles to deltamethrin (0.05%) accor-
ding to the criteria of the WHO [12] (sensitive, resistant
and suspected resistance) were shown on the map. Over-
all, 56 localities were mapped.

Statistical analysis
The calculation of mortality rates was performed using
MS Excel spreadsheet. The chi-square test of compari-
son of proportions was used to compare mortality rates
within localities of the same district and within the two
defined areas (R* and R**"). Knockdown times (KdT50
and KdT95) were determined by logistic regression with
probit link. We used the delta-method to determine the
95% Confidence intervals of the KdTs for the two areas.
The variation in kdr frequency between the two areas,
and between both M and S forms of An. gambiae was
assessed via a logistic regression [16]. The same statis-
tical method was used to assess the spatial variation in
resistance levels within districts. The analysis of deviance
penalized by the dispersion parameter [17] was used to
assess the relevance of the variability.

All analyses were performed with R-2.15.2 statistical
software [18].

Results

Deltamethrin-induced mortalities in 56 localities

The An. gambiae Kisumu reference strain was suscep-

tible to deltamethrin (0.05%), showing 100% mortality.
Mortality rates obtained after exposing An. gambiae

wild populations to deltamethrin (0.05%) varied between

20% and 100%.
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In Ifangni, mortality rates ranged from 20% in Gblo-gblo
and Djegou-djegui to 100% in Zihan. Out of 19 localities,
An. gambiae was found susceptible only in 2 localities
(Zihan and Ko-Aidjedo). Suspected resistance was observed
in 10 localities (Table 1).

In Sakété, An. gambiae was not susceptible. In Iwali,
Idi and Djohounkollé suspected resistance was noted
(Table 1).

In the district of Pobe, mortality of An. gambiae mosqui-
toes ranged from 45% in Obanigbé to 85% in Agbarou. An.

Table 1 Resistance status of An. gambiae s.I populations
to deltamethrin in the localities of Ifangni and Sakété

Districts Localities Total KdT50 KdT95 Dead Mortality
(N)  (min)  (min) (N) (%)
Ifangni Lokossa* 44 389 74.0 36 82°
Ko-dogba* 48 361 686 42 872
Zihan* 50 600 1140 50 100
Baoudjo 89 405 770 72 81°
Gbédiji 88 1000 1900 68 77°
Igolo 22 11 211 7 77°
Araromi* 39 416 792 33 85°
ltassoumba* 66 392 745 59 89°
Ko-koumolou* 48 326 62.0 40 83?
Itakpako* 131 366 695 105 80°
Banighé Centre 97 423 80.3 32 330¢
Tchaada 22 938 1781 7 325
Daagbe* 40 316 600 33 82°
Akadja 123 385 731 62 50°
Gblo-gblo 45 1034 1965 9 20°
Ko-aidjedo* 92 312 594 90 98¢
Zoungodo* 62 435 826 52 84°
Djegoun-djégui 40 750 1425 8 20°
Ketougbekon* 147 357 678 121 82°
Sakété llakofadiji 44 316 600 30 68°
Dagbao 45 322 613 33 73°
ltadjébou 34 428 814 2 627"
Djohounkolle* 73 394 75.0 59 81°
Igbo-abikou 65 1154 2192 25 38°
Igbola 38 97 1838 19 50°°
Alabansa 30 1500 2850 12 40°°
Iwai* 43 370 703 37 86°
lkemon 86 714 1357 40 46"
Idiagbola 40 526 1000 17 43°¢
Yoko Centre 40 31 58.7 30 75°
Idi* 31 625 1187 30 97¢
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gambiae proved resistant in all localities except Agbarou
where suspected resistance was observed (Table 2).

In Kétou, the lowest mortality rate of An. gambiae (67%)
was obtained in Alakouta versus 83% in Adjozounme. Out
of a total of 15 localities evaluated, suspected resistance
was noted only in Adjozounme, while full resistance was
observed in all other localities (Table 2).

The lowest KdT50 (31 minutes) was obtained in Yoko
Centre (district of Sakété) versus 375 minutes in Illékpa
(district of Pobe) (Tables 1 and 2).

Overall, across the 56 localities of the four districts, An.
gambiae was resistant to deltamethrin in 39 localities.
However, susceptibility was noted in An. gambiae mosqui-
toes from 2 localities of the district of Ifangni. Resistance
of An. gambiae to deltamethrin (0.05%) was suspected in
15 localities (Tables 1 and 2).

Table 2 Resistance status of An. gambiae s.I populations
to deltamethrin in the localities of Pobé and Kétou

Districts  Localities Total KdT50 KdT95 Dead Mortality
(N) (min)  (min) (N) (%)
Pobé Igbo-okpa 79 85.7 162.8 58 73%¢
Okeita 101 476 905 78 77°¢
Obanigbé 40 577 1096 18 45°
Agbarou* 55 666 1266 47 85°
Issaba 1 100 190 68 61¢
Okoofi 2 54 %7 1838 24 44°
lllekpa 39 375 7125 26 67°
Osoumou 2 48 536 101.8 34 71¢
Osoumou 1 70 1429 2714 44 63°
Onigbolo 90 526 100 66 73%
Kétou Alakouta 36 682 1295 24 67°°¢
Okpometa 57 81.1 154 23 41°
Mowodani 52 682 1295 31 60°°
Idena 2 179 39 74 81 452
Kpankoun 70 65.2 124 37 532b
Okéola 49 666 1266 24 48°
Odokoto 95 337 64 51 54
Igui-olou 100 492 934 72 725
Adjozoume* 100 333 63.3 83 83¢
Idena 3 80 686 1295 39 49°
Olournou % 508 %6 48 51
Kouhoudou 60 476 905 37 62
Obatedo 95 435 826 74 785
Atchoubi T 100 33 626 77 775
Atchoubi 2 55 612 1163 35 64°

2 b, ¢ ab, ac, dTha mortality rates with the different superscript in the same district
are statistically different (p < 0.05).

*The localities with an asterisk are lowly resistant and those without an asterisk
are highly resistant.

2 by ¢ ab acTha mortality rates with the different superscript in the same district
are statistically different (p < 0.05).

The localities with an asterisk are lowly resistant and those without an asterisk
are highly resistant.
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Categorization of localities as R* and R*** across the four
districts

Overall, out of the 56 localities, 16 were categorized as R*
and 40 as R™"" based on the mortality rates observed
(Tables 1 and 2). Out of the 16 R" localities, 11 including
the two susceptible ones were located in the district of
Ifangni, 3 in Sakété, 1 in Pobe and 1 in Kétou (Tables 1
and 2). Localities classified as R*** were distributed as
follows: 8 in Ifangni, 9 in Sakété, 9 in Pobé and 14 in Kétou
(Tables 1 and 2).

Based on these results, 8 localities (Itakpako, Araromi,
Ko-koumolou, Djohounkollé, Ko-Aidjedo, Lokossa,
Kétougbékon and Iwai) were randomly selected in the R*
area and 8 other (Mowodani, Banigbé, Okoofi 2, Ikemon,
Akadja, Idéna 2, Igbola and Tchaada) in the R**" area for
the implementation of our impact assessment study.

Mortality rates were 84% (516/617) in the R" area
made of 8 R* localities versus 45% (296/651) for the R***
area composed of 8 R*"" localities (p <0.0001). Statistical
analysis also showed that the risk that mosquitoes die in
contact with deltamethrin was six times higher in the R*
area than in the R*** area (OR =0.15, 95% CI: 0.10-0.23,
p <0.0001). In addition, the KdT95 was 67 minutes (95%
CIL: 52.80-86.21) in R* area versus 93.4 minutes (95% CI:
87.06-113.93) in the R"*" area (p < 0.05).

Molecular characterization of mosquitoes from 16 selected

localities (8 R and 8 R**)

Identification of species and forms of An. gambiae complex
After testing for susceptibility, Polymerase Chain Reaction
(PCR) was used to identify species of An. gambiae s.l
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complex, and the identification of the different forms of
each An. gambiae s.s species. This characterization was
carried out on the collected mosquitoes from the 16
selected localities.

The results show that out of the 506 specimens of An.
gambiae s.l evaluated in all 16 localities, only An. gam-
biae s.s was found in all localities. Both molecular forms
M and S of An. gambiae s.s were found in sympatry in
all the 16 localities. Overall, 66.8% (338/506) of the mos-
quitoes belonged to the form M and 32.6% (165/506) to
the form S. The proportion related to one or the other
form varies depending on the locality (Figure 1). An.
gambiae s.s form M was predominant in most localities
except Lokossa and Ko-Aidjédo in Ifangni, Igbola in
Sakété and Idéna 2 in Kétou. Both forms were found in
similar proportions in Tchaada (12 An. gambiae s.s form
M out of 22).

Some hybrid individuals M/S (0.6%) were also found in
Itakpako (district of Ifangni) and Igbola (district of Sakété).

Detection of the kdr mutation in the molecular forms

(M and S) of An. gambiae s.s

The 1014S kdr mutation originally from East Africa was
absent in 497 mosquitoes tested. However, the 1014 F
kdr mutation was detected in the four districts of the
region of Plateau. The 1014 F kdr mutation was found
in both M and S molecular forms of An. gambiae s.s but
at variable frequencies depending on the locality. Indeed,
the frequency of the kdr mutation varies between 0.50
and 0.93 in the form M and between 0.45 and 0.92 in
the form S (Table 3). The small number of characterized
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Igbola

Idéna 2
Banigbé
Akadja
Djohounkollé

Localities
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Ko-koumolou
Ko-Aidjedo
Kétougbekon
Iwai

Itakpako

n=22

n=49

n=45

n=39

L1 n=21

n=21

n=41
B8M

n=49
n=46 ms

n=29 OM/S
n=22
n=23
n=39
n=23
n=37

[ n=32

0 20 40

Frequency of molecular forms (%)

Figure 1 Distribution of An. gambiae s.s. molecular forms per locality.
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Table 3 Frequencies of 1014 F kdr mutation within
An. gambiae s.s. molecular forms

Localities/Areas Molecular N SS RS RR F

forms (kdr)
R* localities
Itakpako M 270 17 10 069
S 2 0 2 0 0.50
Araromi M 24 3 18 3 0.50
S 2 0 1 1 0.75
Ko-koumolou M 19 1 16 2 053
S 3 0 3 0 050
Djohounkollé M 26 2 10 14 073
S 17 0 3 14 091
Ko-Aidjedo M 5 0 1 0.60
S 28 3 16 9 061
Lokossa M 6 0 2 4 0.83
S 16 0 8 8 0.75
Ketougbekon M 15 2 6 7 067
S 4 1 3 0 0.38
Iwai M 30 0 4 26 093
S 3 0 1 2 083
R* area M+S 227 12 114 101 070
R*™" localities
Mowodani M 28 0 7 21 0.88
S 12 1 4 7 0.75
Banigbe M 28 0 10 18 082
S 5 2 1 2 050
Okoofi2 M 43 0 12 31 0.86
S 6 0 1 5 092
lkemon M 29 0 7 22 088
S 9 0 4 5 0.78
Akadja M 46 1 29 16 066
S 2 0 2 0 050
|dena2 M 2 0 2 0 0.50
S 19 2 17 0 044
Igbola M 7 0 6 1 057
S 12 0 8 4 0.66
Tchaada M 11 0 9 2 0.59
S 0 0 8 2 0.60
R** area M+S 269 6 127 136 074
Total [(R* and R***) areas] M 346 9 159 178 074
S 150 9 8 59 067

mosquitoes in some localities did not allow for accurate
estimation of the frequency of this mutation. These local-
ities are Tchaada and Lokossa in the district of Ifangni and
Igbola in the district of Sakété.
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By combining data from the two areas (R* and R™""),
the kdr frequency was similar within both molecular
forms: M [F(kdr) = 0.74] and S [F(kdr) = 0.67] with p =0.17
(Table 3). Furthermore, the aggregated data from the two
molecular forms yielded a kdr gene frequency estimated at
0.70 in the R" area versus 0.74 in the R"*" area. There is
no difference between the frequency of the kdr mutation
between the two areas (p = 0.13).

Mapping of the resistance of An. gambiae to deltamethrin
Various resistance levels to deltamethrin were observed
based on the WHO criteria [12]. Figure 2 illustrates the
mapping of the resistance of An. gambiae to deltameth-
rin in the prospected localities. Overall, the map shows
the profile of An. gambiae resistance to deltamethrin in
the region of Plateau in 2011. A concentration of localities
where An. gambiae was susceptible or suspected resist-
ance to deltamethrin is distinguishable in the district of
Ifangni. On the other hand, An. gambiae was resistant in
most localities in the districts of Sakété, Pobe and Kétou.

Table 4 shows the results of logistic regression analysis
that was performed to assess differences in the level of
resistance between the districts. In general, although the
district of Ifangni was composed of localities where An.
gambiae was susceptible or suspected resistant, it is clear
from this analysis that the level of resistance has not
been a significant variation within the four districts
[p (LR-test) =0.22].

Discussion

Our study shows a widespread resistance of An. gambiae
to deltamethrin in the Plateau region, southeastern
Benin. Taking into account the KdTs, the effect of delta-
methrin on An. gambiae mosquitoes was not uniform
across the various localities. Resistance with deltameth-
rin was associated with relatively high kdr frequencies
found in both M and S form of An. gambiae s.s.

Out of the 56 localities explored, An. gambiae was
found susceptible in only two localities (Ko-Aidjedo and
Zihan). These results show a wide distribution of delta-
methrin resistance as previously reported by Padonou
et al. [19] in certain localities of Ouéme, a department
near Plateau region. The results also confirm the rapid
expansion of pyrethroid resistance in natural populations
of An. gambiae in Africa [20] and particularly in Benin
[21-23]. However, the small numbers of mosquitoes ex-
posed to deltamethrin in some localities did not allow
accurate estimations of the mortality rates. This consti-
tutes a major limitation for our study.

Previous studies demonstrated that malaria vector re-
sistance to pyrethroids might be related to an extensive
and massive use of LLINs [24,25]. Insecticide molecules
at the surface of LLINs might exert a lethal effect on
susceptible mosquitoes, therefore selecting for resistant
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Table 4 Spatial variation of the resistance level of An. gambiae to deltamethrin within districts

Districts Total Dead (N) Dead (%) Coef OR 95% Cl p (Wald test) p (LR-test)
Ifangni 1293 936 72.39 0.00 1.00 - - 0.22
Sakété 569 353 62.04 -0.56 0.57 [0.29-1.14] 0.11

Pobe 687 463 67.39 -0.24 0.79 [041-1.51] 047

Ketou 1222 736 60.23 —-0.51 0.60 [0.35-1.04] 0.06

mosquitoes that reproduce in natural populations. In the
department of Ouémé for instance, Padonou et al. [19]
reported an increase in the resistance of An. gambiae to
deltamethrin following a mass distribution campaign of
LLINs. It is then possible that the resistance level has
increased very quickly in the region of Plateau after the
selective distribution campaign of LLINs in 2007. Several
other factors such as the domestic use of pyrethroids [3]
and water run off loaded with insecticide particles from
the North of Benin where pyrethroids were massively
and uncontrollably used to control cotton pests [26] could
also explained the resistance of An. gambiae to deltameth-
rin in the localities of the region of Plateau. The insecticides
particles contained in the water could exert a selection
pressure on the larvae of An. gambiae [27].

Our data surprisingly reveals a low resistance of An.
gambiae to deltamethrin in the district of Ifangni. None-
theless, we did not observe any spatial variation in the
level of resistance across the four districts (p =0.22).
This suggests a similar selection pressure on An. gambiae
s.l across the four districts. Therefore, other reasons, still
unknown to our knowledge, may explain the low levels of
resistance of Anopheles population to deltamethrin in the
district of Ifangni. Further studies must be undertaken to
understand the real causes of the low resistance of An.
gambiae in this district.

PCR analysis reveals that An. gambiae s.s was the only
species of the An. gambiae s.l. complex encountered in
all 16 selected localities. The absence of An. melas could
be explained by the fact that the larvae were all collected
from small freshwater pools. This is understandable
since An. melas larvae are mainly found in brackish
water ponds [28]. Similarly, An. arabiensis was not present
even though it has already been reported in Central
Benin [23].

Regarding the molecular forms, the relative dominance
of one form over the other could be explained by the pres-
ence of specific breeding sites to one or the other mole-
cular forms [29]. Globally, in both areas (R" and R*"),
66.8% of the mosquitoes were of M form, 32.6% of S form
and 0.6% of the hybrid M/S. This contradicts Yadouléton
et al. [5] who reported the absence of the form S of An.
gambiae s.s in the region of Plateau. In fact the presence
of the form S in significant proportions in 2011 in
that region could be associated to the rainfall pattern

and the rapid infiltration of water into the soil allowing
the formation of favorable temporary breeding sites for
the development of form S of An. gambiae s.s.

Kdr mutation 1014 F has been found in M as well S
form of An. gambiae s.s, but at variable frequencies
depending on the locality. Djénontin et al. [30] reported
a higher frequency of kdr mutation in the form S than in
the form M of An. gambiae s.s in Ouidah-Kpomasse-
Tori Bossito area between October and December 2007.
The same trend has been reported by Diabaté et al. [31]
and Dabiré et al. [32] in the Kou valley in Burkina-Faso
and by Dabiré et al. [33] in Guinea-Bissau. However, for
our study, data from both areas (R* and R*"") revealed a
similar kdr frequency between the two molecular forms
(p =0.17). This suggests that the selection pressure exer-
ted on the two molecular forms in the natural environment
did not differ significantly across the region.

We did not find the 1014S kdr mutation originally
from East Africa [34]. However, previous studies have in-
dicated that this mutation was present in Benin [23] and
was expanding to the north and center of Benin in An.
gambiae. It is therefore important to extend the surveil-
lance of kdr1014S in the region of Plateau.

Although a significant difference in mortality rates was
found between both areas (R* and R***) (p <0.0001), no
difference was observed between the frequencies of kdr
gene in both areas (p=0.13). In addition, KdT95 was
higher in R*™"" area than in R area (p<0.05). These
findings suggest the involvement of other resistance
mechanisms in addition to the kdr mutation in the mos-
quitoes from the R™*" area.

Recent studies have also reported the involvement of
certain metabolic enzymes in the resistance of malaria
vectors to pyrethroids in Africa [35] and in several other
regions in Benin [36,37]. For example, an overexpression
of CYP6M2 and CYP6P3 genes, involved in the metabol-
ism of pyrethroids, has been reported in resistant popu-
lations of An. gambiae in Porto Novo [36]. Therefore,
we believe that the role of metabolic resistance in the
region of Plateau deserves further scrutiny.

From the results recorded from the susceptibility tests,
we were able to map the distribution of the resistance of
An. gambiae to deltamethrin. Such a map was necessary
since it provides a picture of the availability of localities
where An. gambiae was still susceptible to deltamethrin.
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In addition, this map could be used as an important tool
to monitor the dynamics of the resistance of An. gambiae
to pyrethroids. Moreover, given that our research activities
were carried out in collaboration with Benin NMCP, this
map should allow Benin NMCP to accordingly adapt its
strategy of malaria prevention.

