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Chapitre 1:

Introduction et généralités



1. Introduction générale

L histoire du paludisme est vieille. Cette affection est signalée dans les écrits les plus anciens.
Le paludisme est considéré comme le fléau des terres humides (palus signifie marais) et des
régions a I’air vicié (mal aria). Au XVlIle si¢cle s’ouvre 1’ére des soins avec la plante
quinquina dont on extraira plus tard la quinine. Ce n’est qu’en 1880 que 1’agent de la maladie
sera découvert par Alphonse Laveran, un médecin militaire frangais, prix Nobel de médecine
en 1907 (Mouchet et al., 2004). Depuis la découverte de la transmission de I’agent pathogéne
par la femelle d’anophele en 1898 par Ronald Ross, la lutte contre le paludisme connut des
périodes difficiles (Mouchet et al., 2004). Le premier combat contre le paludisme fut dirigé
vers I’assainissement de 1’environnement qui consista a éliminer les gites larvaires, source de
développement du moustique. Il a été relayé quelques décennies plus tard par I'utilisation
d’extraits de plantes a activités insecticides notamment les extraits des pyréthres
(Chrysanthemum cinerariaefolium) et surtout par ’utilisation a grande échelle du Dichloro-
Diphényl-Trichloroéthane (DDT) dont les propriétés insecticides ont eté découvertes a la
faveur de la deuxiéme guerre mondiale (Muller, 1955). Les succeés 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 1’époque (OMS, 1957).
Cependant, ce concept fut trés 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. Il constitue aujourd’hui un fléau lourd de
conséquences non seulement pour la santé, mais aussi pour le développement socio-
économique. Il est endémique dans 109 pays et prés de 3,3 milliards de personnes (soit 50%
de la population mondiale) sont exposees a cette maladie. 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 P. falciparum est responsable de 1 million de déces par
an, en particulier chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes. Prés de 91 % des
cas de décés touchent les pays de I’Afrique sub-saharienne ou le complexe Anopheles
gambiae est le principal vecteur (WHO, 2011). Au Bénin, I’incidence cumulée du paludisme
simple et grave est de 16,2% en 2010. La maladie représente 32,2% des causes de recours aux

soins dans les formations sanitaires et se situe au premier rang des principales affections dont



souffrent les communautés en 2010. Durant cette méme année, l'incidence palustre a été

estimée a 11,2% et 12,6% respectivement dans les départements du Plateau et de 1’Ouémé

(MS, 2011).

En 1992, I’Organisation Mondiale de la Sant¢é (OMS) avait considéré que le moment était
venu de « relancer 1’offensive contre le paludisme » et a développé une stratégie qui a été
adoptée par la conférence internationale sur le paludisme organisée a Amsterdam la méme
année (OMS, 1999). En 1999, ’OMS a relancé une nouvelle initiative mondiale contre le
paludisme : « Roll Back Malaria » (Faire Reculer le Paludisme), dont I’objectif premier était
de diminuer, voire de supprimer la mortalité due au paludisme en appliquant les directives du

Programme mondial de Lutte contre le Paludisme.

Malgré les efforts consentis, son incidence demeure toujours plus élevée. Afin de renforcer la
lutte et de mieux contrdler cette affection, les chefs d’Etat et de Gouvernement de 1'Afrique
sub-saharienne ont proposé, comme objectifs a Abuja en 2000, de réduire de 50% la mortalité
et la morbidité palustres en 2010 et de 75% en 2015 (Programme National de Lutte contre le
Paludisme au Bénin, 2005). Quant aux Objectifs du Millénaire pour le Développement
(OMD), de nombreux programmes de lutte sont mis en place pour vaincre cette maladie afin
de réduire la mortalité infantile de deux tiers d’ici 2015 (OMS, 2005b).

Méme si quelques avancées ont €té réalisées en ce qui concerne 1’acces effectif au traitement
et aux services de prévention, I’ampleur des progres réalisés est plutdt limitée (Watkins et al.,
2005). Au cours des dernicres années, la visibilit¢ de la lutte contre le paludisme et I’appui
politique dont celle-ci a bénéficié ont considérablement augmenté. De nouveaux outils ont été
mis a la disposition des programmes nationaux de lutte contre le paludisme, tels que les
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA), les tests de diagnostic rapide
(TDR), le traitement préventif intermittent (TPI) et la lutte antivectorielle (WHO, 2004).
Cette derniere reste aujourd’hui ’une des principales méthodes de protection des populations
pour reduire la transmission du paludisme par le moustique vecteur. Dans le cadre de la lutte
anti-vectorielle, les deux principales méthodes actuellement utilisées sont les pulveérisations
intradomiciliaires d’insecticides a effet rémanent et les moustiquaires imprégnées de
pyréthrinoides (Kelly-Hope et al.,, 2008). Il y a quelques années, les moustiquaires
imprégnées d’insecticides (MII), de type conventionnel se sont rapidement imposées comme
une solution pour réduire I’incidence de la maladie (Lindsay & Gilson, 1998; Coosemans &

d’Alessandro, 2001). Malgré I’efficacité observée et démontrée des MII dans le cadre de la



lutte contre le paludisme, on a noté une faible observance de la réimprégnation des
moustiquaires par les populations. Cette réimprégnation est pourtant nécessaire pour la
pérennité de leur efficacité. En effet, initialement, les techniques d’imprégnation des
moustiquaires entrainaient une perte d’efficacité relativement rapide des MII et nécessitaient
un retraitement régulier a ’aide de solutions insecticides (Maxwell et al., 2003). Pour
résoudre les difficultés liées a I’imprégnation, des avancées récentes des méthodes
d’imprégnation de moustiquaires ont permis 1’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 aprés 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). La pulvérisation intradomiciliaire a effet rémanent (PID)
autrefois pratiquée et suspendue compte tenu de la forte toxicité du DDT a fait sa réapparition
avec tous les progrés en Afrique de I’Est, du Sud et de 1’Ouest (WHO, 2004; Sharp et al.,
2007; WHO, 2007a).

Malheureusement des problemes importants subsistent mettant en danger les objectifs et la
pérennité de ces outils de lutte. Au nombre de ces problémes, on peut citer la résistance des
vecteurs aux insecticides qui constitue un handicap a I’utilisation des matériaux imprégnés. La
résistance des moustiques aux insecticides est apparue en Afrique depuis les années 60. Les
premiers cas ont été notés au Burkina avec I’apparition de la résistance de Anopheles 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). En 1993, la
résistance aux pyréthrinoides a été mise en évidence en Cote d’Ivoire dans des populations
naturelles de An. gambiae (Elissa et al., 1993). De nombreux autres cas sont décrits en
Afrique de I’Est (Vulule et al., 1994 ; Stump et al., 2004), en Afrique de I’Ouest (Akogbéto &
Yacoubou, 1999; Chandre et al., 1999a; Diabateé et al., 2002a; Awolola et al., 2003; Fanello et
al., 2003a; Corbel et al., 2007; N’Guessan et al., 2007; Djénontin et al., 2009; Yadouleton et
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al., 2010), en Afrique centrale (Etang et al., 2003, 2006) et en Afrique du Sud (Hargreaves et
al., 2000, 2003).

L’apparition et le développement de la résistance sont des processus complexes et
dynamiques qui dépendent de plusieurs facteurs. A I’heure actuelle, de nombreuses questions
demeurent sur I’impact opérationnel de ces résistances sur le contrdle du paludisme en
Afrique et sur I’impact des interventions de lutte antivectorielle sur 1’évolution des résistances
chez les vecteurs du paludisme (Sharp et al., 2007). La gestion de la résistance est donc un
probleme majeur auquel doivent faire face les différents programmes nationaux de lutte
contre les vecteurs.

Dans ce contexte, la recherche de méthodes de lutte autres que celles utilisant des
pyréthrinoides (utilisation d’autres familles d’insecticides seules ou en combinaison) devient
une nécessité (Zaim et al., 2002). Une solution possible consiste a utiliser des insecticides
déja disponibles mais ayant des cibles différentes des pyréthrinoides. Des études en cases
expérimentales ont montré que certains organophosphorés et carbamates étaient
particulierement efficaces sur des populations naturelles de vecteurs fortement résistantes aux
pyréthrinoides (Kolaczinski et al., 2000). Malgré le colt élevé de ces insecticides, des
carbamates (propoxur et bendiocarb) furent utilisés en aspersions intradomiciliaires pour
lutter contre les vecteurs du paludisme (Carnevale & Mouchet, 1990). Depuis quelques
années, ils font ’objet d’un regain d’intérét en santé publique étant donné les forts taux de

résistance aux pyréthrinoides enregistrés chez les vecteurs en Afrique subsaharienne.

Depuis 2008, le Programme National de Lutte contre le paludisme (PNLP) a décidé
I’utilisation des non-pyréthrinoides en pulvérisation intra-domiciliaire dans les zones de
résistance des vecteurs aux insecticides au Bénin (Akogbéto et al., 2010). C’est pour cette
raison qu’au cours de la campagne PID lancée par le PNLP en 2008 dans le département de
I’Ouémé, le bendiocarb (Carbamate) a été utilisé. Le choix du bendiocarb a été fait apres une
évaluation en phase Il de plusieurs insecticides (Akogbéto et al., 2010). De plus, il a été
rapporté une bonne efficacité du bendiocarb en PID pour le contr6le du paludisme dans
plusieurs contrées a savoir la Namibie, la Guinée Equatoriale, le Mozambique (Sharp et al.,
2007; WHO, 2007b).

De juillet 2008 a aout 2010, quatre tours de PID ont été mis en ceuvre dans le departement de
I’Ouémé. Le traitement des maisons a été fait par une Organisation Non Gouvernementale

Internationale, le™ Research Triangle Institute " (RTI), avec la participation communautaire.
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Selon Akogbéto et al. (2011) et Osse et al. (2012), les trois premiers tours de pulvérisation ont

été un grand succes avec une forte réduction de la transmission du paludisme.

Mais a partir de 2011, la PID a été arrétée dans le département de I'Ouémé-Plateau et
transférée dans I'Atacora, la partie nord du Beénin. La raison principale de ce transfert est due
au fait que, le département de ’Ouémé est caractérisé par une longue période de transmission
du paludisme (avril-novembre), ce qui nécessite au moins deux tours de pulvérisation
intradomiciliaire par an en raison de I’effet résiduel court du bendiocarb. Mais dans le
département de I'Atacora, la période de transmission du paludisme est relativement plus
courte (juin-novembre); un tour de PID devrait suffire par an. En termes de colt-efficacité, les
zones caractérisées par une courte durée de transmission du paludisme devraient étre
considérées comme prioritaires dans le choix de la PID par rapport aux zones ou la
transmission est longue.

Le transfert de la PID dans I’Atacora n’a pas été apprécié des populations de I’Ouémé-
Plateau. Mais, pour les apaiser, deux mesures ont été prises : (i) mettre a la disposition des
populations des moustiquaires imprégnées a longue durée d’action (accés universel) en
remplacement de la PID, (ii) continuer la surveillance entomologique du paludisme dans les 4
communes du département apres 1’arrét de la PID afin de détecter rapidement toute reprise de
la transmission du paludisme et prendre les mesures qui s’imposent.

C’est dans cette optiqgue que nous avons entrepris les travaux de cette these qui
s’intitule « Evolution des indicateurs entomologiques de la transmission du paludisme
apreés I’arrét de la pulvérisation intradomiciliaire dans le département de I’Ouémé, au

Bénin ».