Given the extensive use of LLINs inside houses at this
time, it is possible that highly resistant mosquitoes would
tend to feed inside more than low resistant Anopheles
mosquitoes. The deterrence effect of LLINS is likely to be
more effective on low resistant Anopheles population. If
this was verified, the likelihood for highly resistant mos-
quitoes to transmit malaria parasites would be higher than
that of lowly resistant ones. If this assumption was true, it
would confirm that vector resistance to insecticides is a
major concern to the operational effectiveness of the
LLINs distributed in 2011 [38].

Conclusion

The results of this study show a wide distribution of the
resistance of malaria vectors to deltamethrin in the re-
gion of Plateau. An. gambiae was found susceptible in
only two locations in the district Ifangni. Two popula-
tions of An. gambiae s.s. were encountered in the region:
An. gambiae s.s form M and An. gambiae s.s form S. Both
molecular forms were resistant to pyrethroids. Besides the
kdr mutation, our study suggested the involvement of
other resistance mechanisms of An. gambiae to pyre-
throids in the region of Plateau.

Based on the resistance criteria we defined, more than
70% of the 56 prospected localities were classified as R*™"
localities. This confirms the rapid expansion of the resist-
ance phenomenon across the region. Because of this ex-
pansion, we were not able to find the eight susceptibility
localities for the implementation of our impact study of
the resistance of An. gambiae on the effectiveness of
LLINS. Instead, we had to define R* and R**" areas for the
implementation of our study.
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Abstract

analyzed with R 2.14.1.

Background: In Benin, around four million Long-Lasting Insecticide-treated Nets were freely distributed to
household to prevent malaria in 2011. In contrast to a previous campaign that targeted only children under 5 years
and pregnant women, this distribution campaign was conducted in order to achieve universal coverage. This study
presents the results of LLIN coverage and utilization after the distribution campaign.

Methods: The study was a cross-sectional household survey which utilized a stratified two-stage cluster sampling
design. The strata represented the twelve departments covered by the national distribution campaign in 2011 and
included a total of 4,800 households randomly selected in the country. A questionnaire adapted from the standard
Malaria Indicator Survey (MIS) Household Questionnaire was used. Data were entered using QPS software and

Results: LLIN ownership was 86.4% (74 — 94). On average, each household received 3 LLINs (2-4). The proportion
of households that met the ratio one net for two persons was 77%.

The proportions of individuals sleeping under LLINs were high (84.8%). LLIN use among urban residents was 10%
lower than in effective users from rural areas (P = 0.00224).

Conclusions: The universal distribution campaign conducted in Benin has increased LLIN ownership and use in the
community. But additional efforts are need to improve and maintain LLIN coverage.

Keywords: Long-lasting insecticide-treated nets, Universal coverage, Malaria, Benin

Background

The scaling- up of LLINs interventions to achieve high
coverage of most or ultimately all at-risk populations has
become the national malaria control standard in the Africa
region with substantial support from the Global Fund and
the Roll Back Malaria (RBM) Partnership [1]. Insecticide-
treated nets (ITNs) remain effective tools for malaria pre-
vention and can significantly reduce severe disease and
mortality due to malaria, especially among the most vul-
nerable populations [2]. In recent decades, resources to
fight malaria have increased and many countries across
sub-Saharan Africa are rapidly expanding LLIN ownership
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coverage through several strategies including, social mar-
keting [3,4] and free distribution to target groups (through
antenatal care or immunization campaigns) [5-9]. Actually,
promotion of LLIN use has shifted in emphasis from a
focus on target groups to a broader objective of universal
coverage. To achieve universal coverage, the RBM Partner-
ship aim to distribute one LLIN for every two people by
2015 [1]. The main goal of this mass distribution is to pro-
tect all people living in endemic areas [10].

In 2007, the first campaign of mass distribution of
LLINs took place in Benin. The targets were children
under 5 years and pregnant women. Since 2008, Benin
has adopted a strategy of routine distribution of LLINs
to children <1 year old through measles vaccination ses-
sions and pregnant women through antenatal clinics. In
order to achieve universal coverage, the National Malaria

© 2013 Tokponnon et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons 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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Control Programme (NMCP) distributed 4 674799 new
LLINs mainly Olyset Nets® from Summitomo, PermaNet
2.0° from Vestergaard-Frandsen, and Interceptor® from
BASE, all free of charge and accessed through a campaign
in 2011. The new National Strategic Plan to control mal-
aria will repeat this intervention every three years to main-
tain universal coverage for sustained impact against
malaria. Several partners are involved in the implementa-
tion of this intervention, including the Global Fund to
Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria (GFATM), the
World Bank, the USA President’s Malaria Initiative (PMI)
and Projet d’Appui au Développement du Systeme
Sanitaire (PADS)/WHO. To supplement LLINs, yearly
rounds of Indoor Residual Spraying (IRS) based on
bendiocarb (FICAM® WP, BAYER,) were done on a re-
gional basis.

The urgent need for data to inform policy about the
level of achievement of the universal coverage led to the
decision to conduct a rapid assessment of the first cam-
paign for universal access. In this we aimed to determine
the proportions of households that received free distribu-
tion of LLINs during the campaign and estimate house-
holds’ coverage rate at the national and regional level after
the campaign. We also evaluated the proportions of chil-
dren under five and pregnant women using LLINs.

Methods

Study area

The study was conducted in Benin (West Africa) and in-
volved 12 districts

— Alibori, Borgou, Atacora and Donga from the North
of the country
— Collines, Zou in the center;

Couffo, Plateau, Mono, Atlantique, Oueme and Littoral
located in the southern part (Figure 1). The northern area
is characterized by a Sudanian semi-arid bioclimatic zone
with only one rainy season in the year (June to October)
and a mean annual rainfall below 900 mm. It is character-
ized by a dry savanna.

The center part is characterized by an intermediate bio-
climatic zone (tropical Sudano-Guinean climate) with
humid savanna and an average rainfall reaching 1000 mm
per year.

The southern area, near the Atlantic coast, is character-
ized by a Guinean-bioclimatic zone with two rainy seasons
(April-July and September—November) and an average
annual rainfall of >1500 mm with degraded tropical forest.

Study population

The study was a cross-sectional household survey which
utilized a stratified two-stage cluster sampling design. The
strata represented the twelve departments covered by the
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national distribution campaign in 2011. Each district rep-
resented a survey domain. The first stage was the selection
of the clusters. In each district, an alphabetical list of vil-
lages and grouping of populations sizes by village and city
were established. A total of 40 clusters were selected per
district. Within each cluster, 10 households were ran-
domly selected, resulting in a total sample of 4,800 house-
holds in the country. To form clusters, population data
was obtained from the third General Population and
Housing Census conducted in Benin in 2002.

The second stage involved the selection of house-
holds. In the cluster, the first household to investigate
was randomly selected from the household registration
lists of the distribution campaigns. The first household
found in this list was the gateway to the cluster. In
urban areas with more houses, the selection of the next
households were done after every 10 households count
while in rural areas a reduced jump space of 5 house-
holds was left between two consecutive households
selected.

Recruitment and training of interviewers

Interviewers were recruited by district on advice and rec-
ommendation by regional health officers. Four inter-
viewers and one supervisor were recruited per district.
Interviewers were nurses, midwives, social health workers
and anthropologists, while supervisors were senior consul-
tants. In order to avoid information bias, interviewers
were deployed in a department other than the one they
originate from. Before the collection of information in se-
lected clusters, a training session was organized by
interviewing 60 households from 12 villages located in dis-
tricts near Cotonou, the capital city of Benin, not included
in the study. Adjustment was made after the training of
the field team.

Data collection

Data collection was conducted from November 28th to
December 5th, 2011, corresponding to four months after
the distribution campaign. A questionnaire adapted from
the standard Malaria Indicator Survey (MIS) Household
Questionnaire [11] was used. The questionnaire was di-
vided into sections including household roster, household
characteristics, the campaign of net distribution, nets re-
ceived during the campaign, nets owned by the household
and their use.

In each district, the data were collected by two teams.
Each team was composed of two interviewers and a super-
visor. In each cluster, interviewers were aided in their task
by a guide identified locally in collaboration with the head
of the village or the officer of the health center. Each team
covered an average of 2—4 clusters per day depending on
the location.
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Figure 1 Study area.

Each selected household was visited. The head of
household or an adult person acting on behalf of the
head was interviewed. In occasions where no appropri-
ate respondent was found in a particular household, the
visit of the next home was scheduled. The techniques
used for the data collection are structured interviews
and direct observation after obtaining the consent of
the head of household. A quality control check validat-
ing the data collected was made by each supervisor. A
summary report form on the quality of the data col-
lected was developed. It aims to check for the compli-
ance with the household recruitment methodology and
the completeness of the survey forms.

Data processing and analysis
Data entry was done using QPS software with double
entry of all records. Both data sets were then compared
and any discrepancy in records was verified using the
original questionnaires.

After the first stage of cleaning, the data set was trans-
ferred to R 2.14.1 for analysis.

Indicators

Net coverage: the proportion of households with at
least one LLIN and the average number of LLIN per
household.
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Ratio one net for two person (Intra-household
coverage): the proportion of household with at least
one LLIN for two people.

Net usage: proportion of residents who slept under
LLIN the previous night.

The association between LLIN ownership, usage and
explanatory variables (E.g. Size of households, gender,
pregnancy status, etc.) were assessed using a logistic
regression.

Ethical clearance

This paper used data from net free distribution cam-
paign survey conducted on behalf of the National Mal-
aria Control Programm in Benin. Because this was part
of the programmatic activity, ethical clearance was
exempted. Informed consent was obtained from each
participant.

Results

Sample characteristics

A total of 4800 households participated in the survey
(Table 1). Of these, 2991 representing 62% lived in rural
areas and 1809 (38%) in urban areas. Among the heads
of households interviewed, 2173 (45%) were female and
2627 (55%) were male. In the rural areas 41% of the
heads of households were female and 59% were male
whereas in the urban areas 53% of the heads were female
and 47% were male. The average household size was 6
people (Table 1). Children under the age of five were
recorded in 66% (3182) of the households and the aver-
age number of children under five per household was 1.
Pregnant women were recorded in 14% (652) of the
households (Table 1).

Table 1 Baseline characteristics of households
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ITNs coverage and ownership after the distribution
campaign in July 2011

Of the 4800 households surveyed, 4672 (97.3%) were in-
formed of the distribution campaign. LLINs distribution
vouchers had been given to 4290 (89.4%) households
and 4147 (96.7%) of them actually received LLINs from
the campaign (Table 2). LLINs universal coverage
targeted by the distribution campaign was not met in
any department. The percentage of households that met
the universal coverage rate is lower in Littoral (52.5%)
and Oueme (73%) and higher in Collines and Borgou
(86%)”. The proportion of individuals sleeping under
LLINs was 84.8%, above the threshold of massive usage.
The distribution campaign increased the LLIN coverage
(proportion of households with at least one LLIN) and
usage (Table 2). The universal coverage was not reached
in all the households but the LLINs use by people was
above the threshold (80%) leading to a collective
protecting effect (mass protection effect).

Factors associated with LLINs ownership

In the urban areas, 1456 (80.49%) households out of a
total 1809 households had at least one LLIN. In the rural
areas, 2691 households representing 89.97% of the
households had at least one LLIN (Table 3). The area of
residence, i.e. urban residents had 54% lower oppor-
tunity to own an LLIN than those living in rural areas
(OR =0.46 [0.39-0.54]; p < 0.001) (Table 3).

Crowding within households played a significant role
in ownership of LLINs. The odds of securing an LLIN at
home during the campaign increased steadily with family
members found within households. Relative to house-
holds with a single occupant, it significantly increased to
1.52 [1.03-2.23] (P =0.034) within households with 2-4

Number of Average size of Average households with at Average children under 5 per % households with at least one

households  households least one child <5 households pregnant woman
Atacora 400 6 [5.89-6.72] 65 [63.86-66.14] 1[0.95-1.15] 10 [09.03- 11.04]
Donga 400 7 [6.91-742] 72 [70.83-72.67] 1[1.27-1.53] 13[12.02-14.04]
Alibori 400 5 [5.09-6.36] 63 [62.06-64.44] 1[0.94-1.13] 14 [13.02- 15.03]
Borgou 400 10 [8.95-12.68] 67 [66.19-68.31] 2 [1.62-2.10] 19[18.02- 20.02]
Collines 400 6 [6.04-7.29] 74 [73.16-74.85] 1[1.11-1.31] 17 [16.03-18.00]
Zou 400 5[5.17-6.97] 60 [58.0-61.30] 1 [0.82-1.00] 12[11.04-13.02]
Mono 400 6 [5.46-6.60] 63 [61.54-63.96] 1 [0.90-1.09] 14 [13.03-15.02]
Couffo 400 9 [8.17-10.92] 72 [70.83-72.67] 2 [140-2.71] 18[17.03-19.01]
Ouémé 400 5[5.12-6.17] 64 [63.09-6541] 1 [0.95-1.53] 13[12.02-14.03]
Plateau 400 6 [5.63-7.32] 62 [60.25-62.75] 1[0.92-1.13] 10 [09.04-11.03]
Atlantique 400 7[6.50-7.89] 72 [71.09-72.91] 1 [0.88-1.38] 15[14.03-16.01]
Littoral 400 5[5.06-6.11] 62 [60.77-63.24] 1 [0.82-1.00] 11[10.01- 12.05]

Mean average 400 6.42[6.04-6.78]

66.33 [65.99-66.67]

1.16 [0.94-1.39] 13.83[13.37-14.28]
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Table 2 LLINs coverage and ownership per household
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Department % of households % of households that % of household Average LLIN Proportion of households that met

informed about the received a coupon that received LLIN received per household the ratio one net for two persons
distribution

Atacora 97.0 [94.83-98.28] 95.7 [93.30-97.33] 93.8 [90.94-95.73] 2.98 75.3 [71.02-79.47]

Donga 97.0 [94.83-98.28] 96.7 [94.52-98.09] 94.8 [92.11-96.54] 3.26 83.3[79.60-86.90]

Alibori 99.0 [97.46-99.61] 91.3 [88.07-93.64] 89.3 [85.83-91.92] 236 755 [71.28-79.71]

Borgou 99.5 [98.20-99.86] 93.2 [90.36-95.32] 89.5 [86.11-92.14] 3.95 86.0 [82.59-89.40]

Collines 98.3 [96.43-99.15] 92.2 [89.21-94.49] 92.3 [89.21-94.49] 2.94 86.3 [82.87-89.62]

Zou 98.7 [97.46-99.61] 89.2 [85.83-91.92] 86.3 [82.53-89.28] 234 77.5 [7340-81.59]

Mono 91.5 [97.46-99.61] 84.2 [80.36-87.49] 79.3 [75.01-82.94] 2.27 78.0 [73.94-82.05]

Couffo 96.0 [88.36-93.61] 89.0 [85.55-91.70] 88.5 [85.00-91.27] 3.36 79.3[75.27-83.22]

Oueme 96.7 [94.52-98.09] 80.3 [76.07-83.86] 76.8 [72.37-80.62] 1.98 73.0 [6864-77.35]

Plateau 98.0 [96.10-98.98] 87.3 [83.62-90.17] 85.5 [81.71-88.61] 2.70 79.8 [75.81-83.68]

Atlantique 99.2 [97.82-99.74] 91.5 [90.36-95.32] 87.0 [83.35-89.95] 2.78 80.8 [76.88-84.61]

Littoral 97.0 [94.83-98.28] 81.7 [7767-85.23] 74.0 [69.49-78.06] 2.00 52.5 [47.60-57.39]

Mean 97.3 [96.84-97.75] 89.4 [88.47-90.2] 86.4 [85.40-87.34] 2.74 77.3 [76.06-78.43]

members, 1.78 [1.2-2.63] (P =0.004) in those with 5-7
members and to 2.66 [1.75-4.06] (P <0.001) in house-
holds sharing 8 members and above.

There was no association between ownership of LLINs
and the status of being pregnant at a district (OR =1.13
[0.87-1.48]; P = 0.728). By contrast, both the head of house-
hold gender status of being a male and the fact of having a
child <5 yrs old within households significantly increased

the chance of owning an LLIN (OR =1.53 [1.27-1.83]; P <
0.001 for gender) and (OR=1.39 [1.14-1.7]; P=0.001 for
age) (Table 3).

LLINs actual use rate and associated factors

The proportions of individuals sleeping under LLINs the
night before they were interviewed was high (84.8%). The
odds of effective use of LLINs among urban residents was

Table 3 Logistic regression assessing factors associated with LLIN ownership

Factors Number of individuals Number of individual using LLIN (%) Odds ratios (95% Cl) P
Total number of individuals 27794 23575(84.82)
Place of residence
Rural 9458 15640(85.30) 1
Urban 18336 7935(83.90) 0.90 [00.84-00.96] 0.00224
Size of the household
0-1 member 145 131(90.34) 1
2-4 members 3915 3490(89.14) 0.97[00.53-01.64] 091232
5-7 members 8876 7692(86.66) 0.89 [00.49-01.50] 0.68577
8 and more members 14858 12262(82.53) 0.80[00.44-01.35] 043840
Age
15-25 years 2523 2143(84.94) 1
26-35 years 7207 6385(88.59) 1.50[01.31-01.72] < 0.001
36-45 years 7741 6721(86.82) 1.34 [01.17-01.53] < 0.001
46 and mores years 10323 8326(80.65) 0.91[00.80-01.03] 012776
Ratio 1 net for 2 person met
No 13174 10333(7843) 1
Yes 14620 13242(90.57) 247[02.30-02.65] < 0.001
Gender
Female 10161 8630(84.76) 1
Male 17633 14945(84.93) 1.10 [01.03-01.19] 0.855
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10% lower than in effective users from rural areas (OR =
0.90 [00.84-00.96]; P = 0.00224).

The actual usage rates of LLINs among family mem-
bers were similar across districts, regardless of whether
members were crowded or not within households (OR =
0.80-0.97; p = 0.43-0.91) (Table 4). Middle age class (25—
46 yrs old) had improved attitude of sleeping under
LLINs compared to younger classes between 15-25 yrs
old (P <0.0001) but such acknowledgeable attitude was
not observed among classes older than 46 yrs and above
(P = 0.12776) (Table 4).

In areas where the recommended ratio of 1 LLIN per
every 2 persons was met, the odds of effective use in-
creased 2.4-fold [02.30-02.65] (P <0.001) compared to
areas where this statement was not met.

We observed no influence of the gender status of the
head of household in the rate at which LLINs was effect-
ively used; the odds of usage being similar whether the
household was headed by a man or woman (OR =1.10
[01.03-01.19]; P = 0.855).