Quatre hypotheses justifient ce travail :

i) la PID au bendiocarb est efficace pour réduire la transmission du paludisme en zone de
résistance des vecteurs aux pyrethrinoides ;

il) ’acceés a la couverture universelle des MIILD est aussi efficace que la PID en terme de

réduction de la transmission du paludisme;

iii) ’arrét de la PID favorise I’augmentation de I’agressivité des moustiques et du taux

d’inoculation entomologique (TIE);

iv) les Anopheles gambiae porteurs de génes Kdr et Ace-1 sont potentiellement plus infectés

vis-a-vis du Plasmodium falciparum que les non porteurs.
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Le principal objectif de cette ¢étude est d’évaluer I’'impact de 1’arrét de la pulvérisation

intradomiciliaire sur la transmission du paludisme dans le département de I’Ouémé.
De facon spécifique, notre étude vise a :

1) déterminer le niveau de la transmission du paludisme dans I’Ouémé lors du dernier tour de

la PID;

ii) étudier le degré de mise en ceuvre de la promotion des MIILD proposées par le PNLP et
leur taux d’utilisation par les populations apres I’arrét de la PID et le comportement des

populations de An. gambiae résistantes aux pyréthrinoides au contact de ces MIILD;

iii) étudier la dynamique des populations de An. gambiae et de leur infectivité pendant la
période MIILD aprés I’arrét de la PID;

iv) étudier la relation entre le portage des géenes de résistance Kdr et Ace-1 et la présence de
I’antigéne circumsporozoitique de P. falciparum chez An. gambiae s.s en vue de mettre en
¢vidence I’impact opérationnel de la présence du géne Kdr sur I’efficacité des MIILD et celle

du gene Ace-1 sur I’efficacité des murs traités aux carbamates (bendiocarb).

La présente thése est scindée en sept chapitres articulés autour des articles publiés et soumis
pour publication dans le cadre de ce travail. Ces chapitres sont retenus sur la base de leur
contenu qui doit étre en rapport avec le sujet. Ensuite, leur chronologie dans la thése a été
pour nous un élément capital. Cette chronologie est basée sur 1’évolution des idées dans un

esprit d’enchainements progressifs pour aboutir a la conclusion générale.

Apres I’introduction qui nous a permis de situer le sujet, d’émettre les hypothéses de base et
de fixer les objectifs a atteindre, nous avons rappelé, dans la premiére partie de la thése les
particularités biologiques et écologiques des espéces vectrices majeures du paludisme en
Afrique sub-saharienne. Ensuite, nous avons fait un état des lieux des méthodes utilisées
contre les principaux anophéles vecteurs et des molécules insecticides et insectifuges
disponibles en santé publique. Nous avons discuté enfin des différents types de résistance aux
insecticides susceptibles de compromettre les programmes de lutte et les stratégies de gestion
de cette résistance.
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Le chapitre 2 regroupe I’ensemble du matériel et des méthodes utilisés dans la thése, les
différents types d’échantillonnage des populations de moustiques en fonction des types
d’étude, les différentes techniques de traitement du matériel biologique selon les objectifs
fixés et les méthodes d’analyse des données. Toutefois, dans chaque chapitre un bref résumé

du chapitre précédent permet de rafraichir la mémoire au lecteur.

Dans un troisieme temps, nous avons conduit des recherches entomologiques au cours
desquelles nous avons évalué le niveau de la transmission du paludisme avant 1’arrét de la
PID en calculant certains indicateurs entomologiques et étudié le comportement des vecteurs

dans les zones traitées.

Nous avons entrepris dans le quatrieme chapitre une étude pour déterminer le taux de
couverture et d’utilisation des MIILD, et la biodisponibilité¢ de la perméthrine sur les Olyset
distribués par le PNLP. Le but du chapitre est de Vérifier si les populations ont accepté la
mesure proposée et mise en ceuvre par les autorités sanitaires a savoir, la mise a disposition de

toutes les familles des moustiquaires imprégnées en remplacement de la PID.

Dans le cinquieme chapitre, nous avons comparé les indicateurs entomologiques observés au
cours du dernier tour de la PID a ceux obtenus apres 1’arrét de cette intervention en nous
focalisant sur la dynamique des populations de moustiques, le comportement et le taux
d’inoculation entomologique (TIE) des vecteurs dans un contexte de couverture universelle
des MIILD. L’étude de la biodisponibilité du bendiocarb sur les supports traités aprés une
accumulation des particules d’insecticide sur les murs suite a 4 tours successifs de PID a été
réalisée dans cette période pour s’assurer que la rémanence du bendiocarb est terminée pour

éviter tout biais avec 1’action des MIILD.

Dans le sixiéeme chapitre, nous avons étudié la résistance des vecteurs aux insecticides et
les mécanismes de resistance aprés 4 ans d’utilisation de grande quantité de bendiocarb dans
I’Ouémé pour vérifier une éventuelle évolution de la résistance des populations de An.
gambiae mises sous pression insecticide de 2008 a 2010. Par ailleurs, nous avons étudié la
signification opérationnelle de I’impact de cette résistance en déterminant la relation qui
existe entre le portage des génes de résistance Kdr et Ace-1 et la présence de 1’antigéne

circumsporozoitique de P. falciparum chez An. gambiae s.s.

14



Enfin, les différents résultats obtenus sont discutés dans leur ensemble, suivis d’une
conclusion et de perspectives de recherche concernant 1’avenir de la lutte antipaludique en

Afrique.

2. Généralités

2.1. Définition du paludisme

Le paludisme est une maladie parasitaire endémo-épidémique a manifestation infectieuse 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 Plasmodia,
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
1 million par an, essentiellement comptées parmi les enfants de moins de 5 ans (Greenwood et
al., 2005).

Il est transmis le plus souvent d’un individu a un autre par la piqire des moustiques femelles
du genre Anopheles. Le paludisme peut également étre transmis par une transfusion sanguine
provenant d’une personne infectée. Des dons de sang provenant de personnes a demi-
immunisées, ne présentant pas de symptomes cliniques, peuvent aussi contenir de parasites du
paludisme. Enfin, 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).

Les 4 especes du genre Plasmodium responsables des paludismes humains sont: Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. ovale et P malariae. P. falciparum est I’espéce la plus virulente
causant les formes mortelles de la pathologie et la plus répandue en Afrique subsaharienne
(Burkot et al., 1987).

La transmission du paludisme implique trois facteurs : I’homme, le parasite et le vecteur. Les
facteurs « homme » et « parasites » ne sont pas limitants, ’homme étant présent sur toute la
plancte et le parasite pouvant infecter I’homme partout ou le climat est favorable au

développement de son cycle sporogonique.
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L’homme est infecté lors d’une piquare par 1’anophele femelle qui lui transmet le parasite sous
forme de « sporozoite ». Celui-ci reste dans la circulation sanguine pendant une demi-heure et
migre rapidement vers le foie. Il pénétre dans I’hépatocyte ou il se divise tres activement pour
donner un corps bleu ou schizonte mir qui contient pres de 400 000 noyaux chez P.
falciparum et de 10-15 000 pour les autres espéces. Chaque noyau du schizonte s’entoure du
cytoplasme et devient mérozoite. Cette phase de division cellulaire dure 10 a 15 jours environ
et constitue la durée d’incubation du paludisme: c’est la phase exo-érythrocytaire. Le
schizonte mir s’éclate et libére la premiére génération de mérozoites qui parasitent certaines
hématies pendant que d’autres vont dans la circulation sanguine puis le cycle asexué
recommence. Le temps qui s’écoule entre la pénétration d’un parasite dans une hématie et son
éclatement est de 48 heures pour Plasmodium falciparum, P. ovale et P. vivax, et 72 heures
pour P. malariae : c’est la phase érythrocytaire. La formation des gamétocytes dans la rate et
la moelle suivie de leur expulsion dans le sang du porteur permettra 1’infestation de
I’anophéle femelle pendant son repas sanguin (Malvy et al., 2000). Le vecteur absorbe
différents stades du parasite. Les éléments asexués, les trophozoites et schizontes sont tous
digérés. Seuls les gamétocytes poursuivent leur développement. La transformation des
gameétocytes en gamontes survient dans le quart d’heure qui suit leur ingestion par I’anophéle
femelle lors du repas sanguin. Une trentaine de minutes apres la prise de sang, ceux-Ci
évoluent rapidement en micro et macrogametes sexués. Le cas marquant de ce cycle réside du
fait que la fécondation des Plasmodia (fusion des gameétes) qui permet la pérennisation du
parasite se déroule chez le vecteur et non chez 1’hote vertébré. La fusion des gamétes donne
un zygote mobile ou ookinéte qui quitte la lumiére de 1’estomac juste avant la formation de la
membrane péritrophique, processus d’invasion qui déclenche les réponses immunitaires du
moustique (Dimopoulos, 2003). L’ookinéte localisé dans la paroi externe de 1’estomac du
moustique s’accroit et se transforme en oocyste renfermant plusieurs sporoblastes qui
évoluent en sporozoites immatures. Ces derniers, par les mouvements, fragilisent la

membrane de 1’oocyste qui céde et les libére dans 1’hémolymphe (Wang et al., 2005).

Les sporozoites immatures migrent dans divers tissus du moustique mais préférentiellement
dans les glandes salivaires ou ils s’accumulent et acquierent leur stade infectieux. Ils seront
injectés lors de la prochaine piglre du moustique, faisant ainsi démarrer le cycle
sporogamogonique chez I’homme. La phase sporogonique du Plasmodium chez 1’anophéle a
une durée de 10 a 25 jours environ, et variable selon la température et 1’espeéce plasmodiale

(Mouchet et al., 2004) (Figure 1).
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Figure 1 : Cycle du paludisme (Carnaval, 2000).

2.2. Anopheles vecteurs du paludisme

Les vecteurs du paludisme sont des moustiques appartenant a la sous-famille des
Anophelinae (Diptera: Culicidae) et tous regroupés dans le genre Anopheles. Ce genre
comprend environ 500 espéces réparties sur I’ensemble de la planéte a 1’exception du

continent Antarctique, de la Polynésie centrale et orientale et de certaines fles dont le
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Groenland, I’Islande et quelques terres isolées (Harbach, 2004 ; Mouchet et al., 2004). Seules
soixante dix a quatre vingt espéces sont considérées comme vectrices pour les Plasmodia
humains, avec des implications variées (Mouchet et al., 2004) (Figure 2). On dit que ces

especes sont “compétentes”.

Dans la plupart des endroits d’Afrique, plusieurs especes de vecteur transmettent la malaria
simultanément, ou se remplacent de facon saisonniére. Ces vecteurs différent largement dans
leur densité et leur capacité vectorielle. L’identification précise des anopheles est donc un
préalable pour la mise en place de mesures de contrble appropriées, spécifiquement et
sélectivement orientées sur les cibles adéquates. La plupart des traits phénotypiques de
moustique relatifs a 1’épidémiologie de la maladie ou son contrdle (préférence trophique,
compétence vectorielle ou la résistance aux insecticides) sont susceptibles d’étre
génétiquement codés, la structure intra spécifique de la population doit étre connue et les flux
de geénes entre populations étre évalués (Fontenille & Simard, 2004). Parmi les especes
rencontrées en Afrique subsaharienne, cing sont qualifiées de «vecteurs majeurs» car assurant
la transmission du paludisme et responsables de plus de 95% de la transmission totale du
paludisme sur le continent: An. gambiae s.s. (avec deux formes moléculaires M et S), An.
arabiensis, An. funestus, An. nili et An. moucheti (Coetzee et al., 2000; Antonio-Nkondjio et
al., 2002; Mouchet et al., 2004 ). Certains vecteurs dits secondaires assurent localement la
transmission du paludisme aux c6tés des vecteurs majeurs surtout sur le littoral et en milieu
insulaire: An. melas sur les cotes lagunaires d’Afrique de 1’Ouest, An. merus et An.
mascarensis a Madagascar (Fontenille & Campbell, 1992; Pock Tsy et al., 2003). Cette
diversité en Afrique intertropicale ou la plupart des vecteurs vivent en sympatrie, donne lieu a
une certaine complexité dans la plupart des faciés de transmission de paludisme tant dans son
intensité que dans sa dynamique. Ceci rend ainsi plus spécifique 1’approche de la réduction du

contact homme-vecteur (Mouchet et al., 1993; Fontenille & Lochouarn, 1999).