Discussion

The study revealed that 86.4% of households surveyed
have at least one LLIN and confirmed the results ob-
served in the Demographic Health survey conducted in
2012 in Benin [12]. In another study conducted in Benin
in 2010 [13] before the distribution campaign, 40% of
households have at least one LLIN. These observations
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showed that the national distribution campaign of LLINs
conducted in Benin in July 2011 has significantly in-
creased LLINs coverage. Universal coverage at country
level as defined by World Health Organization [14] is
then reached. The results also confirmed the evolution
of performance indicators to the strategic objectives of
the sub-regions and those of the NMCP/Benin, which
aimed by this free distribution campaign to bring the
proportion of households with at least one LLIN from
58 to 90% by the end of 2011 [15]. Although the cam-
paign increased household LLIN ownership, it failed to
attain its goal to bring the proportion of 90% of house-
hold with at least one LLIN because the average LLIN
coverage observed in this study was 86.4%. In addition,
the universal bed net coverage goal defined as one for
every 2 people was not also achieved. Only 77% of the
households surveyed met this cut-off suggesting that the
number of LLIN distributed may not be sufficient to
protect and cover 23% of the Beninese households that
received at least one LLIN. But, there were important
variations with this indicator between departments; the
proportion of households in a department that have
enough nets for every two persons ranged from 52% to
86% suggesting that households that did not have
enough nets ranged from 14% to 48%. In fact, the max-
imum number of LLINs to households in the national
distribution campaign was eight per household and this
may affect ownership in large households size [15]. This

Table 4 Logistic regression assessing factors associated with LLIN use

Factors Number of individuals Number of individual using LLIN (%) Odds ratios (95% Cl) P
Total number of individuals 27794 23575(84.82)

Place of residence

Rural 9458 15640(85.30) 1

Urban 18336 7935(83.90) 0.90 [00.84-00.96] 0.00224
Size of the household

0-1 member 145 131(90.34) 1

2-4 members 3915 3490(89.14) 0.97[00.53-01.64] 091232
5-7 members 8876 7692(86.66) 0.89 [00.49-01.50] 0.68577
8 and more members 14858 12262(82.53) 0.80[00.44-01.35] 043840
Age

15-25 years 2523 2143(84.94) 1

26-35 years 7207 6385(88.59) 1.50[01.31-01.72] < 0.001
36-45 years 7741 6721(86.82) 1.34 [01.17-01.53] < 0.001
46 and mores years 10323 8326(80.65) 0.91[00.80-01.03] 012776
Ratio 1 net for 2 person met

No 13174 10333(7843) 1

Yes 14620 13242(90.57) 247[02.30-02.65] < 0.001
Gender

Female 10161 8630(84.76) 1

Male 17633 14945(84.93) 1.10 [01.03-01.19] 0.855
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result was observed in north-west Tanzania after na-
tional distribution campaign [16]. The same result (40%)
was also reported after national distribution campaign at
Senegal in 2010 [17].

The proportion of households that received a coupon
was 89% for the whole country and the proportion of
household that received at least one LLIN was 86%.
This observation showed that the distribution proced-
ure was efficient but could be improved. However, the
relationship between distributed coupons and receiving
LLINs remains to be explored in several localities [18].
Some households, for reasons of unavailability or diffi-
culties in finding the location of the distribution, or late
removal sites distribution and also the long waiting
times, have not received LLINs. This state of affairs
could justify the low coverage observed in the depart-
ments of Littoral and Oueme.

In urban areas, the number of households with at least
one LLIN was also lower than in rural areas. This could be
associated with the fact that many people in urban areas
have not time to go to the distribution point or have not
received a coupon. In rural areas of Benin, people are often
available and can easily go to the distribution point to re-
ceive LLIN. These reasons could explain why the place of
residence plays a key role in LLIN ownership. The size of
household is also associated with LLIN ownership and is
adequacy with the objectives of the distribution campaign
which aimed to provide LLIN according to household size.
The presence of a pregnant woman did not play a role in
LLIN ownership. This observation could be explained by
the few number of pregnant women recorded per house-
hold in this study. The presence of children under five in
the household was significantly bound with LLIN owner-
ship. This result may be due to the presence of an average
of one child under five per household. The odd of male
head of households with at least one LLIN was significantly
higher than that of female. This is due to the high number
of male heads of household in Benin. Before the distribu-
tion campaign of 2011, to be a pregnant woman was an
important factor in LLIN ownership [15]. Currently, this
trend is being reversed in Benin by the distribution in uni-
versal access; but to be a child under five seems to still play
a key role in LLIN ownership.

Around 84% of households’ members slept under LLIN
the night before, suggesting that the distribution campaign
increased bed net usage. But the number of individuals
who slept under LLIN in urban areas is lower than in rural
areas. This shows a low use of LLIN in urban areas and
could be explained by hot weather associated with low
mosquito nuisance which did not motivate LLIN use.
According to Pulford et al. [19], low mosquito density is
the most widely identified reason for LLIN non-use. How-
ever, more investigation to determine factors associated
with low LLIN use in urban areas is important to induce
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behaviour change in urban areas. This study showed that
household size does not play a role in LLIN use. LLIN use
was similar among family members [20] showing that the
2011 distribution campaign successfully achieved the goal
of universal access to LLIN. All groups of people at risk to
malaria infection are covered but the middle age class (25—
46 yrs old) had an improved attitude of sleeping under
LLINs. This finding was also observed by Garley et al. [21]
in Nigeria who showed that people over 25 years old use
more LLIN. This difference in LLIN use between this age
group and others could be due to sleeping arrangements.
People of this class of age are often married and sleep to-
gether with their spouse; this could increase the number of
people of this class of age that use LLIN comparatively to
other class of age.

The universal coverage aimed to cover all people in
the community but not only the target groups. The goal
is to provide equitable protection to all household mem-
bers and to benefit of the collective protecting effect in-
duced by the high household coverage. The comparison
of LLIN usage between family members illustrated the
increased conscientiousness in LLIN use in Beninese
population. Then, with more efforts and engagements
from different partners implicated in malaria control
strategies in Benin, all the goals of universal coverage
will be achieved.

This study showed positive impact of mosquito net
distribution campaign in Benin. However, further assess-
ment would have been possible, if logistics and baseline
data for households’ economic characteristic and net use
were available. The analysis of net coverage and net use
was restricted to the post campaign survey and reference
before the campaign was also limited to PNLP (2011)
[13]. Therefore, it was important to conduct an assess-
ment before each distribution campaign to provide refer-
ence data for the post-campaign assessment.

Conclusion

This study shows an improvement of the performance in-
dicators towards universal coverage. But it should be clari-
fied that further efforts are still required to achieve the
standard of an ITN for two people in the household. Ef-
forts are also required in order to maintain the observed
coverage rates in different department safer this campaign
that help to cover around nine out of ten households.

This assessment allows us to have the data that could
help the national malaria control program to improve
others LLIN campaigns to reduce morbidity and mortal-
ity due to malaria in Benin.
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Long-lasting insecticidal nets (LLINS) have proved to be an important tool for the malaria control and
other vector-borne diseases. Benin, by its National Malaria Control Program, conducted in July, 2011 a
universal distribution campaign where approximately 5 million of nets were distributed. But after this
mass-distribution, questions arise: Do people effectively use or not use the mosquito nets freely
distributed? To clarify these questions, this study was conducted on LLINs coverage, use and physical
condition in Benin one year after their distribution. The households were randomly selected from 32
clusters. Data on bed net ownership and usage, physical condition of the nets, other characters and
issues related to sourcing were asked of all targets to assess the origins of LLIN found at the
household level. Of the total surveyed, 88.96% had at least one LLIN. 87.19% of these nets come from
the last campaign, 9.1% were from pregnant women voucher clinic delivery systems and 3.20% were
purchased full price. 84% of the nets were reportedly used the night preceding the survey. Around 89%
of the total of LLINs observed was in good condition. The universal distribution campaign in Benin has
significantly increased LLIN coverage and ownership policy in the community.

Key words: Long-lasting insecticidal nets (LLINS), coverage, use, physical integrity, Benin.

INTRODUCTION

Long-lasting insecticidal nets (LLINS) have proved to be an important tool for the control of malaria and other
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vector-borne diseases (World Health Organisation
(WHO), 2005). Several studies in malaria endemic coun-
tries have shown the usefulness of LLINs in reducing
man-vector contact from malaria (Greenwood et al,
2005; Lengeler, 2004; Eisele et al., 2006; Thwing et al.,
2008). It is a technology based on the slow release of
pyrethroid insecticides, rendering it wash-resistant and
extending insecticide residual effectiveness to at least
three years without the need of re-treatment. This is why
the recent objective of roll back malaria (RBM) focuses
duplication of efforts including maintaining universal
coverage of nets to achieve a 75% reduction compared
to 2000, the number of reported malaria cases in
endemic countries in the African region, 2015 (OMS,
2011; AFR/RC50/12 — WHO, 2012) .

Benin, by its National Malaria Control Program,
supported since 2000 the initiative RBM and conducted in
July, 2011 a universal distribution campaign where
approximately 5 million of nets were distributed. This
distribution is intended to significantly increase the
national coverage of insecticide-treated nets. Before the
distribution, the proportion of households owning at least
one net at national level was estimated at 52% (PNLP-
AFRICARE BENIN-CRS BENIN, 2010). After the
distribution of July, 2011, this proportion was around
86.4% (PNLP, 2011). In the net level analysis, factors
independently associated in both surveys with reduced
likelihood that a net would be used were: increasing net
age, increasing damage of nets, increasing household
net density (nets/person). Some studies have shown that
several factors are associated with LLIN ownership and
effective use (Graves et al., 2011). Factors associated
with ownership were assumed to be: cultural beliefs and
practices mechanisms of LLIN distribution and distance
to LLIN suppliers, rumours about LLINs and social
support and pressure (Wiseman et al., 2007; Baume and
Marin, 2007). But factors associated with net used were
reported to be: perceived benefits and disadvantages of
nets, trust in health workers providing health education
and LLINs, knowledge of appropriate net use/care
practices, and net-hanging skills, household size and
composition, the number of children under five years of
age and use of other vector control measures (Toé et al.,
2009; Edelu et al., 2010). Other studies conducted in
Benin showed that several mosquito nets after 12 month
of use had already holes (Gnanguenon, personnal
communication). From these observations, questions
arise: Do people effectively use the mosquito nets freely
distributed? Or do people not use LLINs to their
insufficient number or their poor physical condition? To
clarify these questions, we conducted a study on
insecticide-treated nets coverage, use and physical
condition in plateau department in southern Benin one
year after the distribution. This study aimed to provide
useful data on the effectiveness of the distribution
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campaign.

METHODOLOGY
Study area

Plateau is a county of Benin in West Africa. The selection of this
county was based on its geographic accessibility, the high use of
mosquito nets by children under 5. Entomological surveys
conducted in the plateau have shown that there are both high and
low pyrethroids resistance areas (Yadouleton et al., 2010).
According to the general report of the distribution campaign, 85.5%
of the households received a LLIN with an average of 2.7
LLINs/Household. Ketou, Pobe, Adja-Ouere, Ifangni and Sakete are
the top 5 cities that compose it. But our study was focused on only
four districts (Ketou, Pobe, Ifangni and Sakete). Ifangni district is
located at 2° 43' 14"E and 6° 38' 56"N; its area is 242 km?
representing 7.28% of Plateau territory. Sakete district is located at
2° 39" 7"E and 6° 46' 3"N; covering an area of 432 kmz, it
represents 13.29% of plateau territory. Ketou is located is at 2° 36'
4"E and 7° 27' 21"N; it has an area of 1775 km2, representing
54.38% of Plateau county's area. Pobé district is located at 2° 41'
51"E and 7° 5' 12"N; it has an area of 400 km?, representing 11% of
the county's area. 32 rural villages were selected through all four
districts (Figure 1).

Study design

Larvae prospection’s for insecticides susceptibility tests on
Anopheles gambiae, main malaria vector in Benin have been
conducted in many villages of the targeted districts. This baseline
study on the resistance of malaria vectors to deltamethrin in the
department of Plateau helped to make the choice of sentinel
villages where various activities were held in our work. A total of 32
clusters were selected including 17 clusters at Ifangni, 6 at Sakété,
2 at Pobé and 8 at Kétou. Each cluster (village) was composed of
several hamlets and comprised a minimum of 100 Children under
five years old. Household cross-sectional surveys were undertaken
in each cluster in May and August, 2012, conducting during high
malaria transmission period. The survey covered the targeted
groups in different villages. The choice of the targeted population
has followed the standards set in the collection of basic data on
morbidity and mortality due to malaria in the monitoring/evaluation
RBM/RBM in Benin in 2004 (Kinde-Gazard et al., 2004). The
targeted persons by cluster were: 30 mothers of children or care for
children less than 5 years to evaluate fever or malaria during the
last two weeks, 25 Pregnant women in the third trimester of
pregnancy and women who gave birth in the last 6 months to
assess malaria prevention, 30 householders for the availability and
use of LLINs.

The households were randomly selected from each cluster. Data
on bed net ownership and usage, physical condition of the nets,
demographics of household members, other characters and issues
related to sourcing were asked of all targets to assess the origins of
LLIN found at the household level. Data were gathered using an
adapted version of the standard Malaria Indicator Survey (RBM,
2013). Specific questions relating to the Universal Campaign
Coverage process were asked to the householder and to the
mothers of children or care for children less than 5 years. The
physical condition of the nets was estimated using one of the two
indicators recommended by WHO: the proportion of LLINs with any
hole(s) (WHO, 2011). The main hole category in the LLINS was
recorded as follows:
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Figure 1. Map showing the study villages in Plateau department (Benin).

T1: holes size < thumb (0.5 to 2 cm);

T2: holes size > thumb < fist (2 to 10 cm);
T3: holes size > fist < head (10 to 25 cm);
T4: holes size > head (> 25 cm).

Statistical analysis

Interviews were conducted using questions. At the end of the
survey, data were recorded with Epi-Info and data were transferred
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Table 1. Background characteristics of the households surveyed.

Characteristic

Frequency (%)

Sex of the heads of households (n = 960)

Male
Female

386 (40.20)
574 (59.80)

Educational level of the heads of households

llliterate
Elementary
Post elementary

Household size (n = 4688)
Children under 5 years
Pregnants women

Person over 5 years

655 (68.23)
188 (19.58)
117 (12.19)

1339 (28.56)
800 (17.06)
2549 (54.37)

into SPSS 16.0 software. The investigators had cleaned and
analysed the data using the same software program. Household
ownership of LLIN was calculated as a proportion of households
having at least one LLIN among the total surveyed households.
LLIN use was estimated as the proportion of households using at
least one LLIN in the LLIN owning households. Once the LLIN
ownership and use were determined; the data were filtered into a
separate file of LLIN owned households. Then, households using
LLINs were compared to those who did not use any to identify the
factors associated with LLINs non-use. Barriers of LLIN use were
determined by using enter method multivariate logistic regression
model. Data on the physical integrity of LLINs and those relating to
the origins of LLINs were extracted. The various holes observed
were divided into four and frequencies were estimated to assess
the general condition of operation of LLINs (WHO, 2011; Kilian,
2012).

Ethics approval

This study was planned and approved by the Ministry of Health.
The protocol was also reviewed and approved by National Ethics
Committee for Health Research at the Ministry of Health. A briefing
note indicating the objectives of the study, the advantages and
disadvantages was given to the respondents in order to obtain
consent. Confidentiality was respected and questionnaires were
anonymous.

RESULTS

Study households characteristics

960 households and 4688 people were included in the
survey and the response rate was 100% (Table 1).
59.80% of the heads of households interviewed were
females versus 40.20% of males. 68.23% of the heads of
households were illiterate, 19.58% have elementary
school degree and 12.19% have an educational level
over elementary school degree. Of the 4688 people
included (Table 1), 1339 (28.56%) were under five years
old; 800 (17.06%) were reported to be pregnant women

and 2549 (54.37%) were people over five years old
(without pregnant women).

LLINs ownership

Of the total surveyed households, 88.96% had at least
one LLIN while 11.04% did not have any type of mosquito
nets. The majority of households that owned LLIN had
either one or two LLINs irrespective of their household
size. 28.22% (25.47 to 31.16) had one LLIN, 31.85%
(29.00 to 34.89) had two LLINs, 16.76% (14.54 to 19.27)
had three LLINs and 12.18% (10.27 to 14.41) had four
LLINs. The number of ITNs did not vary significantly
between cluster (Table 2) and the average LLIN
ownership among LLIN owned household was 1.82
(Table 2). 87.19% (84.76 to 89.27) of these nets come
from the National distribution campaign of 2011, 9.1%
(7.79 to 11.78) were from pregnant women voucher clinic
delivery systems and 3.20% (2.21 to 4.61) were
purchased full price (Figure 2).

Factors associated with ITN ownership

The sex of the heads of households (male and female) as
well as their education level were not associated with ITN
ownership (p > 0.05). Also, the composition of the
household size in children under five, pregnant women
and persons over five years old was not associated with
ITN ownership (p > 0.05) (Table 3).

ITNs utilization

Of the total of 1746 reported LLINS, 42.96% (n = 750)
LLINs were observed by the surveyors. 84% of the nets
were reportedly used the night preceding the survey. The
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Table 2. LLINs ownership by cluster.

Parameter Cluster LLINs No. of households Mean CIl95%
Okpometa 52 30 1.73 [1.40-2.05]
Omou 69 30 2.3 [2.03-2.56]
Adjozounme 82 30 2.73 [2.54-2.92]
Ketou Kpankoun 59 30 1.97 [1.69-2.25]
Oke Ola 38 30 1.27 [1.02-1.52]
Mowodani 74 30 2.47 [2.24-2.70]
Idena2 45 30 15 [1.11-1.88]
Idena3 49 30 1.63 [1.24-2.01]
Okoffi 2 73 30 2.43 [2.20-2.75]
Pobe
Agbarou 44 30 1.47 [1.11-1.82]
Igboabikou 39 30 1.3 [1.04-1.55]
Ighola 54 30 1.8 [1.44-2.15]
Adjegounle/Alabansa 48 30 1.6 [1.22-1.97]
Sakete .
Iwai 61 30 2.03 [1.68-2.37]
Ikemon 52 30 1.73 [1.51-1.94]
Djohounkolle 53 30 1.77 [1.51-2.02]
Akadja 69 30 2.3 [2.08-2.51]
Araromi 40 30 1.33 [0.92-1.73]
Banigbe 48 30 1.6 [1.28-1.91]
Daagbe 49 30 1.63 [1.23-2.02]
Djegou Djed;i 65 30 2.17 [1.93-2.40]
Gblo Gblo 23 30 0.77 [0.43-1.10]
Ita Kpako 59 30 1.97 [1.62-2.32]
ifangni Itassumba 56 30 1.87 [1.54-2.19]
Ketougbekon a7 30 1.57 [1.24-1.90]
Ko Dogba 56 30 1.87 [1.54-2.19]
Ko-Aidjedo 70 30 2.33 [2.12-2.54]
Kokoumolou 51 30 1.7 [1.42-1.97]
Lokossa 42 30 1.4 [1.00-1.79]
Tchaada 64 30 2.13 [1.85-2.40]
Zian 70 30 2.33 [1.98-2.67]
Zougoudo 45 30 15 [1.09-1.90]
Total 1746 960 1.82 [1.76-1.87]

Cl = confidence interval.

proportion of nets in use varies from 47 to 100%, but not
significantly different from one cluster to another (Table
4). It was only at Araromi that the level of net use was
significantly low compared to other clusters. Among the
target groups, 76.4% (73.46 to 79.34) of pregnant women
really used LLINs, 82.88% (80.87 to 84.91) children
under 5 years used nets while 69.78% (68.22 to 71.34)
people over 5 years were reported as using LLINs
(Figure 3). On the 807 LLINs observed, around 16% was

found with hole(s) (Table 5). No significant difference was
observed between categories of holes (T1 to T4) and
while comparing the physical condition of the nets by the
level of instruction of their owners (p < 0.05).

DISCUSSION

ITNs coverage was increased by the universal distribution
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Figure 2. Source of ITN ownership.

Table 3. Multivariate regression on ITN ownership.