Les anopheles sont des insectes holometaboles 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 ou la température de 1’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
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maturation des ovocytes qui débute avec le repas de sang et se termine avec la ponte est

dénommeé cycle gonotrophique.

La répartition géographique des espéces du complexe An. gambiae est liée a des contraintes
climatiques et écologiques. Le complexe An. gambiae constitue un systeme vectoriel
complexe par rapport a la multitude d’especes et de formes adaptées aux diverses conditions
de I’habitat. Deux parametres sont déterminants pour qualifier un moustique de bon vecteur
de parasites. Il s’agit de la compétence vectorielle, déterminée essentiellement par la
compatibilité vecteur/parasite, et de la capacité vectorielle, déterminée par I’anthropophile et

la longévité du vecteur (Mouchet et al., 2004).

An. gambiae s.S. est I’'une des espéces les plus répandues du complexe An. gambiae (qui en
comprend 7). Elle 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 présent au Sahel
et sur les plateaux d'Afrique méridionale. Il s'enfonce assez profondément dans les savanes
humides, englobant la zone de répartition de An. gambiae s.s. (Mouchet et al., 2004). La zone
de recouvrement en ces deux espéces est d’ailleurs assez large. Ces deux derniéres présentent
des limites de distribution en Afrique qui semblent étre déterminées par les conditions

climatiques (Mouchet et al., 2004).

Les femelless de An. gambiae s.s. sont hautement anthropophiles, s’alimentant
préférentiellement sur des humains (Coluzzi et al., 1979). Toutefois, en Afrique de I'Ouest,
elles peuvent étre moins sélectives et se nourrir facilement sur d’autres animaux comme les
chevaux et le bétail (Diatta et al., 1998). A la différence de An. gambiae, An. arabiensis a un
comportement beaucoup plus flexible avec une anthropophilie et une endophilie partielles en
présence d’hotes alternatifs (Gillies & Coetzee, 1987; Costantini et al., 1998). Il est capable
de se développer dans des zones totalement sauvages, adoptant alors un comportement
exclusivement zoophile (Duchemin et al., 2001). En général An gambiae s.s., a cause de son
anthropophilie préférentielle, a développé une tendance forte pour [’endophagie et
I’endophilie, tandis que le plus zoophile An. arabiensis a une tendance plus exophage et

exophile.
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Figure 2 : Distribution globale des anophéles vecteurs principaux, secondaires et potentiels
(Kiszewski et al., 2004).

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 accés palustres, pour réduire la
morbidité et la mortalité. D’une maniére 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 contrdle de la
transmission dans les zones a risques éleveés, 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 I’une ou I’autre doit tenir compte de la bio-écologie des espéces visées, de
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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 & réduire la production de moustiques nécessitent le
traitement des gites larvaires. Néanmoins, une lutte anti-larvaire bénéfique au plan
épidéemiologique 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 espéces
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 (Figure 3) (Gambusia affinis et Poecilia
reticulata) ont été observés dans des zones de paludisme instables, ou les gites larvaires

étaient limités et facilement repérables (Louis & Albert, 1988).

B

Figure 3 : Poissons larvivores culiciphages : Gambusia affinis (A) et Poecilia reticulata (B)

2.3.2. Lutte contre les adultes

La principale méthode de lutte « imagocide » est I’aspersion intradomiciliaire. Cette technique
est encore utilisee 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

(figure 4). Gahan a eu le mérite d’avoir réalisé en 1944 aux Etats-Unis, dans la vallée du

21



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 (Mouchet,
1994; Coz et al., 1968). Utilisé en aspersions intra domiciliaires a la dose de 2g/mz?, le DDT
fut ’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 a 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 particuliérement
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 l’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.

Figure 4 : Applicateurs en tenue et pulvérisation intradomiciliaire

22



2.3.3. Réduction du contact homme-vecteur

Cette stratégie vise a établir une barriére (physique et/ou chimique) entre I’homme et le
moustique. Les moustiquaires sont utilisées depuis longtemps pour se protéger des piqires de
moustiques (Snow et al., 1987). Leur efficacité s’est vue renforcée lorsqu’elles ont été
imprégnées d’insecticides (Darriet et al., 1984), ajoutant a la barriére physique, un effet
répulsif et 1étal. En effet, I’effet répulsif des pyréthrinoides empéche le moustique de se
gorger au travers de la moustiquaire et d’y pénétrer lorsque celles-ci sont trouées aprés 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
protégent 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 I’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 a « longue durée d’action» (Long
Lasting Nets: LLN) 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).

2.4. Insecticides utilisés dans la lutte antivectorielle

Il existe des centaines de molécules utilisées comme insecticides en santé publique. Pour la
lutte antivectorielle, les produits et formulations insecticides recommandes par I’OMS sont
mentionnés dans les tableaux I et 11 (OMS, 2002). La plupart de ces molécules se regroupent
en 6 grandes familles. Cependant, seules quatre familles de produits chimiques représentent
chacune plus de 10% de la part de marché et plus de 70% de I’ensemble: les
organophosphoreés (a partir de 1940), les carbamates (a partir de 1950), les pyréthrinoides de
synthese (a partir de 1970) et les néonicotinoides (a partir de 1990) (Nauen, 2006).
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Tableau I: Produits et formulations recommandés par WHOPES pour le contréle des larves

de moustiques

Insecticides

Formulation (a)

Dosage de produit actif

Huiles

Huiles minérales

Huiles minérales

+ agent dispersant
Organophosphorés
Chlorpyriphos

Fenthion
Pirimiphos-methyl
Temephos

Régulateurs de croissance des insectes
Diflubenzuron
Methoprene

Pyriproxyfen
Insecticides microbiens
B. thurigiensis israelensis

B. sphaericus

Solution
Solution

EC
EC
EC
EC, GR

GR
EC
GR

Formulations a
relarguage retardé
Formulations a
relarguage retardé

142-190 L/ha

19-47 L/ha

11-25 g/ha

22-112 g/ha
50-500 g/ha
56-112 g/ha

25-100 g/ha

20-40 g/ha
5-10 g/ha

(b)
(b)

(a) EC= concentré émulsifiable; GR= granulés ;

(b) Le dosage dépendra de la formulation utilisée

Tableau I1: Insecticides recommandés par WHOPES pour la PID contre les vecteurs du

paludisme

Produits Insecticides Classe” Dosage Mode d'action Durée d'activité
et formulations® (g/m2) efficace (en mois)
Bendiocarb WP C 0.1-0.4 Contact & aérien 2-6

Propoxur WP C 1-2 Contact & aérien 3-6

DDT WP* oC 1-2 Contact >6

Fénitrothion WP OP Contact & aérien 3-6

Malathion WP OP Contact 2-3
Pirimiphos-méthyl WP & EC  OP 1-2 Contact & aérien 2-3
Alpha-cyperméthrin WP & SC P 0.02-0.03 Contact 4-6

Bifenthrin WP P 0.025-0.050 Contact 3-6

Cyfluthrin WP P 0.02-0.05 Contact 3-6

Deltamethrin WP P 0.01-0.025 Contact 2-3

Etofenprox WP P 0.1-0.3 Contact 3-6
Lambda-cyhalothrin WP P 0.02-0.03 Contact 3-6

& EC = concentré émulsifiable; WP = poudre mouillable; SC = concentré en suspension;
®OC = organochloré; OP = organophosphoré; C = carbamate; P = pyréthrinoide;

¢ Pour les conditions d'utilisation du DDT
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2.4.1. Organochlorés

Cette famille est subdivisée en 3 sous-familles selon le mode d’action et la structure chimique
des molécules. Il s’agit du DDT et ses analogues, du lindane et des cyclodiénes. Le DDT
découvert en 1939 par Muller constitua une véritable révolution dans la lutte contre les
insectes. Cette molécule fut largement utilisée en agriculture et en santé publique. En santé
publique, le DDT a permis de sauver des millions de vies humaines (Mouchet, 1994). Le
DDT agit sur le systéeme nerveux périphérique et central des insectes (Hassal, 1990). L’action
de cet insecticide est rapide et se traduit par un effet de choc (knock-down) réversible aux
doses sub-létales. Le DDT a été abandonné a cause de son accumulation dans les chaines
alimentaires et de I’apparition de la résistance. Le lindane est l'un des isomeres de
I'nexachlorocyclohexane synthétisé a partir de benzene et de chlore. Le lindane et les
cyclodiénes agissent sur le systéme nerveux central en inhibant les canaux chlorures,
récepteurs de 1’acide gamma-aminobutyrique (GABA) qui est un neuromédiateur inhibiteur.
Ces molécules ont été largement utilisées dans les années 50 mais ont été abandonnées a
cause de leur toxicité pour des faunes non-cibles, leur rémanence dans 1’environnement et

I’apparition rapide de la résistance.

2.4.2. Organophosphorés

Ce sont également des insecticides organiques de synthése, dérivés de 1’acide phosphorique.
Ils agissent en inhibant I’acétylcholinestérase nécessaire a la transmission correcte des
impulsions nerveuses et au controle musculaire. Chez I’insecte, [I’inhibition de
I’acétylcholinestérase provogque une grande excitation du systeme nerveux entrainant un
tremblement des extrémités et une paralysie suivie de la mort (Darriet, 2007).

Les principaux insecticides organophosphorés en santé publique sont: le Malathion, le
Parathion, le Fénitrothion et le Téméphos. Ce dernier, en raison de sa faible toxicité sur la
faune non-cible a été fortement utilisé par le Programme OCP/OMS (Onchocerciasis Control
Programme/ Organisation Mondiale de la Santé) pour le contrdle des larves de simulies dans
les rivieres en Afrique de 1’Ouest. Il est aussi, ’insecticide des eaux claires et méme des eaux
de boissons.

Le Chlorpyrifos, le Malathion et le Fenthion, insecticides de référence, ont été utilisés avec
succeés dans le traitement des eaux usées contre les larves de Culex quinquefasciatus car ils

présentent alors une efficacité immédiate et une persistance d’activité élevée (Bang et al.,
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1975). Du fait de I’apparition de résistance de Culex quinquefasciatus a ces composés et du

risque de pollution de I’environnement, leur utilisation a considérablement diminué.

2.4.3. Carbamates

Les carbamates sont des dérivés synthétiques de I’ésérine. Ces composés sont moins toxiques
que les précédents qu’ils ont progressivement remplacés. Ils sont toujours utilisés et sont de
puissants inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase, enzyme qui dégrade 1’acétylcholine. Cette
derniére agit au niveau des synapses cholinergiques localisées dans le systéme nerveux central
comme neuromédiateur. Lorsque les carbamates se fixent sur [’acétylcholinestérase,
I’acétylcholine s’accumule dans la fente synaptique et les récepteurs a acétylcholine se
bloquent en position ouverte, ce qui entraine la paralysie puis la mort de I’insecte (Darriet,

2007).

2.4.4. Pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des dérivés synthétiques des pyréthrines, insecticides naturels extraits
des fleurs de chrysantheme, Chrysanthemum cinerariaefolium. Les pyréthrinoides de
premiére génération sont photolabiles et par conséquent peu rémanents. lls entrent dans la
composition des aérosols et des tortillons fumigenes. L’industrie a fabriqué par la suite des
molécules plus stables qui sont utilisées en applications rémanentes (Elliott et al., 1978).
Selon que ces insecticides possédent ou non un groupement cyané en a de la liaison ester, ils
sont classés en groupe Il (deltaméthrine, lambdacyhalothrine) et en groupe | (perméthrine).