Purchased full price
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Pregnant women with
voucherclinic

Factors % ITN ownership (n) Cl = 95% p-value
Heads of households 88.96 (854)

Sex of the heads of households

Male 43.85 (421) [40.72-46.99] 0.680
Female 45.10 (433) [41.96-48.25] '
Educational level of the heads of households

Illiterate 60.31 (579) [57.22-63.41]
Elementary 17.5 (168) [15.10-19.90] 0.332
Post elementary 11.15 (107) [9.16-13.14]

n = number Cl = Confidence Interval.

distribution campaign with a proportion of 88.96% of
households that owned at least one ITN. This proportion
is higher when compared to the preceding distribution
campaign evaluation (Tokponnon et al., 2013), and the
average number of ITNs per household was around 2.
Mosquito nets (LLINS) that were from the distribution
campaign were significantly higher (87%) comparatively
to those that were purchased full price (3%) or received
from pregnant women antenatal consultation (9%). In our
study, the average number of LLINs per household
visited was 1.82 considering the 960 households. The
average household size was 4.88 people visited. Thus
we can say that about two nets are available for 5 people
at the household level. However, the objective of this

campaign is to increase the distribution level of 56%
coverage (PNLP, 2012) at least 80% and have a LLIN for
two people in the general population.

In the protocol of the LLIN distribution campaign of
July, 2011, households of two people were covered with
two LLINs and this rule has been well respected in rural
areas in which the distribution has been fewer problems
(Tokponnon et al.,, 2013). Our observations were
consistent with the same requirements a year after the
campaign. A disadvantage of the distribution was that
11% of households did not receive LLINs (PNLP, 2012).
There were no significant differences between the
availability of LLINs in different villages when considering
the proportion of households with at least two LLINs. This
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Figure 3. Net usages in target and non target group.
Table 4. Multivariate regression on ITN use.
L LLIN utilization .
Districts Clusters Proportion M+ (%) OR — p
M- M+ Total
Okpometa 7 23 30 77 3.75 0.0194
Omou 1 29 30 97 33.14 0.0012
Adjozounme 0 30 30 100 69.41 0.0039
Ketou Kpankoun 3 27 30 90 10.26 0.001
Oke Ola 7 23 30 77 3.75 0.0194
Mowodani 9 21 30 70 2.66 0.0698
Idena 2 10 20 30 67 2.28 0.1208
Idena 3 8 22 30 73 3.14 0.0379
Pobe Okoffi 2 4 26 30 87 7.42 0.002
Agbarou 13 17 30 57 1.49 0.4391
Igboabikou 3 27 30 90 10.26 0.001
Igbola 4 26 30 87 7.42 0.002
Sakete Adjegounle/Alabansa 11 19 30 63 1.97 0.1967
Iwai 4 26 30 87 7.42 0.002
Ikemon 1 29 30 97 33.14 0.0012
Djohounkolle 5 25 30 83 571 0.0044
Akadja 6 24 30 80 4.5714  0.0094
. Araromi 16 14 30 47 1 -
Ifangni .
Banigbe 6 24 30 80 4.5714  0.0094
Daagbe 9 21 30 70 2.66 0.0698
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Djegou - Djegi 6 24 30
Gblo-Gblo 14 16 30
Ita - Kpako 0 30 30
Iltassumba 2 28 30
Ketougbekon 11 19 30
Ko Dogba 9 21 30
Ko Aidjedo 0 30 30
Kokoumolou 9 21 30
Lokossa 10 20 30
Tchaada 9 21 30
Zian 2 28 30
Zougoudo 9 21 30
Total 208 752 960

80 4.5714 0.0094
53 1.3 0.6058
100 69.41 0.0039
93 16 0.0007
63 1.97 0.1967
70 2.66 0.0698
100 69.41 0.0039
70 2.66 0.0698
67 2.28 0.1208
70 2.66 0.0698
93 16 0.0007
70 2.66 0.0698
78.3

M+: household who's everybody use LLIN the days before survey. M-: household who’s not
everybody use LLIN the days before survey. OR: odd ratio; Significant at p < 0.05 level.

Table 5. Physical condition of LLINs.

Level of instruction LLINs without hole LLINS with holes Tc_)tal LLINs % LLINs with
T1 T2 T3 T4 with hole(s) holes
llliteracy 542 28 52 15 11 106 16,36
Primary school 163 10 12 3 3 28 14,66
Post primary school 102 7 3 4 1 15 12,82
Total 807 45 67 22 15 149 15,58

proportion was higher compared to those with three or
four due to the fact that LLIN distribution campaign has
limited the number of nets distributed for two people and
a maximum of 8 LLINs for large households at the same
size.

This observation is a good performance and the
coverage attained was similar to what has been achieved
in other countries (Tanzania, Nigeria and Togo) (West et
al., 2012; Stevens et al., 2013). Continuous distribution of
LLINs to pregnant women and children under five is an
important way to increase nets coverage and replace torn
nets (RBM, 2011). An additional continuous distribution
system, via NGOs for example, can also be planned for
other households. 78% of the net observed were reported
to be used the previous night, and the proportion of nets
use did not vary significantly between clusters, sug-
gesting that awareness for net use was a success. But
full net used by target group was not achieved.

76.4% of pregnants women were using ITNs while only
82.88% of children under five were using ITNs. This
observation suggests that net usage could be improved
in target group.

The high ITNs usage could be a consequence of the
increased availability of ITNs at the household level due
to the universal distribution campaign. This observation
has already been noticed in Tanzania by West and
colleagues (West et al., 2012). The level of ITN use could
also be influenced by high temperature and mosquito
density (Graves et al., 2011). But comparatively to other
studies, ITN usage observed in target group in this study
was higher than those observed in Tanzania and Nigeria
(Ye et al., 2012; West et al., 2012). ITN ownership and
use seems to reflect the general coverage and ITNs
ownership in the whole population. The proportion of
LLINs from the distribution campaign found in good
condition was significantly higher than those observed in
serviceable condition or torn out.

Conclusion
The universal distribution campaign in Benin has

significantly increased ITN coverage and ownership
policy in the community. Non target persons and target
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persons (pregnant women and children under five) had
similar level in ITN ownership and usage. The level of
ITN ownership and usage were also similar between
villages. This is an important indicator of universal
coverage goal. But additional effort must be done to fully
achieve universal coverage goal, and routine distribution
must be used to maintain ITN coverage.
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Abstract

Background: The widespread use of insecticide-treated nets (LLINs) leads to the development of vector resistance
to insecticide. This resistance can reduce the effectiveness of LLIN-based interventions and perhaps reverse progress
in reducing malaria morbidity. To prevent such difficulty, it is important to know the real impact of resistance in the
effectiveness of mosquito nets. Therefore, an assessment of LLIN efficacy was conducted in malaria prevention
among children in high and low resistance areas.

Methods: The study was conducted in four rural districts and included 32 villages categorized as low or high
resistance areas in Plateau Department, south-western Benin. Larvae collection was conducted to measure vector
susceptibility to deltamethrin and knockdown resistance (kdr) frequency. In each resistance area, around 500
children were selected to measure the prevalence of malaria infection as well as the prevalence of anaemia
associated with the use of LLINs.

Results: Observed mortalities of Anopheles gambiae s.s population exposed to deltamethrin ranged from 19 to 96%.
Knockdown resistance frequency was between 38 and 84%. The prevalence of malaria infection in children under
five years was 22.4% (19.9-25.1). This prevalence was 17.3% (14.2-20.9) in areas of high resistance and 27.1%
(23.5-31.1) in areas of low resistance (p =0.04). Eight on ten children that were aged six - 30 months against seven
on ten of those aged 31-59 months were anaemic. The anaemia observed in the six to 30-month old children was
significantly higher than in the 31-59 month old children (p =0.00) but no difference associated with resistance
areas was observed (p =0.35). The net use rate was 71%. The risk of having malaria was significantly reduced

(p <0.05) with LLIN use in both low and high resistance areas. The preventive effect of LLINs in high resistance
areas was 60% (95% Cl: 40-70), and was significantly higher than that observed in low resistance areas (p < 0.05).

Conclusion: The results of this study showed that the resistance of malaria vectors seems to date not have affected
the impact of LLINs and the use of LLINs was highly associated with reduced malaria prevalence irrespective of
resistance.
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Background

Malaria remains a deadly endemic disease and a growing
concern around the world [1]. Its control is based on
both preventing transmission and promptly treating in-
fection. Insecticide-treated nets (LLINs) are effective
tools for malaria prevention and can significantly re-
duce severe disease and mortality due to malaria, espe-
cially among children aged under five years in endemic
areas [2].

LLINs have a community effect by reducing the lon-
gevity of malaria vectors [3]. Many countries in the past
decade have made significant progress in preventing
malaria by largely focusing on vector control through
LLINs and indoor residual spraying (IRS) of insecti-
cides. Several strategies, including free distribution to
target groups [4,5] and free, universal, population-
based distribution campaigns, target an entire popula-
tion at risk [4,6]. It is estimated that between 2000 and
2010, LLINs has saved more than 908,000 lives, and
since 2006, prevented three-quarters of deaths due to
malaria [7]. However, the widespread use of LLINs
leads to the development of vector resistance to insecti-
cide. This insecticide resistance can reduce the effect-
iveness of these interventions and perhaps reverse
progress in reducing malaria morbidity [8]. Although
resistance may be inevitable with effective control pro-
grammes, new strategies must be developed to reduce
the development and spread of insecticide resistance
and preserve the effectiveness of currently available in-
secticides and malaria control interventions. It is obvi-
ous that increasing the level of resistance corresponds
to a decrease in the effectiveness of vector control
strategies implementation [9].

Benin is currently involved in a national campaign of
free distribution of LLINs for universal access. In July
2011, an average of 86% of households were covered
throughout the country [10]. The first cases of resistant
vectors were noted before 2000 in several localities
[11-14]. With the massive use of insecticides in both
public health and agriculture [15] the level of resistance
has considerably increased and in localities where vec-
tors were susceptible to becoming resistant [12].

Recent studies show that pyrethroid treatments failed
to kill resistant vectors in experimental trials of LLINs
where the main brands of nets were used (Permanet 2.0
and Olyset net) [16]. Household protection with holed
LLINs was lost in areas where vectors were resistant to
pyrethroids [17] and an average of five Anopheles gam-
biae sensu lato (s.l.) by night can enter torn nets at a
proportionate hole index of 276 [18]. Additionally, stud-
ies showed that reductions in haemoglobin levels in en-
demic areas were created by malaria infections [19,20],
thus, it was not possible to clearly separate the effects of
parasites from those of anaemia on the resulting
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measurements of vectors in the transmission. Resistance
is on the rise and that is a real threat to the vector con-
trol interventions that are currently used and that in
high coverage have show to lead to excellent results. But
there is very little data at the moment that helps us
judge if this resistance translates to reduced malaria
indicators.

Therefore, it was important to assess the impact of
vector resistance and LLIN use on malaria prevalence
in the community. The objectives of this study were
to: i) determine An. gambiae susceptibility to delta-
methrin and knockdown resistance (Kdr) frequency;
ii) assess the prevalence of malaria infection; iii) meas-
ure the LLIN use rate; iv) assess the prevalence of an-
aemia among children aged six to 59 months, and v)
compare the different indicators in low and high in-
secticides resistance areas.

Methods

Study area

The study was conducted in four rural districts belong-
ing to two health regions (Ifangni-Sakete and Pobe-
Ketou) in Plateau Department, south-western Benin.
This area is characterized by two rainy seasons (April to
July and September to November) and two dry seasons
(December to March and August to September). The se-
lection of this Department was based on its geographic
accessibility and the high use of mosquito nets by chil-
dren aged under five years. Entomological surveys con-
ducted in Plateau Department showed that there are two
categories of localities: those with low resistance and
those with high resistance by vectors to pyrethroids [13].
According to the report of the LLIN distribution cam-
paign, 85.5% of households received an LLIN, with an
average of 2.70 LLINs/household [10]. The four districts
selected were Ifangni, Sakete, Ketou, and Pobe.

Ifangni district is located at 2°43'14"E and 6°38'56"N;
its area is 242 sq km representing 7.28% of Plateau terri-
tory. Sakete is located at 2°39'7"E and 6°46'3"N, covering
an area of 432 sq km, and represents 13.29% of Plateau
territory. Ketou is at 2°36'4"E and 7°27'21"N, with an
area of 1,775 sq km, representing 54.38% of Plateau ter-
ritory. Pobe is at 2°41'51"E and 7°5'12"N and has an area
of 400 sq km that represents 11% of Plateau territory.
Thirty-two rural villages were selected through the four
districts (Figure 1).

Study design

Before the study began, WHO susceptibility tests were
performed on An. gambiae using deltamethrin to select
the villages (clusters) where activities were held. Table 1
shows the distribution of the villages based on the mor-
talities observed with deltamethrin in 2011. Due to the
absence of an area where An. gambiae are fully
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Figure 1 Study sites.

susceptible to pyrethroids in Benin (Djegbe, pers
comm), criteria were used to categorize the level of re-
sistance. “R+++ area” was called an area where the ob-
served mortality was between 0 and 60% and “R + area”
an area where the observed mortality ranged 80 to
100%. These two areas were identified based on base-
line resistance data collected in Plateau Department
(Djegbe, pers comm). Thus, 16 villages of high resist-
ance and 16 villages of low resistance were selected to
host the work. Note that most of the villages included
in the study were located at Ifangni district, and mainly
low resistance villages (Table 1).

Each cluster (village) was composed of several hamlets
and included a minimum of 100 children under five
years old. Cross-sectional surveys were conducted in
each cluster in May to August 2012, during the high
malaria transmission period. The surveys covered the
targeted groups in different villages. In each cluster, 40

children less than five years old, 25 pregnant women, 30
children over five years old, and adult heads of house-
hold were selected. The results reported here were for
those of children under five years old and were analysed
with vector resistance data from for the same period.
Larvae collection of An. gambiae s.l. in seven villages
was not productive during the study period to observe
resistance level of the mosquitoes. These villages were
dropped from data analysis. For this, the work was con-
tinued in 25 villages. Before starting the survey, training
of investigators (laboratory technicians, nurses and
other staff) followed by a pretest questionnaire was per-
formed. In the field, after the approval of the chiefs of
villages, investigators sampled randomly the survey
households by selecting one house in every two in each
village. Interviews were conducted through a question-
naire provided by investigators, and was followed by the
realization of blood smear and haemoglobin test by
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Table 1 Distribution of the clusters based on the low or
high resistance status in 2011 according the districts

Districts IFANGNI (16) SAKETE (06) POBE (02) KETOU (08)
[tassoumba* Iwai* Okoofi2* Adjozoume*
[takpako* Igbola” Agbarou*  Mowodani*
Ko Koumolou*  Ikémon” Idéna2”
Ko Aidjedo* Igbo-abikou" Idena3”
Kétougbekon*  Alabansa” Kpankoun”
Lokossa* Djohounkollé* Okpometa®
Clusters  Ko-Dogba* Okeola®
Zoungodo* Omou*
Zihan*
Araromi*
Daagbé*
Akadja”
Tchaada®
Banighé centre”
Djégou-Djegi”
GbloGblo*
Zoungodo*

*Low resistance area (R*) (80-100%); *High resistance area (R***) (0-60%).

laboratory technicians. Information on the use of LLINs
by households was verified during the investigation. In-
deed, in each village, about a questionnaire, households
were interviewed about LLINs ownership and their use.
People who use them are those who reported having
slept under LLINs the previous night of the survey.

Data collection

Collection of Anopheles gambiae larvae

Larvae of An. gambiae were collected in the all villages
by the “dipping” method, which involves capturing mos-
quito larvae directly in their productive breeding sites
using a simple ladle. These breeding sites were the pud-
dles and located near the differents villages. The larvae
and pupae were kept separately in labelled bottles and
were reared in the insectarium of Centre de Recherche
Entomologique de Cotonou (CREC) until they emerged
into adults mosquitoes. Females aged from two to five
days were used for WHO susceptibility bioassay under
laboratory conditions (25°C £2°C and 80 +4% relative
humidity).

Susceptibility of Anopheles gambiae to deltamethrin

Phenotypic determination of the level of resistance was
done using susceptibility tests (bioassays cylinder tube)
according to WHO guidelines [21]. This susceptibility
test was performed using unfed females of An. gambiae
s.l, aged two to five days. The bioassays were carried out
with impregnated papers of deltamethrin (0.05%). Four
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batches of twenty-five females were introduced into
treatment tubes for 60 min. Two batches exposed to un-
treated papers were used as control. The number of
knocked-down mosquitoes was recorded every 10 min
during the period of exposure. After 60 min exposure,
the mosquitoes were transferred into observation tubes
and were fed with 10% honey solution then maintained
in observation for 24 hours. At the end of the observa-
tion period, mortality rate was calculated. According to
WHO technical guidelines [21], a mortality rate higher
than 97% means that the population of mosquitoes
tested is susceptible; a mortality rate between 90 and
97% means there is a suspicion of resistance and a mor-
tality rate lower than 90% means the mosquito popula-
tion tested is resistant. After the tests, the dead and
living mosquitoes were conserved separately on silica
gel and stored at —20°C for molecular characterization
by PCR.

Characterization of the populations of Anopheles gambiae
by PCR: species, molecular form and Kdr Leu-phe
mutation

Approximately 16-126 females of An. gambiae from
each village resulting from the susceptibility tests were
analysed by PCR. DNA from control (non-exposed)
mosquitoes was extracted individually by CTAB tech-
nique. Species among An. gambiae complex and mo-
lecular form were determined by PCR [22,23]. Kdr
mutation was determined by HOLA technique described
by Lynd et al. [24]. This technique allowed the detecting
of Kdr mutation.

Realization of blood smear and thick film

Thick film and blood smear were performed in villages
by laboratory technicians from blood collected by phle-
botomy after puncture children’s finger by lancets. The
slides were identified and sprawl were dried and stored
in boxes slides for their delivery to the laboratory.

Laboratory examination of slides

The slides were brought to the laboratory for a double
reading by trained technicians. Parasitological infection
was detected on 10% Giemsa-stained thick smears. A
sexual stage of each Plasmodium species was counted in
the blood volume occupied by 200 leucocytes and para-
site density was calculated by assuming 8,000 leuco-
cytes/pL of blood. Thick smears from each village were
read by the same experienced technician, under the
supervision of a parasitologist. The readings of the two
technicians were also compared on the same set of
blood samples. Their estimations of parasite detection
and parasite density did not differ significantly. Cross-
check quality control was done on a randomly selected
sample representing 10% of all thick smears.
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Determination of haemoglobin

The haemoglobin concentration (g/dL) was done by
Hemo-Control EKF Diagnostic analiser that used un-
diluted blood. Potassium cyanide used in the reference
method is replaced by sodium azide. The haemo-drive
control uses pits with a short light path containing three
reagents: sodium deoxycholate, sodium nitrate and so-
dium azide. Only 10 pL of capillary blood are needed.
When the microbasin is filled by capillary action, it
must be adapted to fit into the haemo-control part and
fold the tab. The rate of haemoglobin is obtained within
25-60 seconds.

Statistical analyses

Demographic, biological and entomological data were
double-entered independently in the Epi database. Para-
sitological and clinical data were analyzed using the sur-
vey command (SPSS16.0). Parasitological data were
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analysed separately in terms of prevalence of Plasmo-
dium falciparum asexual blood forms, density of P. fal-
ciparum asexual blood forms in parasite-positive blood
thick films. The prevalence of asymptomatic malaria in-
fections was analysed as a binomial response by using a
logistic regression model.

To measure the strength of the association between
the explanatory factors (use of mosquito nets by children
the day before the survey, status of low or high vector
resistance in the villages), the prevalence of infection
and the prevalence of anemia, the ratio of the coast or
odds ratio (OR) was calculated. Allelic frequencies of
Kdr mutation were compared with GENEPOP software.
Differences were considered significant for p < 0.05.

Ethical clearance
This study was planned and approved by the Ministry of
Health, Benin. The protocol was also reviewed and

Table 2 Results cluster specific phenotype data 2012 and Kdr frequencies

Cluster name  Country specific No exposed  No killed 24 hours Mortality (%) Samples size (2n)  Frequency (%) Kdr
resistance classification after 1-hr exposure

Banigbé R+++ 123 24 19.51 102 74.5
Kokoumolou R+++ 172 96 55.81 80 63.8
Agbarou R+++ 211 126 59.72 72 65.3
Araromi R+++ 141 89 63.12 98 612
Ko-Dogba R+++ 277 181 65.34 124 68.5
Mowodani R+++ 118 86 72.88 24 66.7
Igbo-Abikou R+++ 194 143 73.71 60 76.7
Idena3 R+++ 199 147 73.87 126 68.3
Alabansa R+++ 192 142 73.96 100 72,0
Tchaada R+++ 225 167 74.22 98 83.7
Adjozoume R+++ 251 188 74.90 74 66.2
Ilwai R+++ 45 35 77.78 46 63.0
Total (R+++) 2,148 1,424 65.40 69.1
Djohounkolé R+ 257 203 79.00 12 69.6
Kétougbékon R+ 349 278 79.66 58 62.1
Lokossa R+ 327 261 79.82 114 65.8
Itakpako R+ 297 238 80.13 42 54.8
Igbola R+ 196 159 81.12 54 778
Ita-soumba R+ 352 290 8239 48 66.7
Ko-Aidjedo R+ 302 250 82.78 46 52,2
Zihan R+ 342 287 83.92 70 386
Gblo-Gblo R+ 50 42 84.00 40 62.5
Okéola R+ 481 430 89.40 104 74.0
Idena2 R+ 651 618 94,93 138 69.6
Kpankoun R+ 50 48 96.00 16 50.0
Daagbe R+ 26 25 96.15 28 60.7
Total (R+) 3,680 3129 85.33 61.8

R+++: high resistance R+: low resistance.
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approved by National Ethics Committee for Health
Research at the Ministry of Health, Benin. A briefing
note indicating the objectives of the study, the advan-
tages and disadvantages was given to the respondents in
order to obtain consent. Confidentiality was respected
and questionnaires were anonymous.

Results

Mortality rates, molecular form and knockdown

resistance of Anopheles gambiae

The observed mortality of vector population exposed
to deltamethrin ranged from 19-96% (Table 2). The re-
sults do not allow a fair distribution of R + and R+++
areas according to the criteria of departure. Only three
of the twenty-five villages positive in the collection of
larvae obey the criterion of R+++. Thus, in order to
standardize the analysis and have two groups of local-
ities based on the level of resistance as discriminatory
variable, the median of mortality rate was determined.
The median mortality rate was 79% (74.0-83.9) CI 95%.
Therefore, 12 localities of high resistance and 13 local-
ities of low resistance were distinguished.

Knock down resistance frequencies was between 38-
84% (Table 2). All An. gambiae s.l. collected was An.
gambiae sensu stricto (s.s) (100%). The results of molecu-
lar form identification showed that M and S were
present in most of the villages (Figure 2). Anopheles
gambiae s.s. collected from Gblo-gblo and Tchaada vil-
lages were only M form. Some hybrids M/S of An.
gambiae s.s. were also found in several villages (Figure 2).
The kdr mutation was found in both M and S molecular
form of An. gambiae s.s., but their frequencies varied ac-
cording to villages. The S form was found in very small
proportion (Figure 2).

Population description, net use, prevalence of infection,
and anaemia

A total of 1,000 children aged six to 59 months from the
25 clusters were tested for P. falciparum malaria infec-
tion. In each cluster (with low or high resistance),
around 40 children were selected. The average age of the
children included in the study was 27 months. In the
low resistance localities the average age was 26 months
against 28 months in high resistance areas (Table 3). Of
the households selected in the 25 clusters, 89% had at
least one LLIN. 71% of children followed slept under
LLIN the night before the survey. In the low resistance
area, the proportion of children sleeping under LLIN
was 74% against 68% in the high resistance area
(Table 3).

The prevalence of malaria infection in children aged
under five years in the community was 22.4% (19.9-25.1)
(Table 4). This prevalence was 17.3% (14.2-20.9) in areas
of high resistance and 27.1% (23.5-31.1) in areas of

Table 3 Characteristics of the children used in the
analysis and all children tested in the survey

Low resistance area
(13 clusters)

High resistance area
(12 clusters)

Number of 520 480

children

Prevalence of 27.1 (23.5-31.1) 17.3 (14.2-20.9)
malaria (%)

Average age 26.5(25.3-27.8) 284 (27.3-296)
(months)

Slept under 74.1 (70.1-77.6) 68.0 (63.6-71.9)
net (%)

Mean of 9.5 (9.4-9.7) 9.2 (9.1-9.3)

haemoglobin rate
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Table 4 Prevalence of Plasmodium falciparum in low and
high resistance areas

Cluster name Country Number Number of Prevalence
specific of blood positive of P. f (%)
resistance smears  blood
classification smears

Banigbe R+++ 40 10 250

Kokoumolou R+++ 40 6 15.0

Agbarou R+++ 40 4 100

Araromi R+++ 40 9 225

Ko-Dogba R+++ 40 13 325

Mowodani R+++ 40 6 15.0

Igbo-Abikou  R+++ 40 9 225

Idena3 R+++ 40 11 27.5

Alabansa R+++ 40 7 17.5

Tchaada R+++ 40 2 05.0

Adjozoume  R+++ 40 4 10.0

lwai R+++ 40 2 05.0

Total (R+++) 480 83 17.3

Djohounkolé R+ 40 6 150

Kétougbékon R+ 40 4 100

Lokossa R+ 40 13 325

Itakpako R+ 40 22 55.0

Igbola R+ 40 15 375

Ita-soumba R+ 40 23 57.5

Ko-Aidjedo R+ 40 9 225

Zihan R+ 40 18 45.0

Gblo-Gblo R+ 40 15 375

Okéola R+ 40 3 75

Idena2 R+ 40 5 125

Kpankoun R+ 40 5 125

Daagbe R+ 40 3 75

Total (R+) 520 141 271

low resistance (p =0.04). There was more infection to
P. falciparum in areas that showed higher mortality
to deltamethrin. However, the villages taken separately
showed no link between the prevalence of P. falciparum
infection and mortality deltamethrin (Figure 3).
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Figure 3 Malaria prevalence for each cluster by deltamethrin
mortality.

The mean haemoglobin rate in children was 9.4 g/dl
(9.3 -9.5) without variation according to different local-
ities (Table 2). Table 5 describes haemoglobin rates
among children aged six to 59 months in areas of high
and low resistance. In the 1,000 children assessed,
77% were anaemic. Eight on ten children that were
aged six - 30 months against seven on ten of those
aged 31-59 months had anaemia (Table 5). The an-
aemia observed in the six to 30 month old children
was significantly higher than in the 31-59 month old
children (p =0.00) but no difference associated with
resistance areas was observed (p = 0.35).

Effect of resistance on LLIN effectiveness

The risk of having malaria is significantly higher for
children who did not sleep under LLINs than for chil-
dren who do in the two areas (Table 6). But the preva-
lence of malaria was higher among children that used
LLINs in areas with low resistance than in areas with
high resistance. A similar result was observed with chil-
dren that did not use LLINs in the areas. The risk of
having malaria was significantly reduced (p < 0.05) with
LLIN use in both low and high resistance areas. The
preventive effect of LLINs in high resistance areas was
60% (95% CI: 40-70), and was significantly higher than
that observed in low resistance areas (p < 0.05).

Table 5 Distribution of children’s haemoglobin rate between low and high resistance areas

Haemoglobin rate <11 g/dl

Age (months) Low resistance area

High resistance area

Number (%)

Total population

Number (%) Total population

[6-30] months 244 (80.3) 304
[31-59] months 146 (67.8) 216
Total 390 (75.0) 520

256 (86.5) 296
143 (77.7) 184
399 (83.1) 480

For age: p=0.00 For area resistance: p =0.35.
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Table 6 Effect of resistance on LLIN effectiveness by infection prevalence

LLIN use Effect modification of

resistance on effectiveness

Total positive Total tested by  Prevalence Odds ratio LLIN no  Odds ratio, low versus
microscopy of P. f (%) use versus use net high resistance
Low resistance LLINs No 46 124 37.1 (36.3-38.0) 1
Yes 89 356 250 (24.6-25.5) 1.8 (1.1-2.8) p=0.00 1
High resistance LLINs No 46 166 27.7 (27.0-284) 1
Yes 43 354 1(11.8-124)  28(1.7-45 p=0000 04 (0.3 0.6) p=0.000

Table 7 shows that the use of LLINs reduces the
prevalence of anaemia in both low and high insecticide
resistance areas. Anaemia was significantly higher in
children who did not use LLINs compared to children
who used them, in areas of low resistance (p =0.02),
whereas in high resistance areas the risk was not signifi-
cant (p=0.67). The prevalence of anaemia associated
with LLIN use was significantly higher in areas with low
resistance than in areas with high resistance (p = 0.000).

Discussion

The results of LLIN effectiveness in malaria prevention
in vector resistance area showed that the resistance of
vectors does not reduce the effectiveness of LLINs, but
the prevalence of malaria and anaemia was higher in
low resistance areas, and was in contradiction with
what was expected. Anopheles gambiae, the main vec-
tor of malaria in Africa, has developed a strong resist-
ance to pyrethroid in southern Benin ([25]. This
resistance has been observed not only in urban areas
and in areas characterized by cotton growing but also
in rural areas where traditional farming does not re-
quire the use of agricultural insecticides or fertilizers
[11,15,26]. The main mechanism of pyrethroid resist-
ance observed in southern Benin is based on the modi-
fication of target in the vectors. Contrary to that
observed in some African countries, such as Burkina
Faso [27], this resistance is high in An. gambiae M and

S form. The M form was the predominant population
in southern Benin in general, and particularly in this
study area. These results confirm those of Yadouléton
et al. [13] showing that the resistance of malaria vectors
to insecticides was growing in Benin.

In order to determine the influence of pyrethroid re-
sistance on LLIN efficacy, the evolution of vector sus-
ceptibility in the study area was monitored. Survey
results showed that phenotypic resistance varied
strongly over time when compared with 2011 data [26].
This variation has led to recommendations for the
WHO village classification. Indeed, median value of the
deltamethrin mortality was used for clustering of vil-
lages of high and low resistance. The median value for
mortality in this study was 79%. This suggested that the
mortality induced by deltamethrin has decreased. So,
vector susceptibility to deltamethrin appears a dynamic
phenomenon, which could be influenced either by intra-
and extra-parameters, such as climatic conditions, eco-
logical factors, or season.

Kdr mutation is responsible of pyrethroid resistance
but detoxification mechanisms are also involved. Until
now, the part of each mechanism does not know in the
phenotypes observed in this study. Kdr results showed
that there was a significant difference between the low
and high resistance villages in 2012. The frequencies of
this mutation are significantly lower in low resistance
areas than in high resistance areas. The mutation was

Table 7 Effect of resistance on LLIN effectiveness by prevalence of anaemia

Resistance area LLIN use Anaemia + Anaemia- Total Anaemia Prevalence (%) Odds ratio LLIN no Odds ratio high
use versus use net  versus low resistance

Low resistance

No 54 19 73 74.0 1

Yes 345 62 407 84.8 0.5 (0.3-0.9) 1
Total low resistance 399 81 480 83.1 p =002
High resistance No 85 26 111 76.6 1

Yes 305 104 409 746 1.1 1.9 (1.3-27)
Total high resistance 390 130 520 750
Total 789 211 1,000 78.9 p=067 p=0.000
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also found either in the M and S form. This could be ex-
plained by a high selection pressure of the kdr gene in
the field populations of vectors. Therefore, the correl-
ation between phenotypic resistance (susceptibility to
deltamethrin) and genotypic resistance does not observe
[27]. The metabolic mechanisms involved in pyrethroid
resistance are present in Benin [28-31]; complementary
studies on these genes should be conducted to address
this question.

The LLIN coverage of households in children proven-
ance in this study (88%) and the utilization rate of LLINs
by children (71%) were better. Furthermore, no signifi-
cant difference was observed between the coverage and
the usage of LLIN in both localities ( R+and R + + + ).
Thus, both arms have been homogeneity and these fac-
tors do not affect the analysis of results.

The prevalence of malaria parasitaemia in this study
population was 22%, and variations were found between
clusters (5.0-57.5). It was lower than the 44.4% preva-
lence reported in children < five years of age from the
malaria indicator survey conducted in the same region
in 2010 [32]. These prevalences were similar to those
observed by Pond [33] among children living in rural
communities distant by 150 km to cities or within the
same zone of malaria endemicity. This study showed
that in 14 of 20 large cities, all the children living in 75%
or more of the clusters were malaria parasite-free. The
decrease in the prevalence of malaria parasites may be
due to the control measures recently implemented by
the Benin Government through the Ministry of Public
Health [34]. The measures include a nationwide free dis-
tribution of LLINs [10]. The decline in malaria burden
attributed to the use of interventions such as LLINs was
also reported in malaria-endemic countries, such as
Kenya [35].

The prevalence of anaemia in this population of young
infants was 78.9%, nearly identical to those rates re-
ported (79%) for the region in the malaria indicator sur-
vey conducted in 2010 [31]. The prevalence of anaemia
observed in the study is not unexpected as a positive re-
lationship with resistance. The level of haemoglobin
(<11 g/dl) used as an indicator of anaemia was not sig-
nificantly influenced by vector resistance to insecticide.
Achidi et al. [36] in Cameroun showed that the differ-
ence of prevalence of anaemia was not unexpected in
the locality. They could potentially reflect the decline of
nutritional status.

In this study, LLIN effectiveness in malaria prevention
was significantly higher in the resistance area. The pre-
vention of anaemia by the use of LLINs was also higher
in areas of high resistance. According to a recent study
on malaria transmission in the study area [37], vector
density was very high in low resistance areas. These au-
thors noted in low-resistance area a high EIR of 184.5
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infected bites /man /6 months against 66.7 infected bites
/man /6 months ( p <0.001) in the high resistance area.
Similarly, the prevalence of malaria infection was 27.1%
in low resistance area against 17.3% in high resistance
area. However, no significant difference was observed
between the prevalence of anemia in two areas. The high
level of transmission obtained in the region should thus
lead to a greater number of malaria cases. The results of
a recent study [38] suggest that feeding on human hosts
whose blood has been depleted due to severe anaemia
did not significantly reduce the ability or potential trans-
mission of malaria vectors, and indicates that mosqui-
toes may be able to exploit the few resources from a low
level of haemoglobin rather than one that is normal in
order to reproduce. For proper evaluation of the impact
of vector resistance to pyrethroids on the effectiveness
of LLINSs, it would be desirable to have two frankly dif-
ferent areas of susceptibility vectors status: one where
the Anopheles was resistant and another one where
Anopheles was fully susceptible. In addition, the two
areas must have the same ecological characteristics. Un-
fortunately, the sharp increase in the vectors resistance
in southern Benin, has not allowed us to obtain such
areas and this is what constitutes the main limitation of
this study. Another limitation of this study was the
cross-sectional study design. Associations presented
could have been confounded by unmeasured factors and
therefore causal inferences cannot be drawn. In addition,
the temporal relationship between exposure variables
(evolution of resistance vectors, the effectiveness of the
use LLIN) and outcomes of interest (occurrence of mal-
aria cases and other related factors) cannot be observed.
Finally, because this study enrolled participants using
convenience sampling and was done in a single geo-
graphically defined area, care should be taken in general-
izing the results to the other populations.

Conclusion

In the surveyed study area, resistance of malaria vectors
seem to date not have affected the impact of LLINs and
the use of LLINs was highly associated with reduced
malaria prevalence irrespective of resistance. The sur-
prising result of lower prevalence in high resistance
areas is likely due to differences in mosquito popula-
tions, e.g. larval habitat distribution, productivity and
adult density but that there should be further studies to
determine the possible causes of such results.
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Abstract

Background: The goal of the study is to investigate if local agricultural practices have an impact on malaria
transmission in four villages located in the same geographical area within a radius of 15 kilometers. Among the
villages, one (ltassoumba) is characterized by the presence of a large market garden and fishpond basins, the three
others (Itakpako, Djohounkollé and Ko-koumolou) are characterized by traditional food-producing agriculture.

Methods: Malaria transmission was evaluated using human-landing catches, both indoors and outdoors, two nights
per month for 12 months. Field collected females An. gambiae s.I. were exposed for 1 hour to 0.75% permethrin
and 0.05% deltamethrin using WHO insecticide susceptibility test kits and procedures. The presence of the kdr
mutation was analyzed by PCR.

Results: Anopheles gambiae s.s form M (93.65%), was identified as the main malaria vector. Its susceptibility level to
pyrethroids was the same (p > 0.05) in all villages. kdr mutation frequencies are 81.08 in Itakpako, 85 in Itassoumba,
79.73 in Djohounkollé and 86.84 in Ko-Koumolou (p = 0.63). The entomological inoculation rate ranged from 9.62 to

1159.62 in Itassoumba (p < 0.0001).

21.65 infected bites of An. gambiae per human per year in Djohounkollé, Itakpako and Ko-Koumolou against

Conclusion: The level of resistance of An. gambiae to pyrethroids was the same in the four villages. The
heterogeneous character of malaria epidemiology was confirmed. The creation of fishponds basins and the
development of market-gardening activities increased drastically the malaria transmission in ltassoumba.

Keywords: An. gambiae, Transmission, Resistance, Fishpond basins, Market-garden

Background

In Africa, malaria transmission varies according to eco-
logical features. The relations which exist between the host,
the parasite and the vector vary according to environmental
conditions. This creates various epidemiological features.
Carnevale et al. [1], Mouchet et al. [2], Fontenille et al. [3]
described three areas of malaria transmission in Africa:
the area with stable, intense and permanent malaria
transmission, the area with unstable malaria and episodic
transmission and the area with intermediate stability with
seasonal recrudescence transmission. But within these
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areas, the transmission is not univocal. Heterogeneous
biotopes are often announced [4]. The malaria transmission
is thus an environmental problem. Different features in the
transmission are recognized today: urban malaria, coastal
lagoon malaria, malaria of the rice cultivation areas, malaria
in altitude area, malaria in dams and forest areas [4-7].