Les pyréthrinoides ont la méme cible que le DDT et induisent rapidement un effet knock-
down. Ils possedent des propriétés excito-répulsives et sont peu toxiques pour les mammifeéres
aux doses opérationnelles. C’est pour cette raison que ces insecticides sont actuellement les
seuls utilisables pour imprégner des moustiquaires ou des rideaux destinés a lutter contre les

vecteurs piquant la nuit comme ceux du paludisme.

2.4.5. Phényl pyrazole

Les propriétes insecticides de cette molécule ont été mises en evidence en 1987 par les
laboratoires Rhone-Poulenc (Anonyme, 1996). Cette nouvelle classe d’insecticide, agit sur le
systéme nerveux central a I’instar des cyclodienes. Il interfere sur les canaux chlorures,

récepteurs de 1’acide gamma-aminobutyrique (GABA) qui joue un réle de neuromédiateur
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inhibiteur. Il perturbe le systéme nerveux central et a dose suffisante cause la mort de I’insecte
(Anonyme, 1996).

Cet insecticide a engendré de grands espoirs en santé publique, car il a un large spectre
d’actions et une trés bonne rémanence. Il a ét¢ utilis¢é dans un premier temps d’une manicre
importante sur les ectoparasites (poux de téte). De nombreux essais sont actuellement en
cours pour le tester en imprégnation d’écrans ou de pieges pour la lutte contre les glossines et
comme larvicide ou adulticide pour la lutte anticulicidienne. Il existe par contre quelques
problemes de résistance croisée avec les cyclodienes (Dieldrine), car ces deux familles de

molécules ont un méme site d’action : le récepteur GABA (Darriet, 2007).

2.4.6. Régulateurs de croissance

Les régulateurs de croissance sont des analogues d’hormones de croissance des insectes. Les
juvénoides (méthoprene, le pyriproxifen) inhibent la nymphose alors que les ecdysoides
(diflubenzuron) inhibent la synthese de la chitine au moment de la mue.

Les inhibiteurs de croissance, en particulier le Flumuron ou 1I’Hexaflumuron, ont montré de
tres bons résultats, aussi bien en terme de toxicité que de rémanence, au laboratoire et sur le
terrain (Doannio et al., 1986; Darriet et al., 1987). L’utilisation de ces molécules est limitée,
car tres onéreux par rapport aux organophosphorés et leur formulation présente des problemes
de stabilité. Il est également difficile d’évaluer I’efficacité et la rémanence de ces régulateurs
de croissance en conditions opérationnelles. En effet, ces produits ont une action retardée ne

permettant pas leur suivi apres pulvérisation.

2.4.7. Toxines bactériennes

Deux bactéries entomophages sont utilisées comme larvicides. II s’agit de Bacillus
thuringiensis israelensis et Bacillus sphaericus qui produisent des toxines agissant par
ingestion et ayant entre autres, une action cytotoxique sur les cellules du tube digestif des
larves de diptéres. Ces bactéries forment au cours de leur phase de sporulation, une ou
plusieurs inclusions parasporales ou cristaux, toxiques pour les larves aquatiques de plusieurs
especes de moustiques et de simulies apres ingestion. Ces cristaux contenant les endotoxines
constituent le principe actif de ces bio-insecticides (WHO, 1985).

Les larves de moustiques se nourrissent en filtrant I’eau et ingerent indistinctement toute

particule en suspension, de taille inférieure a 100-150 nanometres (Dadd, 1971). Les spores
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des bactéries entomophages ingérées de cette fagon s’accumulent dans I’intestin des larves.
Les cristaux sont alors digérés, ce qui entraine la libération des endotoxines provoquant a
terme la mort de la larve par une action cyto-toxique sur les cellules du tube digestif. B.

sphaericus semble avoir peu d’impact sur la densité anophélienne (WHO, 1985).

2.5. Répulsifs

Les répulsifs représentent une large gamme de molécules d’origine végétale ou de synthése
qui présentent des propriétés excito-répulsives contre les insectes piqueurs. L’utilisation des
répulsifs pour se protéger des insectes piqueurs est une pratique ancestrale qui mettait en jeu
des dérivés de plantes. Actuellement, ’utilisation d’extraits de plantes fraiches, séchées ou
brdlées est encore largement pratiquée en Afrique pour se protéger des insectes hématophages
(Debboun et al., 2007). Mais l'utilisation des répulsifs a connu un veéritable développement
avec l'apparition des produits de synthése a action prolongée, non toxiques, acceptables en
applications cutanées et efficaces contre de nombreux insectes, plus particulierement depuis la
découverte du diéthyl-m-toluamide ou DEET en 1953 (McCabe et al., 1954). Présentés sous
forme de crémes ou bombes, ces répulsifs sont considérés comme une mesure de protection
individuelle. Les répulsifs développent leur action en se comportant comme des molécules
d’eau. Ils provoquent une €lévation du taux d’humidité qui fait €loigner les moustiques. Ils
sont tres efficaces contre les arthropodes piqueurs mais la durée de protection ne dure que
quelques heures (OMS, 2002). Récemment, de nouvelles substances actives ont été
commercialisées (IR35351, KBR 30232 et PMD3) et ont montré des performances
intéressantes sur les insectes nuisant et/ou vecteurs de maladies (Nentwig, 2003; Badolo et al.,
2004; Lundwall et al., 2005). Malgré I’augmentation considérable du marché des répulsifs sur
le plan mondial (environ 1,7 milliards d’unités vendus en 2004/2005 pour un chiffre d’affaire
de 5,6 milliards d’euros), ces composés n'ont jamais été utilisés en santé publique, en
I’absence de preuves tangibles sur leur capacité a réduire la transmission de certaines
maladies. Deux études menées en Asie (Rowland et al., 2004a; Rowland et al., 2004b) ont
démontré que I’utilisation de DEET sur la peau procurait un niveau de protection contre le
paludisme comparable a celui conféré par les moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides ou
des pulvérisations intradomiciliaires d'insecticides. Un autre essai de terrain réalisé au
Burkina Faso a également montré que 1’application des répulsifs pouvait réduire

significativement le nombre de piqlres infectantes & P. falciparum, agent responsable de la
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forme grave du paludisme (Costantini et al., 2004). Les répulsifs risquent donc de jouer un
role croissant en santé publique dans les prochaines années, en particulier dans les zones ou la
biologie et le comportement des vecteurs rendent moins favorables 1’utilisation de méthodes
conventionnelles (régions ou les vecteurs sont exophiles, exophages comme en Asie du Sud

Est, Amérique du Sud, ou dans 1’Océan indien).

2.6. Résistance de An. gambiae s.l aux insecticides

La toxicité des insecticides résulte de leur interaction avec des cibles biologiques présentes
chez I’espéce. Plusieurs étapes sont nécessaires avant que 1’insecticide n’exerce son action. Il
doit d’abord entrer en contact avec I’insecte, pénétrer dans son organisme, étre transformé
dans certains cas en métabolite actif, puis transporté jusqu’a la cible. Chacune de ces étapes
est sous le controle d’un ou de plusieurs génes. Tout mécanisme qui modifie 1'une de ces
étapes peut conduire donc a une résistance (Soderlund & Bloomquist, 1990). La résistance
peut impliquer un comportement d’évitement de 1’insecte qui ne rentre plus en contact avec
I’insecticide (résistance comportementale), une modification de 1’absorption ou de I’excrétion
de l’insecticide, une modification des voies métaboliques ou enfin une modification de sa
cible.

La résistance comportementale et les modifications de 1’absorption ou de I’excrétion des
insecticides sont des phénomenes rares et dont la contribution réelle a la résistance est souvent
difficile & mettre en évidence. En revanche, les fortes résistances sont associées a des

mécanismes métaboliques et des modifications de cible.

2.6.1. 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) géne/mutation est responsable de la résistance a plusieurs familles d’insecticides,
on parle de résistance croisée. Un tel phénoméne 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 ’autre. La résistance croisée désigne également la résistance a

plusieurs insecticides avec des modes d’action différents mais qui sont métabolisés par les
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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 mecanismes 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, 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 5). 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 5 : Principaux mécanismes de résistances aux insecticides chimiques chez les insectes
(Poupardin, 2011).
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2.6.1.1. Résistance comportementale

La résistance comportementale repose sur une modification du comportement de 1’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.

2.6.1.2. Résistance métabolique

La résistance métabolique est le mécanisme le plus commun chez les insectes en général. Ce
mécanisme repose sur les systémes enzymatiques que tous les insectes possedent pour assurer
la détoxication naturelle des éléments étrangers. Chez les moustiques trois catégories
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 étre due a une modification d’un gene régulateur contrdlant le
degré d’expression de 1’enzyme (Rooker et al., 1996) ou & une augmentation du nombre de

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

2.6.1.3. Résistance physiologique

C’est une modification du métabolisme représentée en majorité par I’augmentation de la

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

La détoxication accrue est I’augmentation de I’activité des enzymes qui sont chargées de
dégrader les substances toxiques. Il peut s’agir d’une modification de la structure de I’enzyme
qui la rend plus efficace pour inactiver I’insecticide, mais plus généralement, c’est une

augmentation de la quantité d’enzyme synthétisée par 1’insecte qui est incriminée.

Trois types d’enzymes peuvent intervenir dans la résistance. Ce sont les estérases, les

transférases et les oxydases.
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- 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 & 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 1’alpha ou le béta Naphtyl acétate utilisé

pour leur mise en évidence (Wirth et al., 1990).

Les travaux menés sur 1’estérase B1 ont pu montrer que cette enzyme pouvait atteindre
jusqu’a 12% des protéines totales de I’insecte (Fournier et al., 1987). Il 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 insectes résistants que
chez les insectes sensibles. Il est probable que 1’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 systétme 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 1’enzyme. On parle de

résistance des que ces réactions d’oxydation vis-a-vis des insecticides sont accélérées.
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2.6.1.3.2. Résistance par modification de cible

Les principales cibles des insecticides sont des récepteurs ou des enzymes du systeme nerveux
(acétylcholinestérase, canal sodium voltage dépendant, récepteur GABA). Toute modification
structurale réduisant leur affinité pour les insecticides peut conduire & une résistance. Ces
mécanismes sont généralement tres efficaces et conferent de plus une résistance croisée a tous
les insecticides agissant sur la méme cible. Cette résistance est associée a une ou plusieurs
mutations ponctuelles sur la séquence codant pour les protéines concernées. La résistance aux
pyréthrinoides de An. gambiae résulte principalement d’une mutation ponctuelle au niveau du
géne codant pour le canal sodium (Martinez Torres et al., 1998) et confére aux moustiques le
caractére knock-down résistant (Kdr). Deux mutations ont été identifiées: I’une en Afrique de
I’Ouest ou une leucine est remplacée par la phénylalanine (Martinez Torres et al., 1998) et
I’autre en Afrique de I’Est ou la méme leucine est remplacée par la sérine (Ranson et al.,
2000a).

La résistance aux organophosphorés et aux carbamates quant a elle résulte d’une mutation
ponctuelle au niveau du gene codant pour acétylcholinestérase (la mutation Acel). Cette
mutation se traduit au niveau de 1’acétylcholinestérase par une substitution de la glycine par la
sérine. La mutation Rdl confere aux insectes une résistance aux cyclodiénes. Cette mutation se
traduit par une substitution de 1’alanine par la sérine au niveau du récepteur GABA
(Djogbénou et al., 2008).