In the southern Sahara countries, the agricultural policy
is more and more oriented towards the creation of small
dams in order to ensure the food safety of the populations.
The increase in population in sub-Saharan Africa and the
challenges in agriculture for several decades leads to the
development of hydraulic installation, particularly irrigated
rice growing areas, market gardening [5] and fish breeding.
However, if agricultural dams increase the production of
cereals and market-gardening products, they also have a
major effect on the endemicity of malaria, because of the

© 2013 Sovi et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
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creation of mosquito breeding sites suitable for the devel-
opment of the earlier ecological stages of malaria vectors
[8]. Moreover, the works of Manga et al. [9] in Cameroun,
Klinkenberg et al. [10] in Ghana and Yadouléton et al. [11]
in Benin showed that market-gardening sites are also an
area suitable for the development of mosquito larvae. This
is explained by the pockets of water constantly maintained
by the gardeners for watering their plants that form per-
manent breeding sites for Anopheles larvae. Moreover,
Yadouléton et al. [11] showed that malaria transmission is
higher in habitation close to market-gardening sites com-
pared to those which are distant. The rice fields, for ex-
ample, generally cause the mosquitoes proliferation, and
constitute an environmental modification model of which
entomological impact is variable depending on the local
situation and the malaria stability [12]. In addition, several
authors have reported that, the pyrethroids use in agri-
cultural areas, especially, in the market-gardening
areas is a known practice [13-15]. However, according
to Akogbéto et al. [16], several mosquito species, in
particular An. gambiae, lays their eggs in breeding sites
located in the cultivated areas and are likely to be exposed
to pyrethroids during the treatments against agricultural
pests. According to these same authors, residues of pyre-
throids could be found in the soil and could exert a se-
lection pressure on mosquito populations during their
development cycle. It is therefore possible that the different
agricultural practices implemented have an impact on the
malaria vectors resistance status as well on the transmission
of the parasites responsible for this disease.

The current study aims to investigate malaria transmission
in four villages (Itassoumba, Ko-Koumolou, Djohounkollé
and Itakpako) located within a radius of 15 kilometers in the
rural area of Benin. Among the four villages, [tassoumba
is characterized by a particular land use with the presence
of fish breeding sites with a large market garden, contrary
to the other three villages where only the culture of
cultivating cereals and food stuffs is practiced. In 2011 and
2012, mosquitoes catches were carried out in the four vil-
lages. The entomological indicators recorded in Itassoumba
were compared to those of the other three villages.

Methods

Study area

This study was carried out from July 2011 to June 2012
(12 months) in the Plateau’s region, located in Southeastern
Benin, West Africa, and more precisely in four villages
of Ifangni and Sakété districts. Itakpako, Itassoumba and
Ko-Koumolou are in Ifangni district, and Djohounkollé in
Sakété district (Figure 1). This region has a little uneven
relief with the presence of some depressions. The climate
is guinean with two dry seasons and two rainy seasons
which alternate during the year: a long rainy season from
March to July, a short dry season during August, then a
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short rainy season from September to November and finally,
a long dry season from December to February. The Plateau
region holds a lot of swamps used for market gardening
and the cultivation of different species of nursery trees. At
the country scale, malaria is endemic and stable with sea-
sonal upsurges in the Plateau region. The number of malaria
cases recorded there in 2011 and 2012 were 40512 and
33745 respectively [17,18]. At the national level 7.4% and 6%
of all malaria cases were recorded in this region in 2011 and
2012. In 2011, 43 deaths were recorded in the Plateau region
against 60 deaths in 2012 [17,18]. A cross sectional investi-
gation carried out on children under five years in June 2012
showed that malaria prevalence was 57.5%, 15% and 15%
respectively at Itassoumba, Ko-Koumolou, Djohounkollé
(Tokponnon, unpublished observation).

In 2011, a large scale distribution of Long Lasting
Insecticidal Nets (LLINs) was carried out in this region so
that the individual coverage rate of mosquito nets in
2012 was 91.39% in Itassoumba, 98.78% in Itakpako,
106.73% in Ko-Koumolou and 93.78% in Djohounkollé
(Sovi, unpublished observation). Itassoumba is a village
located near a large market-gardening site where there
are several fishponds (Figure 2) contrary to Itakpako,
Ko-Koumolou and Djohounkollé where only the culture of
cultivating cereals and food stuffs is practiced. The distance
between the breeding sites and households varies generally
between 0.5 and 2.1 km in the four villages.

The market-gardening and fishponds field of Itassoumba
covers approximately an area of 4 hectares. In this perimeter,
we found 128 basins where breeding of mainly tilapia and to
a lesser extent catfishes nourished with various types of
provender (Coppens, Legouessant, Multifeed or Aquafeed)
used according to the development stage of alevins or fish.
The two types of fishes are bred in different basins and
the provender is often thrown on the surface of the water
to feed them. One fish breeding site is generally main-
tained by one person. As time goes on, new basins are dug
in order to increase fish production on the site because of
the unceasingly increasing requests from the market. The
breeding of fishes is done throughout the year and the sale
of these fishes is done at the markets in the communities
of Ifangni and the close localities of Nigeria. The produc-
tion of vegetables is seasonal in the market gardens of
Itassoumba from December to February corresponding to
the period of the dry season where vegetables are generally
not available on the market. Vegetables are produced on
plots and watering is done with water from fishponds.

Sampling of mosquito populations

Human landing catch

To measure the malaria transmission in each village, we
collected Anopheles. This gathering method of Anopheles
enabled us to evaluate the biting rate and the frequency
of infected biting for each village. In each village, for one
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Figure 2 Fishponds basins and market garden site of Itassoumba.

J

capture session, 4 human volunteers were used as bait
for both indoor and outdoor mosquito collections in 2
houses, according to the human landing catch tech-
nique. Two successive capture sessions were carried
out per month during 10 months in each village total-
ing 8 man night catches per month per village, then 80
man night catches per 10 months per village. Another
collections of mosquitoes were carried out on 2 nights
(1 in December 2011 and 1 in January 2012) totaling 8 man
night catches per 2 months per village. These catches were
then conducted for a period of 12 months totaling 88 man
night catches per year per village. Mosquito collections
were made from 9 pm to 05 am the following morning.

The captured mosquitoes were identified the next morn-
ing using the morphological identification key of Gillies &
de Meillon [19]. The head and thorax of each Anopheles is
preserved on silicagel for infectivity determination using
circumsporozoite protein (CSP) ELISA technique for
P. falciparum detection. From mosquitoes collected and
the ELISA test results, we determined the human bit-
ing rate, the sporozoitic index and the entomological
inoculation rate (EIR) for each village.

Collection of An. gambiae larvae

Larvae and pupae of An. gambiae were collected by the
method of “dipping”. These larvae and pupae were kept
separately in labeled bottles and were reared in the insect-
arium of Centre de Recherche Entomologique de Cotonou
(CREC) until they emerged into adults mosquitoes. Females
aged from 2 to 5 days were used for WHO susceptibility
bioassay under laboratory conditions (25°C +2°C and
80% + 4% relative humidity).

Susceptibility of An. gambiae to insecticides

WHO susceptibility bioassays were performed using unfed
females of An. gambiae s.l, aged from 2 to 5 days. These
bioassays were carried out with impregnated papers of
deltamethrin (0.05%) and permethrin (0.75%). 25 females
were introduced into treatment tube for 60 minutes. The
number of knocked down mosquitoes were recorded every
ten minutes during the period of exposure. Field collected

mosquitoes exposed to non-impregnated papers were used
as control. After the 60 minutes of exposure, the mosqui-
toes are transferred into observation tubes and were fed
with 10% honey solution then maintained under observa-
tion for 24 hours. At the end of the observation period,
mortality rate was calculated. According to WHO [20], a
mortality rate higher than 97% means that the population
of mosquito tested is susceptible, a mortality rate between
90 and 97% means a suspicion of resistance and a mortality
rate lower than 90% means that the mosquito population
tested is resistant. After the tests, the dead and alive mos-
quitoes are preserved separately on silicagel and are stored
at —20°C for molecular characterization by PCR.

Infection and molecular characterization of the populations
of An. gambiae by PCR: species, molecular forms and kdr
Leu-phe mutation

The head and thorax of each Anopheles captured and pre-
served on silicagel were used for the detection of infection
by CSP ELISA method [21,22]. Approximately 30 to 43 fe-
males of An. gambiae of each village resulting from the sus-
ceptibility tests performed with deltamethrin were analyzed
by PCR. The species of An. gambiae s.l. complex and the
molecular forms of An. gambiae s.s were identified accord-
ing to the protocols described by Scott et al. [23] and Favia
et al. [24]. The kdr mutation was characterized according
to the protocol of Martinez-Torrez et al. [25].

Statistical analysis

The biting rate was calculated as the ratio of the number of
mosquitoes captured over the number of collectors per
night. The infection rate of mosquitoes was evaluated by
dividing the number of mosquitoes that were positive for
CSP ELISA test over the total number of mosquitoes tested.
The EIR is defined as being the number of infective bites
received by human per unit time and was evaluated using
the product of the biting rate and the sporozoitic index.

To compare the variability of An. gambiae human biting
rate (HBR) and the EIR between the villages, we used the
balanced regression of Poisson followed by an analysis
of the deviance using the ratio test of probability. For
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the variability of the infectivity rate and frequencies of
kdr between the villages, we used the comparison of
the proportions test of Chi®. All these analyses were
carried out with the Software R 2.14.1 [26].

Ethical clearance

This study was approved by the National Ethic Committee
of Health Research of Benin, the Ministry of Health and the
Centre de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC).
The volunteer mosquito collectors gave their consent
before participating in the study. They were vaccinated
against yellow fever and treated each time against malaria
based on the Rapid Diagnostic Test of P. falciparum.

Results

Diversity of culicidae

A total of 5230 mosquitoes belonging to 13 species were
collected during the 12 months of the study. The distri-
bution of the various species per village is presented in
Table 1.

Out of the total mosquitoes caught, 78.97% (4130/5230)
were Anopheles genus, 12.89% (674/5230) of Aedes, 5.83%
(305/5230) of Culex and 2.32% (121/5230) of Mansonia
(Table 1). These four mosquito genera were present in each
of the four villages but in variable proportions. The greatest
specific diversity was observed within the genus Culex
with five species (Cx. quinquefasciatus, Cx. nebulosus,
Cx. descens, Cx. annulioris and Cx. tigripes), followed
by the genus Anopheles with four species (An. gambiae,
An. ziemanni, An. pharoensis and An. coustani).

An. gambiae was the most abundant species in all the
four villages. It accounted for 78.64% (4113/5230) of the
total collected mosquitoes.
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For the same study period, 97.11% (3994/4113) of
An. gambiae mosquitoes collected were captured in the
market-gardening and fishponds village of Itassoumba
against only 1.41% (58/4113) in Djohounkollé, 1.04% (43/
4113) in Itakpako, and 0.44% (18/4113) in Ko-Koumolou.
In Djohounkollé, 73.31% (607/828) of the mosquitoes
caught were Aedes vittatus.

In addition to the Anopheles abundance in Itassoumba,
Mansonia africana was also present and accounts for
1.80% (75/4176) of sampled mosquitoes. The presence
of this species is probably due to the presence of swamps
in the village. Globally, the land use in Itassoumba affected
Anopheline densities (n =3999) but not Culicine densities
(n=177).

Infectivity of An. gambiae

Table 2 shows the number of mosquitoes analyzed by CSP
ELISA and the number of mosquitoes found positive each
month. The monthly variation of the infection rate of the
mosquitoes during the study period in each village is indi-
cated in the same table. Given the weak number of An.
gambiae mosquitoes collected during certain months in the
majority of the villages, we cumulated our samples over the
entire study period to get a higher number of mosquitoes
to test. The mean annual sporozoitic index has been 0.06 in
Itakpako (2 head-thoraxes positive over 33 tested); 0.07 in
Itassoumba (111 positive head-thoraxes over 1519 tested);
0.04 (2 positive head-thoraxes over 52 tested) in
Djohounkollé and 0.29 (positive head-thoraxes over
17 tested) in Ko-Koumolou (Table 2). The index is similar
in the villages of Itakpako, Itassoumba and Djohounkollé
(p=0.34). A significant difference was obtained between
the sporozoitic index recorded in Ko-Koumolou and those

Table 1 Diversity of mosquitoes in the four villages from July 2011 to June 2012

Villages
Species Itakpako Itassoumba Djohounkollé Ko-Koumolou Total/genus Genus (%)
Anopheles gambiae 43 3994 58 18 4130 7897
Anopheles pharoensis 6 2 2 4
Anopheles ziemanni 0 2 0 0
Anopheles coustani 0 1 0 0
Aedes aegypti 3 9 8 7 674 12.89
Aedes vittatus 0 0 607 4
Aedes palpalis 8 9 13 6
Culex quinquefasciatus 31 26 97 21 305 583
Culex decens 3 4 4 6
Culex nebulosus 17 54 16 18
Culex tigripes 0 0 2 1
Culex annulioris 0 0 5 0
Mansonia africana 14 75 16 16 121 231
TOTAL 125 4176 828 101 5230 100




Table 2 Monthly variation of sporozoitic index from July 2011 to July 2012

Villages July-11 Aug-11 Sept-11 Oct-11 Nov-11 Dec-11 Jan-12 Feb-12 Mar-12  Apr-12  May-12  June-12  Total (1 year) Cl (95%)
Thorax 5 1 0 1 2 0 0 0 0 0 3 21 33

[takpako Thorax™ 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 2
S 0 0 - 1 0 - - - - - - 0.05 0.06° [0.01-0.20]
Thorax 47 25 22 78 112 41 222 290 202 160 150 170 1519

[tassoumba Thorax* 0 11 2 12 10 3 12 15 24 6 8 8 m
S 0 044 0.09 0.15 0.09 007 0.05 0.05 0.12 0.04 0.05 0.05 0.07° [0.06-0.09]
Thorax 2 1 0 4 3 0 0 0 0 1 12 29 52

Djohounkollé  Thorax™ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
S 0 0 - 0 0 - - - - 0 0 0.07 0.04%¢ [0.00-0.13]
Thorax 7 1 1 1 4 0 0 0 0 1 1 1 17

Ko-Koumolou  Thorax™ 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 5
S 043 0 0 0 0.25 - - - - 0 0 1 0.29° [0.10-0.56]

S: sporozotic index; Cl: confidence interval; > © *Values with the same superscript do not differ significantly (p > 0.05), *: positive.
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obtained in Itakpako and Itassoumba (p < 0.05). These
results show that, the infection rate of An. gambiae is
the same in the villages except in Ko-Koumolou where
it is higher, but the ELISA test was performed on only
17 mosquitoes.

Biting and entomological inoculation rates
During the twelve months covered by the study, An.
gambiae was particularly aggressive in Itassoumba com-
pared to the three other villages (p < 0.05). In Itassoumba, a
man received an average of 16566.02 bites per year against
only 178.35 in Itakpako, 240.56 in Djohounkollé and 74.66
in Ko-Koumolou for the same period (Table 3). A signifi-
cant difference is observed between the biting rates ob-
tained in the four villages (P < 0.05). As a result, the ratio
is one bite of An. gambiae per man per year in each of the
three villages (Itakpako, Djohounkollé and Ko-Koumolou)
located far from the market-gardening and fishponds
area against 100 bites per man per year in Itassoumba.
Various EIR of An. gambiae were recorded each month
in the four villages. Except in July 2011, the EIR was very
high in Itassoumba compared to the other three villages
(p<0.05). In July 2011, no mosquito was found infected in
Itassoumba so a null EIR was recorded. After the 12 months
covered by the study, The EIR varied from one village to
the other. In Itassoumba, a man received an average of
1159.62 infective bites of An. gambiae against only 9.62
in Djohounkollé, 10.70 in Itakpako and 21.65 in Ko-
Koumolou for the same period (p < 0.0001) (Table 3).

Susceptibility of An. gambiae to deltamethrin and permethrin
The mortality rates in the control tubes were null. The
induced mortality rates of the females of An. gambiae by
permethrin was 66.67% (58/87), 62.50% (50/80), 76.67%
(23/30) and 84.38% (27/32) respectively in Itakpako,
Itassoumba, Djohounkollé and Ko-Koumolou (Figure 3).
A strong resistance of the An. gambiae population
to permethrin was thus observed in all the villages. No
significant difference was observed between the mor-
tality rates (p = 0.11).

On the other side, the resistance level to deltamethrin
was not the same in all the villages. In Ko-Koumolou, the
populations of An. gambiae were susceptible to deltameth-
rin [100% mortality rate (76/76)]. Suspected resistance was
observed in Djohounkollé [93.48% mortality rate (43/46)].
In Itassoumba and Itakpako, the population of An. gambiae
was resistant to deltamethrin with respective mortality rates
of 89.39% (59/66) and 88.64% (78/88) (Figure 3).

As shown above, An. gambiae has developed a strong
resistance to permethrin in the four villages. Delta-
methrin showed a gradient of resistance levels. Consid-
ering the two insecticides tested, the populations of
An. gambiae collected in Itassoumba and Itakpako seem
more resistant.

Page 7 of 12

Frequencies of the kdr mutation in molecular forms and
in dead and alive An. gambiae to deltamethrin

A total of 148 Anopheles resulting from the susceptibility
tests were analyzed by PCR for the species, molecular
forms and kdr mutation detection. In the four villages, the
PCR revealed only the presence of An. gambiae s.s. with the
two molecular M and S forms, but with the dominance of
the M molecular form (M: 93.65%; S: 6.35%). The presence
of the kdr mutation was also noted. This mutation was
observed in the two molecular forms but at a variable
frequency. The relative frequency of the forms is re-
corded in Table 4.

As shown by the results, the kdr frequency is similar
in dead and alive An. gambiae mosquitoes in Itakpako,
Itassoumba and Djohounkollé (p >0.05). Moreover, the
frequency of the kdr mutation is high and similar in all
the villages: 86.84% in Ko-Koumolou; 81.08% in Itakpako,
79.73% in Djohounkollé and 85% in Itassoumba (p = 0.63).

Discussion

Our study revealed the presence of 13 mosquito species
in the study areas. This result is similar to that of Huttel
[27] who obtained 14 species in Southern Benin with the
same sampling technique. In Djohounkollé, we collected
a large number of Aedes vittatus compared to Culex and
Mansonia. This strong presence of Aedes vittatus in this
village surprised us because it is a mosquito that is mainly
found in hilly areas; this is not the case of Djohounkollé.
Indeed, these mosquitoes usually lay their eggs in standing
water in the hollows of rocks [28]. However, after our inves-
tigations in the village, we noticed a strong presence of lar-
vae and pupae of this mosquito in open and plaster tanks
containing rainwater. This water is used for the traditional
extraction of palm oil during the short dry season
(period of harvest palm nuts). The similarity of these tanks
with hollow rocks, may be why Aedes vittatus females pre-
fer these tanks for oviposition.

The ecological characteristics of Itassoumba larval habitats
resulting from the land use affect the density of anophelines.
Indeed, the breeding sites resulting from the production of
vegetables generally contain clean water favorable to the de-
velopment of Anopheles larvae. Due to the nature of the soil,
the water seeps quickly, but it is renewed when watering.
The possibility that the pollution by accumulation of organic
products is very low. Thus, the scarcity of polluted breeding
sites is not conducive to the development of culicines larvae.
In addition, fishponds also contain clean water regularly
renewed to prevent their pollution by accumulation of or-
ganic matters that could be detrimental to fishes. This op-
portunity facilitates the development of anopheline larvae in
particular An. gambiae to the detriment of culicine larvae in
Itassoumba. This does not exist in the other three villages.