2.6.2. Impact de la résistance sur les programmes de lutte contre les vecteurs

L’efficacit¢ 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
épidemiologique (Fegan et al., 2007). Jusqu’a présent, aucune étude épidémiologique n’a
démontré une quelconque diminution de ’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
(frequence 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
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moustiquaires imprégnées de lambdacyalothrine dans une région de Sierra Léone ou les
populations anophéliennes étaient sensibles aux pyréthrinoides (Marbiah et al., 1998).

D’un point de vue entomologique, 1’évaluation de I’efficacité des moustiquaires imprégnées
d’insecticides, tant en zone sensible que résistante aux pyréthrinoides, a été beaucoup étudiee.
Selon plusieurs auteurs (Chandre et al., 2000; Corbel et al., 2004), les moustiques résistants
aux pyréthrinoides, moins sensibles a 1’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 mortalit¢ 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 & 30% en zone resistante.

Bien que ces résultats méritent d’étre confirmés dans d’autres contextes entomologiques, la
résistance aux pyréthrinoides pourrait s’avérer étre un Vvéritable obstacle au bon
fonctionnement des programmes de lutte contre le paludisme basés sur 1’utilisation massive

de moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides.

2.7. Stratégies de gestion de la résistance

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 intrinséques et extrinséques capables d’influencer 1’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 1’insecte cible (nombre moyen de descendants,
durée moyenne des générations) ainsi que son écologie (structuration des populations, taux de
migration). Les facteurs génétiques englobent les propriétés des genes de résistance eux-

mémes: nombre de genes impliqués (monogénique versus polygénique), leur caractere
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dominant ou récessif, leurs interactions et leur valeur adaptative en présence ou en absence
d’insecticide. Enfin, les facteurs opérationnels se rapportent a tout ce qui concerne les
traitements: nature des produits utilisés, rémanence, doses employées, fréquence et mode
d’application, ainsi que 1’étendue et I’homogénéité des traitements (Leeper et al., 1986).

Il existe diverses stratégies de gestion de la résistance des vecteurs du paludisme aux
pyréthrinoides. 1l y a l'utilisation des molécules ayant une cible différente de celle des
pyréthrinoides, 1’utilisation en alternance ou en mélange de différents insecticides ayant des
modes d'action différents, la recherche de nouvelles molécules etc. (Taylor & Georghiou,
1979; Tabashnik, 1989).

2.7.1. Utilisation d’insecticides ayant une autre cible

Les carbamates et les organophosphorés agissent sur 1’acétylcholinestérase alors que les
pyréthrinoides ont pour cible, le canal sodium voltage dépendant. Plusieurs auteurs ont déja
testé des stratégies de gestion de la résistance de An. gambiae aux pyréthrinoides en utilisant
des carbamates ou des organophosphorés. Ces insecticides se sont révélés efficaces et sont
donc potentiellement de bonnes alternatives contre les vecteurs du paludisme résistants aux
pyréthrinoides (Fanello et al., 1999; Akogbéto et al., 2010). Fanello et al. (2003) en faisant
une évaluation comparative de D’efficacité des rideaux imprégnés de pyréthrinoide et de
carbosulfan (carbamate) pour empécher 1’entrée des moustiques dans des cases au Burkina
Faso ont trouvé que les rideaux imprégnés de carbosulfan (carbamate) donnent le meilleur
résultat (Fanello et al., 2003b). Cependant, ces produits agissent a fortes doses, genéralement
moins rémanents et de profil toxicologique moins favorable pour ’homme. N’ayant pas
d’effet irritant, ils confeérent une moindre protection personnelle. C’est pour ces raisons que la

recherche s’oriente désormais vers 1’association d’un pyréthrinoide et d’un non pyréthrinoide.

2.7.2. Utilisation de mélanges d’insecticides

Guillet et al. (2001b) ont évalué des moustiquaires imprégnées en mosaique et se sont rendus
compte que c’est Seulement la moustiquaire imprégnée de carbamate qui a donné le meilleur
résultat. Curtis et al. (1996) en comparant en Tanzanie, dans des cases expeérimentales
afférents insecticides (un carbamate et cing pyréthrinoides) et materiaux utilisés comme
moustiquaires et rideaux, ont proposé que les carbamates pourraient étre utilisés pour la
gestion de la résistance des moustiques aux pyréthrinoides. Mais dans ces études, les

carbamates ont été utilisés sur des moustiquaires ou des rideaux, il y aura donc en phase

35



opérationnelle, un contact entre les utilisateurs en 1’occurrence les enfants et le carbamate, ce

qui pourrait se révéler dangereux compte tenu du profil toxicologique de ces molécules.

2.7.3. Concept d’association des moustiquaires et de la PID (ou baches murales
imprégnées)

Face a la résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides, une combinaison des 2
principales méthodes de lutte anti vectorielle a été envisagée. Aussi, une association des
moustiquaires et des supports plastiques imprégnes a été étudiée. Les plastiques traités avec la
perméthrine ont été utilisés au cours d’une étude menée en cases expérimentales dans une
zone de résistance aux pyréthrinoides au Burkina Faso. Mais ’efficacité de cette stratégie a
été faible (44,5% de mortalit€) méme quand les quatre murs ont été couverts a cause de la
forte irritabilité de la perméthrine vis-a-vis des moustiques (Diabaté et al., 2006). Une récente
étude menée également en case expérimentale qui a associé des plastiques imprégnés de
bendiocarb avec les moustiquaires imprégnées a donné de bons résultats contre des
populations sauvages résistantes ayant une fréquence allélique du géne Kdr de plus de 90%
(Corbel et al., 2007; Djenontin et al., 2009).
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Chapitre 2:

Matériels et méthodes
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La plupart des études présentées dans ce document ont été entiérement réalisées au Bénin ou
en partie a partir d’échantillons collectés dans différents sites (figure 6). C’est pourquoi les
paragraphes suivants présentent bri¢vement le Bénin avant de décrire en détail la zone d’étude

proprement dite, c'est-a-dire les sites ou les anophéles ont été récoltés.
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Figure 6 : Répartition géographique des sites d’étude sur le territoire national
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1. Cadre de I’étude

Le Bénin est un pays de 1’Afrique de 1’Ouest situé dans la zone intertropicale entre 1'équateur
et le tropique du Cancer, plus précisément entre les paralléles 6°30" et 12°30' de latitude Nord,
d'une part, et les méridiens 1° et 3°40" de longitude Est, d'autre part. Il est limité au nord par le
fleuve Niger qui le sépare de la République du Niger, au nord-ouest par le Burkina Faso, a
I'est par le Nigéria, au sud par I'océan Atlantique. Il couvre une superficie de 114 763 Km?.
Du Nord au Sud, il s’étend sur 700 Km. La largeur varie de 125 Km (le long de la cote) a 325
Km (& la latitude Tanguiéta-Ségbana). Selon les estimations officielles de 2008, sa population
était environ de 8,29 millions d’habitants. Le relief du Bénin est peu accidenté comprenant
une région coOticre, basse et sablonneuse limitée par des lagunes; un plateau d’argile
ferrugineux; un plateau silico-argileux, parsemé de quelques sous-bois; au Nord-ouest, le
massif de I’Atacora (800 metres) et au Nord-est, les plaines du Niger silico-argileuses trés
fertiles. Quoique relativement peu arrosé, le Bénin a un réseau hydrique assez important avec
deux grands bassins : le bassin du Niger qui comprend les fleuves affluents du Niger et le
bassin Cétier dont les fleuves rejoignent la mer. Chaque bassin est parsemé de petits cours

d’eau permanents a semi permanents qui permettent de maintenir les activités agro-pastorales

(INSAE, 2004).

1.1. Climat

Par sa situation en latitude (entre 6°30' et 12°30' de latitude nord), le Bénin appartient au
domaine des climats chauds et humides de la zone intertropicale. Pour la zone intertropicale
ou se trouve le Beénin, le soleil passe apparemment deux fois au zénith, mais ses rayons ne
sont jamais trés €loignés de la verticale, c'est pourquoi les températures sont constamment
élevées avec une moyenne de 25°C pour I'ensemble du pays. D'avril a novembre au sud et de
juin a octobre au nord, souffle un vent humide venant de l'océan : I'alizé maritime ou
mousson. De novembre a début mai dans le nord et de décembre a mars dans le sud souffle un

vent sec venant du Sahara : I'alizé continental (Adam & Boko, 1993).
On distingue trois types de climats :

» Le climat béninien (subéquatorial)
Il regne au sud jusqu'a la latitude de Save. Les températures sont élevées mais jamais

excessives. Les maxima se situent en mars (26° C a Cotonou) et les minima en aolt (24° C).
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L'amplitude thermique annuelle (température moyenne du mois le plus chaud moins
température moyenne du mois le moins chaud) est faible, inférieure a 5°C. Mais I'amplitude
thermique journaliére (différence entre les deux températures extrémes enregistrées dans la
journée est supérieure a 10°C. L'humidité relative est élevée (70 a 90 %) a cause de la
proximité de l'océan (Adam & Boko, 1993). C'est un climat a quatre saisons: une grande
saison de pluies d'avril a juillet, une petite saison séche d'ao(t a septembre, une petite saison
pluvieuse d'octobre a novembre et une grande saison seche de décembre a mars (figure 7). Les
données de la figure 7 ont été recueillies par I’ASECNA (Agency for Aerial Navigation
Safety in Africa and Madagascar).

> Le climat des régions soudaniennes

Il comprend deux nuances :
Le climat sud soudanien

Il couvre la région au nord du domaine subéquatorial jusqu'a la latitude de Bemberéké. Les
passages du soleil au zénith sont déja plus rapprochés et la petite saison séche est a peine
sensible. Les températures sont plus elevées avec une amplitude thermique journaliére

pouvant atteindre 10°C, des minima en aodt et des maxima en mars. Il y a deux saisons.

Le climat nord soudanien

Les amplitudes thermiques journalieres sont plus fortes, surtout pendant I'harmattan. L'année
se partage en deux saisons bien tranchées: une saison seche de novembre a début mai et une
saison pluvieuse de mai a octobre. En effet, dans cette région, le soleil ne passe qu'une fois au
zénith. La mousson y arrive tardivement et s'en retire trés tot. Par contre, I'narmattan, et plus
généralement l'air continental sec, y soufflent de novembre a mai apportant de fortes
températures et la sécheresse, lesquelles sont plus marquées au-dela de la latitude de Kandi.
Les minima moyens thermiques se situent en aolt (Adam & Boko, 1993).

> Le climat atacorien
Il couvre le nord-ouest du Bénin (chaine de I'Atacora). Les températures sont plus fraiches a
cause de l'altitude, ainsi les orages sont plus en plus fréquents. Les moussons et aux
influences orographiques, situent cette région parmi les plus arrosees du Benin. Il pleut
pratiquement d'avril a octobre a Natitingou qui enregistre plus de 1300 mm. A Boukoumbé on

enregistre aussi 1350 mm par an (Adam & Boko, 1993).
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Figure 7 : Données pluviométriques de I’Ouémé des 5 derniéres années (2008-2012) :

Adjohoun (A), Dangbo (B) et Seme (C)
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1.2. Vegétation

Trois types de végétations caractérisent le pays. Une forét tropicale humide, tres dense,
recouvrait autrefois le pays jusqu’aux lagunes. La région méridionale a ¢été¢ largement
déboisée et mise en culture, sauf aux abords des fleuves (foréts-galeries). Les palmiers a huile
constituent aujourd’hui de grandes plantations. Des cocotiers ont été¢ plantés entre mer et
lagunes. La savane au centre du Bénin qui est en grande partie recouverte d’une forét séche, a
quelques foréts plus anciennes subsistant. La savane arborée et les foréts-galeries dominent
dans les régions soudanaises, au climat plus sec (Adam & Boko, 1993).

2. Sites d’étude

Toutes les études sur la transmission du paludisme, le comportement des moustiques et la
résistance des vecteurs aux insecticides ont été menées dans quatre communes toutes situées
dans le département de 1’0Ouémé, au sud du Bénin: Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme-
Kpodji (Figure 8) ayant au total une population de 310400 habitants (INSAE, 2004).
L’ensemble des 4 communes couvre une superficie de 977 km? et compte 64799 ménages,
62890 enfants de 0 a 5 ans répartis dans 174 villages (INSAE, 2004). C’est une population
trés variée constituée d’agriculteurs et de commergants. La plus importante frange représente
les Ouémenou essentiellement a Dangbo et Adjohoun. La deuxieéme frange est constituée des
Torinou a Missérété et des Xwla a Seme. Ces populations pratiquent, dans 1’ensemble du
département de 1’Ouémé, le catholicisme (37,1%), le christianisme céleste (12,3%) et I’islam

(12,1%) (INSAE, 2004).

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

(Ministére de la Santé de la République du Bénin, 2007). Le taux de fréquentation des
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formations sanitaires est respectivement de 32%, 41%, 20%, et 40% a Adjohoun, Dangbo,

Misséréeté et Semeé (Ministére de la Santé de la République du Bénin, 2007).

Au plan écologique, les 4 communes sont caractérisées par un climat de type subéquatorial et
présentent deux types d’environnement: la zone du plateau et celle de la vallée en bordure du

fleuve Ouémé et de la lagune de Porto-Novo.

Le plateau est caractérisé par un sol en terre de barre, un mélange assez homogene d’argile
kaolinitique et de sable quartzeux. La végétation est essentiellement anthropique constituée
d’arbustes, de palmiers a huile et de graminées avec quelques reliques forestiéres par endroits.
Le relief est assez accidenté et sous forme de pente orientée vers les dépressions
marécageuses. Cette situation est trés accentuée a Adjohoun, Dangbo et Missérété ou
’érosion du sol creuse de nombreux trous, lieux de rétentions d’eaux temporaires durant les

saisons pluvieuses. Cela constitue pour les moustiques des gites favorables (INSAE, 2004).

Le deuxiéme type d’environnement est la dépression du fleuve Ouémé a Adjohoun et Dangbo
et de la lagune de Porto-Novo a Seme. La dépression de Sémé est une plaine sableuse sans
relief, couverte par une forét mésophile trés dégradée et des plantations de cocotiers. La nappe
phréatique y est trés peu profonde et affleure le sol, comme a Cotonou (Akogbéto, 1992).
Cette absence de relief, associée a un mauvais drainage des eaux, provoque des inondations a
la saison pluvieuse et favorise la multiplication des gites de An gambiae. En bordure de la
lagune, Sémé est marqué par la présence d’une plantation de mangrove a Rhizophora
racemosa qui pourrait servir de lieu de repos a An. melas. En effet, les gites de moustiques
issus de la lagune de Porto-Novo, une étendue d’eau 1égérement saumatre, serait favorable au
développement des larves de cette espece (Coluzzi et al., 1979; Akogbéto et Di Deco, 1995;
Akogbéto et Romano, 1999). La dépression de Adjohoun et Dangbo encore appelée la vallée
de ’Ouémé est constituée de sols marécageux entretenus pour la culture des légumes.
L’aménagement des terres en périmétre maraicher, crée de véritables gites de An. gambiae
principal vecteur du paludisme fortement résistant aux pyréethrinoides (Padonou, 2008). A
Dangbo et Adjohoun, la nature argileuse des sols et la nappe phréatique peu profonde,
permettent, en saison pluvieuse, la rétention d’eau en surface. Cela a pour conséquence le
développement de nombreuses flaques d’eau qui sont des gites favorables a la reproduction
rapide de An. gambiae. De plus, le régime climatique soudanien caractéristique de la région
centrale du pays soumet le fleuve Ouéme et la lagune de Porto-Novo a un régime de crues et

de décrues qui influence la dynamique de la population culicidienne et le profil
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épidémiologique du paludisme. Pendant la crue, la plupart des gites de An. gambiae sont
lessivés. A la décrue, le retrait des eaux crée de petites poches d’eau ¢a et 1a, favorables au

développement de An. gambiae.

Les données issues de ces quatre communes sous traitement PID ont été comparées a celles
d’une zone témoin (commune de Adjara) présentant les mémes caractéristiques mais ou
aucune maison n’a été traitée. Les 4 communes d’intervention et la commune témoin sont
situées dans le méme département, le département de 1’0Ouémé. Chaque commune dispose
d’un centre de santé auquel a accés toute la population de la commune. Gréce aux efforts du
Programme National de Lutte contre le Paludisme, ’acces a la couverture ciblée en
moustiquaires imprégnées est une réalité dans les 5 communes. Toutefois, les communes de
Adjohoun, Dangbo et Sémé sont situées au bord de cours d’eau permanents. Cependant, le
choix des localités de capture a tenu compte de la répartition des gites, étant entendu que toute
disparité dans la distribution des gites sur le terrain, surtout dans les communes d’intervention
et témoin pourrait avoir une influence sur les résultats en terme d’impact sur la densité des
moustiques. C’est pourquoi le choix des localités de capture a respecté, dans les 5 communes,

la position des maisons par rapport aux gites permanents et semi permanents.

Dans le contexte actuel de promotion des moustiquaires imprégnées dans tous les pays de

I’ Afrique au sud du Sahara, il est difficile de comparer une zone "PID” et une zone "non PID”
et"non MIILD”. Les 4 communes sous PID (Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme) et la
commune témoin (Adjara) appartiennent au méme département (Ouémé). Toutes les 5
communes bénéficient de la couverture ciblée en MIILD. Jusqu’en 2010, les 5 communes
avaient en commun [’utilisation des MIILD par les deux couches vulnérables (enfants de
moins de 5 ans et femmes enceintes). La seule différence en termes d’intervention de lutte est
la PID a Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme. Dans ces conditions, nous considérons que
toute réduction de la transmission du paludisme dans ces 4 communes par rapport a la

commune témoin est imputable a la PID.

Par ailleurs, les études menées sur la relation entre le portage d’un gene de résistance et
I’infectivité au P. falciparum ont été réalisées dans 14 localités choisies suivant un transect
sud-nord de maniére a prendre en compte toutes les zones écologiques: Seme, Dangbo,
Adjohoun, Adjara, Missérété et Tori-Bossito en zone céréaliere au sud du Bénin, Bamé en
zone rizicole au centre, Pehunco, Kouandé, Cobly, Boukoumbé, Tanguiéta et Toukountouna

en zone cotonniére et céréaliére et d’altitude au nord-ouest et Malanville en zone rizicole au
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nord (figure 6). Nous avons tenu compte de la diversité des milieux écologiques pour avoir la

possibilité de rencontrer les formes de An. gambiae espérées et une fréquence des génotypes

RR, RS et SS permettant les comparaisons. Par ailleurs, il n’était pas évident au départ de

trouver un nombre élevé de An. gambiae infectés au P. falciparum dans un contexte

d’utilisation généralisée des moustiquaires imprégnées par les populations. Mais, nous avons

pensé qu’en variant les zones écologiques, on augmente la possibilité de découvrir un milieu

ou le taux d’infection de An. gambiae est

relativement élevé.
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Figure 8: Carte de la zone d’étude montrant les localités choisies dans la zone centrale et la

zone périphérique pour 1’échantillonnage des anophéles.
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3. Mise en place du 3°™ et du 4°™ tour de la PID

Avant la PID, le choix d’un insecticide a été nécessaire. Divers insecticides ont été évalués
pendant 4 mois dans des cases expérimentales. Trois d’entre eux (Sumithion 40 WP
[Fénitrothion]; Master Quick ZC [mélange de chlorpyriphos 250 g/L plus deltamethrin 12
g/L] et Ficam M [bendiocarb, 800 g/kg]) se sont révélés efficaces contre les anophéles
résistants aux pyréthrinoides. Parmi les trois insecticides, le bendiocarb était le produit choisi
par le PNLP pour la mise en ceuvre de la PID (Akogbéto et al., 2010).

La pulvérisation intradomiciliaire (PID) avec du bendiocarb a la dose de 400mg/m? a été
effectuée dans les habitations des communes d’Adjohoun, de Dangbo, de Missérété et de
Sémeé. La formulation Ficam™ WP du bendiocarb sous forme de poudre soluble dans I'eau

conditionnée dans des sachets de 125 g a été utilisée. Plus de 90% des ménages ont été traites.

Les deux premiers tours de la PID avaient été effectués respectivement en juillet 2008 et
mars 2009. En 2010, le troisiéme et le quatrieme tour ont eu lieu respectivement au cours de
mars-avril et du mois d’Aolt. Les quatre tours ont été effectués par des volontaires choisis
dans la communauté locale et formés par I'équipe du Research Triangle Institute (RTI), le
partenaire d'exécution de I'USAID. Le traitement des murs a été effectué avec un
pulvérisateur manuel a pression préalable du type HUDSON XPERT (figure 9). Avant chaque
traitement, les agents pulvérisateurs sont protégés avec une blouse, des gants, des bottes et un
casque de sécurité. Les habitants ont été sensibilisés par les autorités locales et les agents de
santé et invités a ranger leurs effets et & sortir tous leurs aliments et leurs ustensiles de

cuisines.
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Figure 9 : Pulvérisateur manuel a pression préalable du type HUDSON XPERT

4. Mise en place des MIILD: campagne de distribution des Olyset apreés I’arrét de la PID

La distribution des moustiquaires a ciblé les ménages des communes de Dangbo, Adjohoun,
Missérété et Seme. Elle a été faite par le PNLP en collaboration avec les agents de santé et les
autorités locales des communes bénéficiaires (figure 10). Des postes de distribution ont été
installés dans les centres de santé, de loisirs, les écoles et sur les places publiques. Les chefs
de ménage ou leurs représentants se sont présentés a ces postes munis des coupons recgus lors
de la campagne de vaccination contre la poliomyélite. Dans ces postes, 4 personnes attendent
pour accueillir les populations, les orienter et leur montrer comment utiliser les moustiquaires.
Les moustiquaires qui ont été distribuées sont de type Olyset de forme rectangulaire de 150
cm de hauteur, 180 cm de longueur et de 160 cm de largeur. Ces Olyset sont des
moustiquaires faites de polyéthyléne et imprégnées avec la perméthrine a 2%. Elles ne
nécessitent pas de réimprégnation pendant toute la durée d’utilisation de 4 a 5 ans. Ces
moustiquaires ont été distribuées avec un taux de couverture de 90,02% en juillet 2011
(PNLP, 2012).
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Figure 10 : Campagne de distribution des MIILD

5. Evaluation des indicateurs entomologiques dans les zones d’étude
5.1. Méthodes d’échantillonnage des moustiques
Cet échantillonnage a été fait suivant différentes techniques et en fonction du type d’étude.

5.1.1. Capture de nuit sur homme

Dans chacune des communes, une zone centrale et une zone périphérique ont été choisies.
Des captures mensuelles de moustiques agressifs ont été réalisées dans les deux zones a ’aide
des aspirateurs a bouche de 21h a 05h du matin, sur des sujets humains volontaires qui, au
préalable, ont donné leur consentement favorable pour le déroulement de I’activité (figure
11). Deux nuits de collecte des moustiques ont été organisées par mois avant, pendant et apres
I’arrét de la PID. Ces captures ont été effectuées d'avril a juillet 2008 (avant intervention),
d'avril @ décembre 2010 (aprés le troisieme et le quatrieme tour de la PID) et d’avril a
décembre 2011 (aprés I’arrét de ’intervention). Dans chaque commune, deux cases ont été

choisies par zone pour la collecte des moustiques. Les données enregistrées ont permis
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d’évaluer la densité agressive (PHN), I’age physiologique et le taux d’inoculation

entomologique des vecteurs (TIE).