An. gambiae s.s. is the main vector involved in malaria
transmission in the study localities. The vectorial role of



Table 3 Monthly variation of human biting rate and entomological inoculation rate in four villages from July 2011 to June 2012

Villages Parameters  July-11 Aug-11 Sept-11 Oct-11 Nov-11 Dec-11 Jan-12 Féb-12 Mar-12 Apr-12 May-12  June-12 Total (1 year)
Itakpako Total Vect 7 5 1 1 3 0 0 0 0 0 3 23 43
Man night 8 8 8 8 8 4 4 8 8 8 8 8 88
HBR 0.88 0.63 0.13 0.13 0.38 0 0 0 0 0 038 2.88 178.35°
S 0 0 - 1 0 - - - - - - 0,05 0,06
EIR 0 0 - 013 0 - - - - - - 0,14 10,70%
cl [0-0.06] [0-0.31] - [0-0.31] [0-0.15] - - - - - - [0.09-0.20] [7.3-14.6]
Itassoumba Total Vect 298 239 134 171 477 136 223 524 319 500 510 463 3994
Man night 8 8 8 8 8 4 4 8 8 8 8 8 88
HBR 37.25 29.88 16.75 21.38 59.62 34 55.75 65.50 39.88 62.50 63.75 57.88 16566.02°
S 0 044 0.09 0.15 0.09 0.07 0.05 0.05 0.12 0.04 0.05 0.05 0.07
EIR 0 13.14 1.51 3.21 5.36 2.38 2.79 3.27 4.79 2.50 3.19 2.89 1159.62°
cl [0-0.01] [1265-13.65] [1.35-1.71] [3.15-343] [5.17-548] [2.26-2.74] [2.70-03.13] [3.19-346] [4.63-4.84] [226-243] [299-351] [264-294] [1157.15-116045]
Djohounkollé Total Vect 3 3 0 6 4 0 0 0 0 1 12 29 58
Man night 8 8 8 8 8 4 4 8 8 8 8 8 88
HBR 038 0.38 0 0.75 0.50 0 0 0 0 0.13 15 363 240.56°
S 0 0 - 0 0 - - - - 0 0 0.07 0.04
EIR 0 0 - 0 0 - - - - 0 0 0.25 9.62¢
cl [0-0.15] [0-0.31] - [0-0.08] [0-0.10] - - - - [0-0.31] [0-0.03] [0.19-0.32] [07.30-12,41]
Ko-Koumolou Total Vect 7 1 1 1 4 0 0 0 0 1 1 2 18
Man night 8 8 8 8 8 4 4 8 8 8 8 8 88
HBR 0.88 0.13 0.13 0.13 0.50 0 0 0 0 0.13 0.13 0.25 74.66°
S 043 0 0 0 0.25 - - - - 0 0 1 029
EIR 038 0 0 0 0.13 - - - - 0 0 0,25 21.65¢
cl [0.24-0.56] [0-0.31] [0-0.31] [0-031]  [0.04-0.30] - - - - [0-0.31] [0-0.31]  [0.05-0.80] [18.25-25.55]

Total Vect: total of vectors; HBR: human biting rate; EIR: entomological inoculation rate; > * ¢ 9The same parameters with different superscript are statistically different (p < 0.05).
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An. gambiae in malaria transmission in Benin is re-
ported in several works [4-15]. The predominance of
the M molecular form of An. gambiae observed in the
four villages is explained by the fact that, this form
often finds favorable conditions for its development in
Southern Benin. According to Coluzzi et al. [29], the
M and S molecular forms of An. gambiae have variable
distribution according to the ecological habitat and

comprise five chromosomal forms in West Africa. The
forms are Mopti, Savannah, Bissau, Forest and Bamako.
Environmental analyzes showed that altitude, precipitation
and temperature are the significant factors contributing in
the spatial distribution of these forms [30]. Precipitation
is a significant factor implicated in the development of
the M and S molecular forms. The M molecular form of
An. gambiae is described to be favorable to the wetlands

Table 4 Genotypes and frequencies of kdr mutation in molecular forms and in dead and alive An. gambiae to

deltamethrin

Villages Total  Species Molecular kdr Genotypes F (kdr)  Dead/Alive kdr Genotypes F (kdr) p
(Ag) forms RR RS SS RR RS SS
[takpako 37 37 M 32 23 8 1 84.38 Dead 18 7 2 79.63° 0.74
S 5 2 2 1 60
M+S 37 25 10 2 81.08° Alive 7 3 0 85°
[tassoumnba 30 30 30 21 9 0 85 Dead 15 8 0 8261° 043
S 0 0 0 0 -
M+S 30 21 9 0 85° Alive 6 1 0 92.86°
Djohounkollé 43 43 M 37 22 15 0 79.73 Dead 20 14 0 79414 0.89
S 0 0 0 0 -
M+S 37 22 15 0 79.73° Alive 2 1 0 8333
Ko-Koumolou 38 38 M 36 27 8 1 86.11 Dead 29 8 1 86.84
S 2 2 0 0 100
M+S 38 29 8 1 86.84° Alive - - - -

Ag: An. gambiae; * ® < kdr frequencies with the same superscript are statistically similar (p > 0.05).
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where their breeding sites are permanent. This condition
was the same in our study area.

The recorded aggressive densities of mosquitoes are sig-
nificantly different (P < 0.05) between Itassoumba and the
three other villages. We recorded higher mosquito density
in Itassoumba during the twelve months of the study in
the dry season and the rainy season, compared to the
three other villages where the mosquito density was very
low regardless of the season. A similar result was reported
by Akogbéto [4] and Akogbéto et al [31], which showed
that malaria transmission depends on ecological features.
The higher An. gambiae s.s. density observed in Itassoumba
is justified by the presence and the maintenance of fish-
ponds basins which constitutes breeding sites for the
development of aquatic stages of mosquitoes during all
year round. However, the predatory behavior of fishes in
the breeding sites was not observed as expected. Instead
An. gambiae larvae compete with the fishes for provender
thrown on the surface of water. According to Protopopoff
et al, [32], the Anopheles density is higher in localities at
the water edges than in those that are distant. The dynam-
ics of Anopheles populations is in connection with the pres-
ence of the mosquito breeding sites and their productivity.
Compared to Itassoumba, the low aggressive densities re-
corded throughout the year in Itakpako, Ko-Koumolou and
Djohounkollé were due to low availability of breeding sites
in these villages. Moreover, the soils in these villages are of
a sandy-clay type allowing a fast infiltration of water, justify-
ing therefore the temporary mosquito breeding sites there.

The infectivity rates of the Anopheles are similar in the
study villages, except in Ko-Koumolou where the sporo-
zoitic index is significantly higher. However, the number
of An. gambiae analyzed by ELISA was very low: only 17
mosquitoes of which 5 were positive; that does not allow
a valid conclusion. Despite the higher Anopheles density
recorded in Itassoumba, the sporozoitic index was as
high as that observed in Itakpako, Djohounkollé. As a
result of this higher density, An. gambiae has maintained
a closer contact with their host, which suggests the idea of
precariousness and the decrease of the effectiveness of
the distributed LLINs in Itassoumba. In Itassoumba,
the relatively high sporozoitic index associated with a
higher biting rate led to an extremely higher transmis-
sion of about 1159.62 infective bites of An. gambiae
per man per year, roughly 3 infective bites per man per
night. This rate was never recorded in Benin.

The spatial heterogeneity of the EIR reveals the import-
ance of the local conditions on the intensity of malaria
transmission which is an environmental problem [4].

Moreover, Yadouléton et al. [11] found an EIR of 168.18
infective bites/man/year in households close to market
gardens of Houéyiho in southern Benin. There is a signifi-
cant difference between this EIR and that of Itassoumba
(1159.62 infective bites/man/year) (p < 0.0001). This result
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clearly shows that the combination of the fishponds with
the market gardening has a significant impact on malaria
parasite transmission.

A survey carried out in the market-gardening areas of
Itassoumba, revealed that the farmers do not use the
agricultural insecticides because of the intoxication risk
of the fishes which are in the breeding basins. The other
three villages are also characterized by a traditional agri-
culture practice which does not require the use of insec-
ticides. The resistance observed in these localities could
be explained by the use of the repellents and the LLINs
in the households to fight mosquitoes. According to
Protopopoff et al. [33], the selection of pyrethroids re-
sistance in malaria vectors is due to the extensive use
of LLINs. The same observation had been reported in
Niger at the time of the implementation of a large scale
national campaign distribution of LLINs to the whole
population [34]. It is also possible that the emergence
of resistance to pyrethroids in the four villages could
be a consequence of several other factors (streaming of
water with insecticide particles coming from the north
of the country where pesticides are used massively against
cotton pests etc.) other than the LLINs distributed across
the country [35]. Under these conditions, the uncontrolled
use of insecticides becomes a serious problem for public
health. In permanent contact with insecticides, the popu-
lations of An. gambiae develop resistance toward these
insecticides under several mechanisms. Thus, in our study,
the kdr (Leu-Phe) mutation was investigated as the main
mechanism involved in this resistance. This resistance is
explained by the replacement of an amino acid by another,
primarily the replacement of leucine by phenylalanine in
West Africa (kdr Leu-Phe). This mutation was found
in the two molecular forms M and S of An. gambiae s.
s. This result is similar to that obtained by Dabiré et al.
[36], which investigated the presence of the kdr muta-
tion in the molecular forms M and S of An. gambiae in
Bissau (capital of the Republic of Guinea Bissau). In
addition, the similar kdr frequency recorded from dead
and alive An. gambiae mosquitoes to deltamethrin in
Itakpako, Itassoumba and Djohounkollé suggests the
involvement of other resistance mechanisms to pyrethroids
in addition to the kdr.

It is possible that an over expression of CYP6M2 and
CYP6P3 genes, involved in the metabolism of the pyre-
throids could also be implicated in this resistance. But our
study did not explore this track. This phenomenon was car-
ried out by Djouaka et al. [37] in the resistant populations
of An. gambiae from Porto Novo (Capital of Benin).

Conclusion

The present study has confirmed the heterogeneous
character of malaria epidemiology. The four villages of the
districts of Ifangni and Sakété, in spite of their proximity



Sovi et al. Parasites & Vectors 2013, 6:352
http://www.parasitesandvectors.com/content/6/1/352

within a 15 kilometers radius, do not have the same level
of transmission. The creation of fishponds and the regional
market-gardening development in Itassoumba have caused
a proliferation of Anopheles, especially An. gambiae.
This proliferation is due to the presence of fishponds
and water reserves (for watering vegetables), which
also serves as breeding sites of An. gambiae. Owing to
the permanent presence of these artificial An. gambiae
breeding sites, the mosquito biting rates are very high in
Itassoumba. In the villages located far from the agricultural
development area, the An. gambiae breeding sites are
formed only during the rainy season and the mosquito
biting rates are very low with a ratio of 1 bite per man per
year against 100 bites for the same period in Itassoumba.
These results show that the land use can increase the
level of malaria transmission. The case of Itassoumba
is impressive: 9.62 to 21.65 infected bites of An. gambiae
per human per year in Djohounkollé, Itakpako and
Ko-Koumolou against 1159.62 in Itassoumba. It is also
important to think about a strategy for managing resistance
observed in the study villages because this could be a
serious obstacle to the LLINs effectiveness.

Considering the very high level of transmission observed
in Itassoumba, it is preferable that, the populations sleep
under LLINs to avoid mosquito bites. We recommend
that the human dwellings be located far from these agri-
cultural activities in order to avoid the proximity of the
populations to the mosquito breeding sites. It is also im-
portant to target the exact areas where high transmission
is persisting such as Itassoumba so that the control opera-
tions can be more prioritized and focused in these areas.
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Abstract

Background: A dynamic study on the transmission of malaria was conducted in two areas (R* area: Low resistance
area; R™ area: High resistance area) in the department of Plateau in South Eastern Benin, where the population is
protected by Long Lasting Insecticidal Nets (LLINs). The aim of this study was to determine if the resistance of
malaria vectors to insecticides has an impact on their behavior and on the effectiveness of LLINs in the reduction of
malaria transmission.

Methods: Populations of Anopheles gambiae s.I. were sampled monthly by human landing catch in the two areas
to evaluate human biting rates (HBR). Collected mosquitoes were identified morphologically and female Anopheles
mosquitoes were tested for the presence of Plasmodium falciparum antigen as assessed using ELISA. The
entomological inoculation rate (EIR) was also calculated (EIR =HBR x sporozoitic index [S]). We estimated the parity
rate by dissecting the females of An. gambiae. Finally, window catch and spray catch were conducted in order to
assess the blood feeding rate and the exophily rate of vectors.

Results: After 6 months of tracking the mosquito's behavior in contact with the LLINs (Olyset) in R™** and R™ areas,
the entomological indicators of the transmission of malaria (parity rate and sporozoitic index) were similar in the
two areas. Also, An. gambiae populations showed the same susceptibility to P. falciparum in both R™ and R areas.
The EIR and the exophily rate are higher in R* area than in R™*" area. But the blood-feeding rate is lower in R* area
comparing to R,

Conclusion: The highest entomological inoculation rate observed in R* area is mostly due to the strong aggressive
density of An. gambiae recorded in one of the study localities. On the other hand, the highest exophily rate and the
low blood-feeding rate recorded in R* area compared to R™ area are not due to the resistance status of An. gambide,
but due to the differences in distribution and availability of breeding sites for Anopheles mosquitoes between areas.
However, this phenomenon is not related to the resistance status, but is related to the environment instead.

Keywords: Resistance, LLINs, An. gambiae, Impact, Transmission, Behavior, Benin
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Abstract

The National Malaria Control Program recommended in 1993, the use of Chloroquina (CQ) as first line
drug for malaria treatment, and sulfadoxin pyrimethamin as second drug. After years, Benin knows
resistance about these antimalarials. Quinina was to treat gravities. In 2004, the strategy of treatment
changed. Treatment of malaria cases is based on use of arteminisinia therapeutic combination. The
goal of this study is to be sure that these drugs are efficace before general use in the country and in
some regions as Dassa Zounme where the resistance is up (61. 3% for Chloroquina CQ and 45.9% for
SP in 2002).The study is based on: comparison of therapeutic efficacy of artemether Lumefantrine
and Artesunate Amodiaquine. Results show that all of the tested drugs have good therapeutic efficacy.
Most important rate failure is in Dassa Zounmé (33, 86%) than Parakou (23, 44%). They are
parasitologic failure and are probably due to the reinfestation of children. Two drugs have a good

parasitological clearance and eliminate fever after 2 days of treatment.

Abbreviations

ACPR: Adequate Clinical and Parasitological Response
LPF: Late Parasitological Failure

ETF: Early Therapeutic Failure

LCF: Late Clinique Failure

NMCP: National Malaria Control Program

Scientific names
Plasmodium falciparum ; Plasmodium malariae ; Plasmodium vivax ; Plasmodium ovale ; Anopheles

gambiae ; Artemether lumefantrine ; Artesunate Amodiaquine ; Sulfadoxine - Pyriméthamine
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Abstract

treated walls was also assessed using WHO bioassay test.

months, is a disadvantage.

pirimiphos methyl is required.

Keywords: IRS, Pirimiphos methyl, Efficacy, Malaria, Benin

Background: The National Malaria Control Program (NMCP) has been using pirimiphos methyl for the first time for
indoor residual spraying (IRS) in Benin. The first round was a success with a significant decrease of entomological
indicators of malaria transmission in the treated districts. We present the results of the entomological impact on
malaria transmission. Entomologic parameters in the control area were compared with those in intervention sites.

Methods: Mosquito collections were carried out in three districts in the Atacora-Dongo region of which two were
treated with pirimiphos methyl (Actellic 50EC) (Tanguiéta and Kouandé) and the untreated (Copargo) served as
control. Anopheles gambiae s.|. populations were sampled monthly by human landing catch. In addition, window
exit traps and pyrethrum spray catches were performed to assess exophagic behavior of Anopheles vectors. In the
three districts, mosquito collections were organized to follow the impact of pirimiphos methyl IRS on malaria
transmission and possible changes in the behavior of mosquitoes. The residual activity of pirimiphos methyl in the

Results: A significant reduction (94.25%) in human biting rate was recorded in treated districts where an inhabitant
received less than 1 bite of An. gambiae per night. During this same time, the entomological inoculation rate (EIR)
dramatically declined in the treated area (99.24% reduction). We also noted a significant reduction in longevity of
the vectors and an increase in exophily induced by pirimiphos methyl on An. gambiae. However, no significant
impact was found on the blood feeding rate. Otherwise, the low residual activity of Actellic 50 EC, which is three

Conclusion: Pirimiphos methyl was found to be effective for IRS in Benin. However, because of the low persistence
of Actellic 50EC used in this study on the treated walls, the recourse to another more residual formulation of

Background

Malaria is a major public health problem and Anopheles
gambiae is one of the major vectors of this disease in
sub-Saharan Africa [1]. The current effective vector con-
trol tools include the use of Long Lasting Insecticide
Nets (LLIN) and Indoor Residual Spraying (IRS) [2]. In

* Correspondence: rockypremier@yahoo.fr
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sub-Saharan Africa and southern Asia, these two me-
thods have shown good results [3,4] but they have their
drawbacks.

The main problem with ITNs and IRS is the development
of insecticide resistance, particularly pyrethroid-resistance,
which has been demonstrated in several populations of
Anopheles gambiae [5-8]. In the past decade, the emer-
gence of resistance in populations of An. gambiae to com-
mon classes of insecticides used in public health has been
reported in many countries in Africa, including Cote
d’Ivoire [5], Kenya [9], Benin [10,11], Niger [12], Burkina

© 2014 Aikpon et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain

Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,

unless otherwise stated.



Annexes 2 : Protocoles

194



—_

— PROTOCOLES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE @{ o
A £

rs
it
w

-+ l

EN USAGE DANS L’UR CCPV

nstitut de recherche
oour le développement

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 U'lsopropanol, bien égoutter et ajouter 200 ml d’Ethanol 70%
9- Centrifuger 5 minutes, 12 000, TA

10- Vider I’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¢ 1.4 M
CTAB* 20g 2%
ddH20 QSP 1L

* Cetyl trimethyl ammonium bromide
Mélanger sous agitateur magnétique.
Conserver a TA.