Figure 11 : Capture de nuit sur appat humain

5.1.2. Capture par piege fenétre

Pour évaluer I’impact des interventions sur le comportement des moustiques, en particulier
leur exophilie, des captures de moustiques adultes ont été réalisées a partir des pieges fenétres
de sortie et par aspersion intradomiciliaire de bombes insecticides non rémanentes a

I’intérieur des cases.

Huit (08) pieges fenétres de sortie sont placés dans chaque commune. Ces pieges ont été
placés sur les fenétres des cases vers 1’extérieur pendant 2 nuits tous les mois de 18h a 6h le
lendemain (figure 12). Les habitations ou sont installés les piéges ont été sélectionnées en
fonction du nombre de personnes qui y dorment (une personne par case). Les habitations
utilisées sont construites avec des murs de terre séche et un toit en tdle. De plus, il n’y a pas
d’ouverture entre le haut des murs et le toit de ces habitations. Les fenétres pieges de sortie
utilisées sont constituées d’un tulle de téryléne montée sur un cadre en fer de forme cubique,
de 30 cm d’arréte. L’entrée est dessinée dans un cone tronqué de 2,5 cm de diametre de trou

et dont le sommet est a 2,5 cm de la face opposée du piege. Sur chaque fenétre est placé un
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contre plaqué de 1m de cbté qui porte en son centre une ouverture de 30 cm de cote. Les
moustiques récoltés dans les piéges sont transférés dans des gobelets couverts de voile.
Ensuite, ’aspersion d’une bombe aérosol dans les mémes habitations permet de récolter les

autres moustiques.

Ces deux méthodes d'échantillonnage nous ont permis d’avoir une estimation de la densité
totale des especes de moustiques dans les maisons traitées et la proportion de moustiques
femelles qui ressortent des maisons. Les anopheéles vecteurs collectés sont classés en fonction
de I'état physiologique de leur abdomen.

)
(3
?

:

Figure 12 : Capture a I’aide d’un pi¢ge fenétre

5.1.3. Collecte des larves

Nous avons réalisé des tests de sensibilité pour suivre I’évolution de la résistance des vecteurs
aux insecticides dans les zones sous PID et des tests d’efficacité sur les matériaux traités. De
tels tests exigent des spécimens de moustiques agés de 2-5 jours qu’on ne peut obtenir qu’a
partir des larves. Ainsi, les larves de An. gambiae ont éte collectées au cours des années 2010
(juin- juillet) et 2011 (juin-juillet et octobre-novembre) aprés des visites de terrain organisées
dans les quatre communes sous PID et dans le témoin (Adjara) a la recherche de gites de An.

gambiae. Une fois le gite repéré, les larves et les nymphes sont prélevées a la surface de I’eau
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avec une louche, puis acheminées vers 1’insectarium du Centre de Recherche Entomologique

de Cotonou (CREC) pour I’¢élevage (figure 13).

Des prospections larvaires ont ¢été aussi faites a Ladji pour les tests d’efficacité
entomologiques des moustiquaires. L’échantillon de Anopheles gambiae locale de Ladji est
une population hautement résistante aux pyréthrinoides. Elle est actuellement disponible dans
les laboratoires du CREC ou elle sert de population locale résistante de référence. Elle a été
sélectionnée dans la localité de Ladji située a 7 Km du centre de la ville de Cotonou, au sud
du Bénin. Dans cette localité, la fréquence allélique du géne de résistance Kdr (gene qui
confere la résistance aux pyréthrinoides en Afrique de 1’Ouest) est tres élevée et les anophéles

présents dans cette localité portent ce gene sous la forme homozygote (Corbel et al., 2007).

5.1.4. Elevage des moustiques

A l'insectarium, les larves sont triées puis séparées suivant leur stade larvaire et mises dans
des bacs étiquetés contenant de 1’eau. Elles sont réparties en moyenne par lot de 100 par bac
pour optimiser non seulement leur croissance mais aussi pour éviter le cannibalisme
(Koenrradt et al., 2004). Les larves sont nourries avec des croquettes pour chat (5 grammes
mélangés dans un bac de 500 ml d’eau de gite larvaire pour 80 larves d’anopheles) qui sont
des aliments riches en protéine et en sels minéraux. Chaque bac est recouvert de toile
moustiquaire et entreposé dans une salle dont I'numidité relative varie entre 70 a 80% et la
température entre 25 a 30°C (figure 13). La photopériode est assurée par des lampes
fluorescentes éclairant de 6:00 heures du matin a 6:00 heures du lendemain. A I’apparition des
nymphes, elles sont prélevées et mises dans une cage cubique de 30cm de c6té pour
émergence des adultes. Les adultes issus de I’émergence des larves collectées sur le terrain et
mis en cage sont nourris au jus de miel (10%). Les femelles adultes de 2 a 5 jours sont isolées
pour étre soumises aux tests de l’effet résiduel du bendiocarb sur les supports traités,

d’efficacité des moustiquaires et de sensibilité/résistance aux différents insecticides.
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Figure 13 : Récolte, tri (A et B) et élevage (C) des larves d’anophéles

5.2. Identification et traitement des moustiques

Aprés chaque nuit de capture, les moustiques collectés sont comptés et séparés en Culicinae et
Anophelinae a I’aide de la loupe binoculaire. Les anopheles sont mis dans des gobelets pour
identification selon la clé de Gillies et de Meillon (1968) et de Gillies & Coetzee (1987). Les
ovaires d’une partie des femelles de An. gambiae s.l. capturés sur appat humain sont disséqués
pour déterminer le taux de parturité, en observant le degré d’enroulement des trachéoles
(Detinova et al., 1964). Les spécimens de An. gambiae sont conservés separément selon le
lieu de capture dans des tubes eppendorf étiquetés contenant du silicagel a -20°C avant leur

analyse.

Tout moustique destiné au test ’ELISA—CSP et & la PCR est divisé en deux parties: la téte-
thorax pour la premiére analyse et le reste du corps pour la seconde. La recherche de
I’antigéne circumsporozoitique de Plasmodium falciparum a été faite par la méthode de
titrage immunoenzymatique (Elisa CSP) décrite par Wirtz et al. (1987) (voir annexe). Les
carcasses (abdomen, pattes et ailes) de chaque moustique ont été utilisées pour la

caractérisation moléculaire (figure 14).
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Figure 14 : Diagramme montrant le processus d’identification et de traitement des vecteurs

5.3. Bioessais

5.3.1. Test de sensibilité

Les moustiques femelles &gés de 2 a 5 jours, morphologiquement identifiés comme An.
gambiae s.l. ont été exposés a des doses diagnostiques de divers insecticides pour les tests de
sensibilité en utilisant les papiers imprégnés d’insecticides comme le décrit le protocole
standard des tests OMS (OMS, 1998). Les insecticides suivantsont été testés: la
deltaméthrine (0,05%), la perméthrine (0,75%), le DDT (4%) et le bendiocarb (0,1%). Pour
chaque insecticide, cing tubes a essai ont été utilisés: un papier non traité comme un
controle et quatre papiers traités pour 1’exposition des moustiques. Une moyenne de 20-
25 moustiques a été introduite dans chaque tube. Les femelles de Anopheles gambiae utilisées
dans cette étude ont été exposées pendant une heure aux papiers imprégnés d'insecticide. Au
cours de ce test, le nombre de moustiques tombés sous le choc de I’insecticide (effet knock-

down) au bout de différents intervalles de temps (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 minutes)
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d’exposition a été enregistré. Aprés 60 minutes d’exposition, les moustiques ont été transférés
dans des tubes contenant des papiers non traités et mis en observation (25°C et 80%
d’humidité) avec un acces libre au jus sucré (jus de miel a 10%). La mortalité au bout de 24

heures a été déterminée selon le protocole de I’OMS.

Le statut de résistance des moustiques testés a été déterminé selon les criteres de ’OMS
(OMS, 1998). Toute population de An. gambiae dont le taux de mortalité des moustiques
testés est compris entre 98-100% est considérée comme sensible. Quand la mortalité est située
entre 80-97%, les spécimens de ce groupe sont considérés comme appartenant a une
population de suspicion de résistance a confirmer. Lorsque la mortalité est inférieure a 80%,

la population est considérée comme résistante.

5.3.2. Bioessai sur les supports traités

Nous avons réalis¢é des bioessais avec des cones OMS pour évaluer 'effet résiduel du
bendiocarb sur les supports traités avec une souche de An. gambiae sensible (Kisumu) et
I’efficacité du produit sur les populations sauvages de An. gambiae récoltées dans les 4

communes.

Divers supports traités (murs en ciment crépi et ciment non crépi, en banco crépi et non crépi,
en bouse de vache, porte en métal et en bois) au cours du quatrieme tour de la PID ont été
testés en utilisant le protocole standard des tests en cone de I’OMS (OMS, 1998) avec les
deux souches de An. gambiae mentionnées ci-dessus. Pour sa réalisation, 15 jeunes
moustiques femelles agés de 2 a 5 jours sont prélevés a 1’aide d’un aspirateur et introduits
dans chacun des 3 cones transparents fixés a des hauteurs différentes sur le support traité
(haut, milieu et bas) (figure 15). Ces moustiques restent en contact du support pendant 30
minutes et sont ensuite retirés avec précaution des cones et transférés a 1’aide d’un autre
aspirateur dans des gobelets stériles différents étiquetés et voilés sur lesquels sont posés des
tampons de coton imbibés du jus de miel (solution de sucre a 10%) (Figure 15). Aprés 24
heures de mise en observation, les taux de mortalité sont déterminés pour chaque souche de
moustiques par rapport aux divers supports traités. Pour chaque bioessai, 45 moustiques sont

utilisés par support.

La réalisation des bioessais sur les supports traités a eté échelonnée dans le temps suivant des

périodes To, T1, T2, T3, T4, Ts, Te et T7 définies comme suit :
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e Ty:04a30 jours aprés la date de pulverisation ;

e T;:31a60 jours aprés la date de pulvérisation ;

e T,:61a90 jours aprés la date de pulvérisation ;

e T3:91a120 jours apres la date de pulvérisation ;
e T,:1214a150 jours aprés la date de pulvérisation ;
e Ts: 6 mois apres la date de pulvérisation ;

e Tg: 7 mois apres la date de pulvérisation ;

e Tg: 8 mois apres la date de pulvérisation.

Figure 15: Test en cne sur les supports traités (A) et mise en observation des moustiques

pour une lecture apres 24 heures (B).

Les épreuves nécessitent des lots de moustiques uniformes du point de vue du sexe, de 1’age,
du développement ovarien et du contenu stomacal. Pour cela, I’opération se fait sur des
femelles de An. gambiae s.l. a jeun, c’est-a-dire non nourries au sang, agées de 2 a 5 jours a

partir de la date d’émergence. Deux populations de An. gambiae ont été utilisées :
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e Une population de femelles de An. gambiae sauvages issues d’un élevage de larves et
de nymphes d’anopheles récoltées sur le terrain afin d’évaluer I’efficacit¢ du
bendiocarb dans les conditions naturelles;

e Une souche de femelles de An. gambiae Kisumu (souche sensible de référence), afin
d’évaluer la rémanence du bendiocarb selon les recommandations de I’OMS. An.
gambiae Kisumu est isolé dans la localité de Kisumu au Kenya, en Afrique de I’Est.
Elle est de nos jours précieusement préservée dans plusieurs laboratoires
d’entomologie médicale ou elle est fortement sollicitée comme une souche sensible de

référence.