Manuel du laboratoire de biologie moléculaire -10/113 - Version 4
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PCR diagnostique An. gambiae s.l.
ISA, janv 2003

Polymorphisme dans |’espace intergénique (IGS) de I’ADN ribosomal

Elle distingue en Afrique de |’Ouest: An. gambiae, An. arabiensis et An. melas

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 uM) 5 pmoles 0.5 ul

Taqg DNA Polym (5 U/pl) 0.25U 0.05 ul

ddH,0 17.95 pl

DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pl

9404 94° A
Amplification : ] 3| 30 720|720
3’ [30%, 30, 10“]40. 5’ @ 56°C N
10"]5'
Taille attendue 30"
An. gambiae : 390 bp v oC *
An. arabiensis : 315 bp 56
An. melas : 464 bp N
40 cycles

Manuel du laboratoire de biologie moléculaire - 25/113 - Version 4
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ISA, janv 2003

Formes moléculaires M et S d’An. gambiae

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 pnl

5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul

Primer R3 (10 pM) 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 pM) 15 pmoles 1.5 ul

Taq DNA Polym (5 U/pl) 0.25U 0.05 pl

ddH,0 14.45 pl

DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pl

94°4 94° A
Amplification : 3| 30" 72° [72°
3’ [30%, 30, 45%]8.5’ @ 63°C T
45" |5

Taille attendue 30"
R3/R5 : ~1300 bp I eoc |
M: 727 bp -/
5: ~475 bp 28 cycles
Manuel du laboratoire de biologie moléculaire - 26/113 - Version 4
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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 uM) 6 pmoles 0.6 ul

Primer D2 (10 puM) 6 pmoles 0.6 pul

Primer D3 (10 puM) 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 pl

94°A 94° A
Amplification : ——‘
3’ [30::) 30u’ 10“]35::5’ @ 55°C 3! 30 72 72
10" | 5'
Taille attendue
D1/D2 : 293 bp 30"
D1/D3:195bp  Résistant Y  ssec V
D2/D4 : 137 bp  Sensible -
35 cycles

Manuel du laboratoire de biologie moléculaire -29/113 - Version 4
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Isa et Alphonsine, juin 2003

Mutation Ace 1 chez Anopheles

Polymorphisme dans le gene ace-1 qui code pour ’acéthylcholine estérase Achet.

La mutation se situe au niveau de l’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 uM) 10 pmoles 1.0 ul
Taq DNA Polym (5 U/pl) 0.25U 0.05 ul
ddH,0 17.95 pl
DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pul
Amplification : 9404 940 A
3’ [30“, 30“, 30“]35.5’ @ 62°C
3 30" 72° |72°
Taille attendue —-5 '
Ex3AG : 541 bp || 30"
Vérifier 5ul de produit de PCR sur gel d’agarose 1.5% 30"
62°C
Digestion enzymatique v \ ) v
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
pL
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
Tailles attendues soote
- 541
Génotype SS RR 403
taille 403 bp 253 bp
150 bp 200 bp 253
138 bp 138 bp 150
138
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 pl 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 o: 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 : uniqguement 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 Pour 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 pl/15 ml BB
p. vivax 247 : 2 pul/5 ml BB v 247 : 6 pl/15 ml BB
p. malariae 15 pl/5 ml PBS m : 45 pl/15 ml PBS
p. ovale 15 ul/5 ml BB 0: 45 pl/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 pl NP 40 + 2 ml
BB, agiter (préparer pour 5 plaques 10 ml + 125 pl NP 40)

* BB = Dans un litre PBS, ajouter :

1) 5¢g de Casein (Sigma C 5890)
2) 0,1¢ 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 2 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 g
Hydroxyde de Sodium 4,48 g

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 lacide
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 mgACm + 1 ml milieu reconstitution (soit 500 pg / ml)

- 0,25 mg ACm + 0,5 ml milieu reconstitution (soit 500 pyg / 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 / 50ul PBS (soit 2,5 pg par plaque : soit 5 pl par plaque dans 5 ml PBS)
P. vivax-247 capture = 0.05pg / 50ul PBS (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml PBS)

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

- Révélation : ACm conjugués a Peroxydase dans BB
DILUTIONS RECOMMANDEES PAR WIRTZ :
P. falciparum peroxidase = 0.05ug / 50ul BB (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml BB )
P. vivax -210 peroxidase = 0.05ug / 50ul BB (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml BB )
P. vivax -247 peroxidase = 0.01ug / 50ul 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 0: 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 ’antigéne | Volume de Blocking Concentration en
plasmodiale la Solution controle positif Buffer (BB) antigéne
dans 50 pul
P. falciparum Stock Pf lyophilisé (25 ug) 25ul d’eau dist.
I 5ul de stock 500ul BB 500ng
Il 10ul de | 1000ul BB 5000pg
“1 20ul de Il 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
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ENQUETE PALUDOMETRIQUE TRANSVERSALE DE L’AN 5 DU PR OJET
« IMPACT DE LA RESISTANCVE DU VECTEUR AUX INSECTCI CIDES
SUR L’EFFICACITE DES MIILD » AU BENIN

QUESTIONNAIRE MENAGE »

NUMERO DE LA FICHE (CODE MENAGE)

DEPARTEMENT ZONE SANITAIRE

CLUSTER (QUARTIER/VILLAGE) (cf code)

DATE

NOM DU CHEF MENAGE

NIVEAU D'INSTRUCTION DU CHEF MENAGE
1= Jamais été a I'école, 2= Primaire, 3= post priite |
NOMBRE DE PERSONNES DANS LE MENAGE (Non compnisdigsurs) |

ENQUETEUR

SUPERVISEUR

RESULTAT DE LA COLLECTE
1 = Enquéte complete (Toutes les sections renseyné L]

2 = Enquéte incompléte (Une ou plusieurs secti@msrenseignées)

RAISON DE NON-REPONSE

1=Refus 2=Absence 3=Incapacité .

APPRECIATION DE LA QUALITE DE L’ENQUETE

1=Trés bonne 2=Bonne 3=Moyenne 4=Mauvaise 5=Trés Mauvaise .




MODULE 1 : CARACTERISTIQUES DU LOGEMENT
Maintenant nous voudrions avoir des informationssuotre logement.

1- CARACTERISTIQUES DU LOGEMENT (Encerclez d’abord le code correspondant & la ®de 'enquété, puis reportez-f
dans le bac prévu a cet effet)
A. Quel est le nombre total de piéces de votre |ayern L |

QO1 ['B. Combien de pieces utilisez-vous habituellement pormir ? L

Quiel est votre principal1= robinet individuel 7= puits/ source aménagée
mode 2=robinet collectif 8= Puits /Riviere/Lac/ Marigot /Sourdentaine publiqug
d'approvisionnement er8=revendeur d’eau de robinet non aménagé(e)
Q02 | eau de boisson ? 4= borne fontaine publique 9= Eau de pluie |
5= forage 10= eau minérale
6= puits a pompe 11= autre a préciser

1=Béton/Parpaing/Briques cuites
Quel est le principal [2=Pierre de taille
Q03 | matériau des murs de |3=Planche

5=Terre/Brique simple
6=Pise/terre battue
7= Nattes/Chaume/Feuille

? =
votre logement ~ 4=Carabot 8=Autre (a préciser..)
Quel est le principal %z'cl':glr;?'lr'lfjile giﬁﬁ: (a préciser ....)
Q04 | matériau du toitde |57 " ||

2
votre logement /Chaume/Feuille

Quel est le principal [1=Ciment
matériau du sol de 2=Carreaux
votre logement ? 3=Bois

4=Terre
5=Autre (a préciser....)......

05 I




MODULE 2 : COMPOSITION DU MENAGE
Je vais vous demander les noms et prénoms déetoembres du ménage, en commencant par le chaefrkege et vous poser quelques questions concermagtienembre

Q6 Q7 Q8 Q9 Q10 Q11

N° Noms et prénoms des membres du ménage Quel est le lien de parentg (Nom) est de quel sexe| Quel est 'age de (Nom) P Est-ce que (Nom) vit | Antécédents de
de (Nom) avec le Chef de 1=Masculin Inscrivez I'age en années | habituellement dans | température dans les 48
Ménage ? 2=Féminin révolues. 98 pour NSP) | ce village/ quartier? | h ou dans les deux
CF CODES En mois pour les enfants | 1 = oui~ 2 = Non semaines si enfants dg

de moins d’'un an .
moins de 10 ans

CODES POUR Q7: LIEN DE PARENTE AVEC LE CHEF DE MENAGE

CHEF DE MENAGE ...vuunieiiiieereriieeennnanssd o1 PERE/MERE ..evvueeeriineeerinieeeeernnnaeeernnnneeenenns 06 AUTRES PARENTS ...eitueiiineeinieeenneernneeenaaeennnas 11
FEMME OU MARI ..eeeeeiiiiiineeeeeeeeeneenenns 02 BEAU-PERE/BELLE-MERE .....eveeveeereriinnnnneeeeennens 07 ADOPTE/EN GARDE/ENFANT DE LA FEMME/MAR.....12
FILS OU FILLE. ¢evvvveuuaeeeererenrenenns cevevennnnns 03 FRERE OU SCEUR .vvuunereeerrrrrerennnneeeeeeerenennnns 08 SANS PARENTE .euvuiieeeeeeerriiiiniineeeeeeeennennnnnnns 13
GENDRE OU BELLE-FILLE .evvvuneeeriiineeennnnnn. 04 NIECE/NEVEU DIRECT vvvunerirnnneereinneernnnnnns oo 09 NE SAIT PAS «eeiiiiieeeeiiineerennieeeeennneeeeamneanes 98
PETIT-FILS /FILLE .eevvvvirenneeeeeereerennnnnnnnnnss .05 NIECE/NEVEU PAR ALLIANCE.......eeeeeerrirrrannnnnns 10



MODULE 3 : POSSESSION DES MOUSTIQUAIRES

Maintenant nous voudrions avoir des informationsisiachat, la possession et I'utilisation des moiggiaires de votre ménage

No |Questions et Filtres Reponses Code
Avez-vous une moustiquaire dans cette maigon
Q12 |installée et utilisée par les membres du ménage®ui 2. Non | |
(Si oui aller a Q19)
Tous Ifes membres du ménage ont-ils une 1. 0ui 2. Non L
moustiquaire ? —
1. Je n’ai pas les moyens
(financiers)
2. Ce n'est pas nécessaire
Si non, pourquoi n'avez-vous pas de 3. J'utilise autre chose
Q13 | moustiquaire dans votre maison? 4. 1l n’y a pas beaucoup de |
(ALLER AU MODULE 5) moustiques ici
5. Je n'aime pas la moustiquairg
6. Par oubli
7. Autres (a préciser)
Si oui, est- ce que les membres de votre ménpage
Q14 |dorment sous une moustiquaire de maniére | 1. Oui 2. Non 9. Ne sais pgs |__|
continue pendant toute I'année?
Combien de moustiquaires y a-t-il dans votre
Q15 maison ? | -




MODULE 4 : POSSESSION ET UTLISATIONS DES MOUSTIQUAI RES

Moustiquaire 1

Moustiquaire 2

Moustiquaire 3

Moustiquaire 4

Moustiquaire 5

Moustiquaire 6

Q16

Demander a I'enquété a voir les moustiquaires du
ménage
1. VUE 2. Non VUE

Q17

Depuis combien de mois votre ménage a t-il cette
moustiquaire?

I}

L LI

Q18

Comment avez-vous obtenu cette moustiquaire ?
1. Achat

2. MINSANTE

3. don d'une ONG

4. Famille/ami

5. Autre

9. Ne Sait Pas

Q19

Cette moustiquaire est de quelle marque ?
1. Permanet 2. Olyset 3. Autre MILDA
4. Moustiquaire non traitée 9. Ne sait pas

Q20

Est ce que la nuit derniére, quelqu’un a dormi smite
moustiquaire? 1. Oui 2. Non 9. NSP

Q21

Sl oui, qui a dormi sous cette moustiquaire la nuit
derniére YNoter le code des personnes a partir du
tableau ménage dans le bac et remplir le module

utilisation des moustiquaires)

Q22

Cette moustiquaire a-elle des trous ?

1.0ui —» Aller aQ29, Q30 et Q31
2.Non

Aller au Module 5
9. Ne Sait Pas

Q23

Nombre de trous pouvant laisser passer un doigt dain

Q24

Nombre de trous pouvant laisser passer un poing
(main fermée)

Q25

Nombre de trous pouvant laisser passer la téteeddensonne




MODULE 5 : EXAMEN PHYSIQUE ET BILAN BIOLOGIQUE DU PALUDISME P OUR LES ENFANTS DE MOINS DE 10 ANS DANS LE MENAGE

[% TOR Parasites
N
=S Etat des =
Code ménage | Code enfant | Nom et prénom "é N 3 \ . = § Q
s S §_ conjonctives omou Résultat 5_ ] g Charge
o | ¥|E g - 3 @ parasitaire
D Q| © N=Non Q =
<9 k= R=Refus) < o
Pf | pan
Positif
Négatif
Invalide
ﬂ
Positif
Négatif
Invalide
ﬂ
Positif
Négatif
Invalide
ﬂ
Positif
Négatif
Invalide
Pf | pan
Positif
Négatif
Invalide
ﬂ
Positif
Négatif

Invalide




Abstract

In this study, we analyzed how vector resistance to insecticides affects the efficacy of Long Lasting
Insecticidal Nets (LLINs). This evaluation compared the epidemiological indicators of malaria in two
areas: an area where Anopheles malaria vectors were resistant to pyrethroids and an area where these
mosquitoes were susceptible to these products (control area). We conducted susceptibility bioassays
where we exposed wild mosquitoes collected from the study sites to deltamethrin. The bioassay results
did not allow us to identify an area where Anopheles was fully susceptible to pyrethroids, and so to
make progress, we had to carry out the study under two different settings. One was a low resistance
area (R+ area) and the other was high resistance (R+++ area) of Anopheles mosquitoes to pyrethroids.
The study was implemented in the districts of Ifangni, Sakété, Pobé and Kétou in the Plateau
department of Benin.

After ensuring that the populations of both areas had the same characteristics in terms of frequency of
use and coverage of LLINSs, the effectiveness of nets was measured by taking into account several
indicators:

- The entomological inoculation rate of An. gambiae.

- The protective efficacy of LLINs as determined by analyzing the presence or absence of a fever in
children, and by quantifying specific anti-saliva antibody present upon exposure to infected
mosquitoes (case-control study), and in the community (transversal and longitudinal surveys of a
cohort of children under 5 years).

- The prevalence of malaria infection and anemia

- The parasite densities and the evolution of monthly incidences of malaria.

Entomological, clinical-parasite and immunological indicators of malaria transmission were compared
between R+ and R+++ areas and correlated to the levels of vector resistance to deltamethrin.

The results indicated that there was no evident relationship between epidemiological parameters
measured and the level of vector resistance in both areas. Our initial hypothesis stated that vector
resistance to insecticides would be a limit to the effectiveness of LLINs. However, according to our
results, no significant differences were noted between the infectivity rate of Anopheles with P.
falciparum and parturity rate in R+ and R+++ areas. Similarly, the biting rate and the entomological
inoculation rate (EIR) were different from one district to another as well as in R+ area and R+++ area.
Median levels of specific IgG amongst children showed a strong heterogeneous similarity in R+ and
R+++ areas well as among people who did or did not use LLINs. The use of LLINs was closely
associated with a reduction in the prevalence of malaria and anemia regardless of resistance level.
However, in R + areas, the incidence of malaria (disease and infestation) was low compared to R+++
areas. Low correlations were observed between the incidences of malaria and mortality rates to
deltamethrin in R+ and R+++ areas. The protective efficacy was 55% in R+ area whereas the
probability of having malaria was 13% higher in R+++ area than in R+ area. The lack of a clear
difference recorded between the epidemiological indicators in both areas was probably due to the fact
that there was no area where vectors were fully susceptible. Moreover the parameters involved in the
entomological malaria transmission were more influenced by some environmental confounding factors
(disparity in the availability and distribution of Anopheles breeding sites and availability of permanent
or semi-permanent breeding sites) and human behaviors (extent of LLINs use and durability) that must
be tracked in time.

Keywords: Resistance, Protective Efficacy of LLINs, Transmission, Prevalence, Incidence, Parasite
density, Malaria, Plateau, Benin



RESUME

Dans la présente thése, nous avons étudié I’impact de la résistance des vecteurs aux insecticides sur
I’efficacité des Moustiquaires Imprégnées a Longue Durée d’action (MILD). L’étude a pour but de
comparer les indicateurs épidémiologiques du paludisme dans deux zones : une zone ou les anophéles
vecteurs du paludisme sont résistants aux pyréthrinoides et une zone ou ces moustiques sont sensibles
a ces produits (zone témoin). Mais a défaut de ’existence d’une zone de franche sensibilité, I’étude a
¢été réalisée dans deux groupes de localités : les unes de faible résistance appelées localités R+ et les
autres de forte résistance appelées localités R+++. Les deux groupes de localités ont été identifices
aprés des tests de sensibilité d’An. gambiae a la deltaméthrine. L’étude a été réalisée dans le
département du Plateau, au Bénin, précisément dans les communes de Ifangni, Sakété, Pobe et Kétou.
Apres s’étre assuré que les populations des deux groupes de localités R+ et R+++ présentent les
mémes caractéristiques du point de vue du taux de couverture et d’utilisation des MIILDs, 1’efficacité
des moustiquaires a été mesurée en prenant en compte plusieurs indicateurs :

- le taux d’inoculation entomologique chez An. gambiae,

- I’efficacité protectrice des MIILDs déterminée en milieux de soins chez des enfants vus avec ou sans
fievre et a travers le dosage des anticorps spécifiques anti-salivaires d’exposition aux piqires de
moustiques infestés (étude cas-témoins), et en communauté (enquétes transversale et longitudinale
d’une cohorte d’enfants de moins de 5 ans).

- la prévalence de I’infestation palustre et de I’anémie

- les densités parasitaires et I’évolution des incidences mensuelles du paludisme.

Les indicateurs entomologiques de la transmission du paludisme, parasito-cliniques, et
immunologiques ont été comparés entre les deux zones R+ et R+++ puis corrélés avec les niveaux de
résistance des vecteurs a la deltaméthrine.

Selon les résultats enregistrés, nous n’avons pas observé 1’évidence d’une relation entre les parameétres
épidémiologiques mesurés et le niveau de résistance dans les deux types de localités. Selon les
hypothéses de départ, la résistance des vecteurs aux insecticides constituerait une limite a 1’efficacité
des moustiquaires imprégnées. Mais, aucune différence significative n’a été notée entre les taux
d’infectivité des anophéles au P. falciparum et de parturité en R+ et R+++. De méme, le taux de
piqtire et le taux d’inoculation entomologique (TIE) sont différents d’une localité a 1’autre aussi bien
dans la zone R+ que dans la zone R+++. Les niveaux médians d’IgG spécifiques entre les enfants
¢taient similaires en zones R+ et R+++ de méme que chez les utilisateurs ou non de MIILD avec une
forte hétérogénéité. L'utilisation des MIILD a été fortement associée a une réduction de la prévalence
du paludisme et de I’anémie indépendamment de la résistance.

Toutefois, dans les zones R+, I’incidence du paludisme (maladie et infestation) a été faible
comparativement aux zones R+++ mais de faibles corrélations ont été observées entre les incidences
du paludisme et les taux de mortalité a la deltaméthrine en R+ et R+++. L’efficacité protectrice a été
de 55% en R+ alors qu’en R+++ la probabilité de faire le paludisme est plus élevée (+13%) que ceux
qui sont en R+. L’absence de nette différence enregistrée entre les indicateurs épidémiologiques dans
les deux zones est probablement due a I’inexistence de zones ou les vecteurs sont franchement
sensibles. De plus les parameétres impliqués dans la transmission entomologique du paludisme sont
plus influencés par certains facteurs environnementaux de confusion qu’il faudra suivre parallélement
dans le temps (disparité dans la disponibilité et la distribution des gites d’anopheéle, présence ou non de
gites permanents ou semi-permanents) et de comportement des hommes (degré d’utilisation des
MIILDs et leur état physique).

Mots clés: Résistance, Efficacité Protectrice des MIILD, Transmission, Prévalence, Incidence
Densités Parasitaires, Paludisme, Plateau, Bénin