5.3.3. Tests d’efficacité des moustiquaires

Vingt moustiquaires (10 Olyset distribués en juillet 2011 et 10 Permanets qui sont en
utilisation depuis 1-2 ans (2009-2010) provenant de la zone d’étude ont été choisies au hasard
et soumises au test d’efficacité (test en cone) pour vérifier la présence éventuelle des résidus
d’insecticide sur les fibres. Nous n’avons pas testé plus de vingt moustiquaires compte tenu
du nombre important de moustiques a utiliser pour les tests. Quatre autres moustiquaires (2
non traités, 1 nouvelle Olyset et 1 nouvelle Permanet jamais utilisées) ont été également
testées et utilisées comme témoins négatifs et positifs.

Des tests en cone ont été réalisés suivant le protocole adapté de I’OMS (OMS, 2005a). Quatre
(4) cones ont été placés sur les diverses faces des MIILD a tester: 08 a 10 jeunes femelles
agées de 2-5 jours de Anopheles gambiae Kisumu (souche sensible) et de Anopheles gambiae
souche sauvage ont été introduites dans chaque cone. Les moustiques (32 a 40 en moyenne
par moustiquaire) ont été mis en contact des différentes faces pendant 3 minutes (figure 16)
puis ils ont été retires des cones et transférés a 1’aide d’un autre aspirateur dans des gobelets
stériles voilés sur lesquels a été posé du coton imbibé de jus sucré (solution de sucre a 10%).
Aprés 24h de mise en observation, les taux de mortalité ont été déterminés pour chaque
souche de moustiques. Les survivants et les morts des spécimens de terrain issus des bioessais
ont été conservés dans différents tubes eppendorf et passes a la PCR afin de rechercher les

differents mécanismes impliqués dans la résistance des vecteurs aux insecticides.
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Figure 16: Reéalisation des tests en cone sur les MIILD retirées de la zone d’étude

6. Identification des especes et formes moléculaires au sein du complexe An. gambiae s.I.

et caractérisation moléculaire des génes de résistance Kdr et Ace-1

Apres I’identification morphologique, les moustiques issus des captures sur appat humain, des
tests de sensibilité et des tests d’efficacité ont été soumis aux tests de biologie moléculaire en
fonction des objectifs de chaque étude. Les femelles d’anopheles ont été analysées a la PCR
selon le protocole de Scott et al. (1993) pour la détermination des différentes espéces de An.
gambiae s.1, puis selon le protocole de Favia et al. (1997) pour I’identification des différentes
formes moléculaires M et S de An. gambiae s.s. Les mutations Kdr Leu-Phe et Ace-1 G119S
ont été déterminées respectivement suivant les protocoles de Martinez et al. (1998) et de
Weill et al. (2004) (voir protocoles détaillés en annexe). Apres le génotypage de ces

moustiques, la fréquence allélique des deux mutations au sein des moustiques a été calculée.

7. Enquéte sociologique sur I’utilisation des moustiquaires distribuées par le PNLP

L’objectif de cette ¢tude est de donner des informations sur la couverture et 1’utilisation des
MIILD Olyset distribuées par le PNLP en juillet 2011 et d’évaluer le niveau d’efficacité en

insecticide de ces MIILD apres 6 mois, 1 an et 2 ans d’utilisation.
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» Echantillonnage : choix des sites d’étude

L’enquéte a été réalisée dans les quatre communes précedemment sous PID (Adjohoun,
Dangbo, Missérété et Seme). Un plan d’échantillonnage par niveau a €té mis en place en
associant a chaque commune une pondération uniforme. Dans chaque commune, il a été
sélectionné au hasard deux arrondissements et dans chaque arrondissement, un autre niveau
de selection qui prend au hasard deux villages puisque la pondération uniforme a été aussi
associee a chaque arrondissement. Ainsi, les arrondissements de Adjohoun et Déme, Dangbo
et Késsounou, Katagon et Misséréte, et Agblangandan et Djrégbé ont été choisis
respectivement dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Séme. L’objectif de
chacune des 2 pondérations est de satisfaire a la condition de représentativité de notre

échantillon.

> Taille de I’échantillon

VU les objectifs a atteindre et le souci d’avoir une bonne estimation des parametres a mesurer
par I’enquéte, nous avons décidé de visiter 96 ménages par village avec une marge de 5%
pour compenser les imprévus tels que la non-réponse due aux erreurs d’enregistrement et
autres. Ainsi, 100 ménages ont été visités par village, 400 ménages par commune et au total
1600 ménages pour toute la zone d’étude. Cet échantillon est représentatif pour la population

des 4 communes.

» Principes du sondage

Dans chaque ménage, toutes les catégories de moustiquaires sous utilisation par les
populations (Olyset distribués par le PNLP en 2011, autres moustiquaires comme Permanets,

Olyset et autres données par le PNLP et les partenaires) ont éteé identifiées.

> Evaluation de I’accés a la couverture universelle en moustiquaires Olyset

Pour évaluer la couverture des Olyset distribués par le PNLP en juillet 2011, dans chaque
arrondissement, nous avons déterminé le nombre de personnes ayant déclaré avoir recu les
Olyset PNLP 2011 et le nombre de personnes ne les ayant pas regues. Selon le principe d’une

moustiquaire pour deux personnes, le taux de couverture a été déterminé par le ratio du
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nombre de Olyset PNLP 2011 disponibles dans les ménages par le nombre de Olyset qu’il
fallait.
» Evaluation du taux d’utilisation des Olyset PNLP 2011

L’évaluation du taux d’utilisation des Olyset PNLP 2011 nécessite la connaissance du nombre
de Olyset PNLP 2011 réellement en utilisation dans les ménages. Les personnes qui les
utilisent sont ceux qui ont déclaré avoir dormi sous ces moustiquaires la nuit avant 1’enquéte.
Pour calculer ce taux, nous avons divisé le nombre de répondants ayant déclaré avoir dormi
sous Olyset PNLP 2011 par le nombre total de répondants qui ont déclaré les avoir regus. Une
utilisation supérieure ou égale a 80 % a éte considérée satisfaisante.

Toute moustiquaire installée ou pliée non rangée et dont les utilisateurs avouent 1’avoir
utilisée pendant la derniére nuit avant ’enquéte dans un ménage, est considérée comme une

moustiquaire en utilisation.

» Evaluation du taux d’usure des Olyset

L'aspect physique de chaque moustiquaire est evalué. Le nombre et la taille des trous dans les
moustiquaires ont été enregistrés et classés. Les trous observés et les déchirures ont été classés
comme étant (1) des trous de petite taille (trou qui permettrait a un pouce de passer a travers) ;
(2) des trous de taille moyenne (supérieure a un trou décrit dans (1) mais pas assez grand pour
permettre a un poing de passer a travers) ; (3) trous de grande taille (trou plus gros que le

poing).

» Déroulement de ’enquéte

Il s’agit d’une étude transversale, descriptive et analytique basée sur un questionnaire
quantitatif et qualitatif. Le questionnaire quantitatif a été administré a 1600 personnes, en
particulier aux hommes et femmes chefs de ménage apres leur consentement. Le
questionnaire (voir annexe) a été administré par des intervieweurs qualifiés. 1l a porté sur les
connaissances, attitudes et pratiques des enquétés relatives a la qualité de la mise en place des
MIILD et de leur utilisation. Des observations directes sur le terrain nous ont permis de noter
les types de moustiquaires utilisées par les communautés dans les quatre communes (les
moustiquaires imprégnees, les moustiquaires non imprégnées, les Olyset, les Permanets etc.),
leur mise en place, leur utilisation et leur état aprés 6 mois d’utilisation afin d’évaluer la

durabilité physique de ces moustiquaires. Les informations obtenues sont enregistrées sur un
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formulaire d'enquéte sociologique. L'équipe identifie, compte et étudie les formes de chaque
type de moustiquaires que l'on rencontre au cours de l'enquéte. Le but de I'enquéte
sociologique est d'apprécier I'état des moustiquaires en termes d'efficacité et de taux
d'utilisation, puis d'évaluer la durabilité physique des moustiquaires échantillonnées.

Les sujets qui ne pouvaient pas comprendre la langue francaise ont communiqué en langue

locale.

8. Analyses statistiques

Dans le troisieme chapitre, la densité agressive [nombre de piqlre/ homme /nuit] (ma),
I’indice sporozoitique (Is) et le taux d’inoculation entomologique (TIE) sont déterminés. Les
pourcentages de réduction du taux de piqdres (PHN) et du TIE aprés intervention sont
calculés. Les taux de parturité, d’exophilie et de gorgement sont évalués. Les comparaisons de
ces taux sont effectuées par le test de Chiz.

Les données obtenues dans le quatriéme chapitre ont été controlées puis enregistrées en
utilisant le logiciel Epi info version 3.5.3. et la version du logiciel Microsoft Office 2007 de
Windows. Le calcul des fréquences des variables étudiées et le test du Chi2 ont été réalisés a
I’aide du logiciel R version 2.11.1 afin de comparer la proportion de chacune des variables
liées a chaque zone. La procédure Summary des packages de base de ce logiciel a été utilisée
pour réaliser la distribution des fréquences des mutations Kdr. Ensuite le test exact de Fisher a
¢té mis en ceuvre pour comparer les fréquences alléliques des mutations Kdr chez les morts et
les vivants. Ce méme test a été utilisé pour comparer les taux de mortalité observés pour les
différents génotypes. Le niveau de signification a été de 0,05.

Concernant le cinquiéme chapitre, pour calculer les taux de mortalité de chaque bioessai, nous
avons divisé le nombre de moustiques morts par le nombre testé. Les proportions de
moustiques morts aprés exposition aux supports traités au bendiocarb ont été analysés par une
régression logistique avec le logiciel d’analyse SPSS v16 afin d’étudier les variations de
I’efficacité du bendiocarb en fonction du temps.

Ensuite, le nombre total d’anopheles vecteurs capturés dans les différentes zones pendant la
PID et apres 1’arrét de la PID ont été calculés. Les taux d’agressivité et d’inoculation
entomologique ont été estimés avec leur intervalle de confiance a 95%. Ces taux ont été
ensuite comparés pour la période d’intervention et aprés 1’arrét de I’intervention en utilisant
un modeéle généralisé de Poisson avec analyse de la déviance du logiciel R version 2.11.1 qui

prend en compte I’interdépendance des observations faites dans une méme zone. La
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proportion de femelles pares (femelles ayant pondu au moins une fois) en fonction des
périodes a été analysée par régression logistique. La capture des moustiques par les fenétres
piéges et la récolte de la faune résiduelle matinale dans ce chapitre ont permis d’estimer la
densité totale de moustiques qui pénetrent dans les cases et la proportion qui en ressort. Ces
données ont été utilisées pour calculer le taux d’exophilie des moustiques (proportion de
moustiques capturés dans les fenétres pieges par rapport au nombre total de moustiques
capturés) dans chaque zone en 2010 et en 2011. Le taux de gorgement a été également
déterminé comme la proportion des moustiques ayant pris leur repas de sang sur le total des
moustiques.

Les taux de mortalité des moustiques An. gambiae exposées aux différents papiers imprégnés
d’insecticides en fonction des différentes périodes ont été comparés avec un test de Chi? du
logiciel Epi info version 3.5.3. Le génotype pour la mutation Kdr des moustiques An. gambiae
a ¢été¢ déterminé pendant la mise en ceuvre de I’intervention puis apreés 1’arrét de la PID. Les
fréquences pendant les deux périodes ont été comparées par un test exact de Fischer avec le
logiciel Minitab. Le degreé de signification de ces tests équivaut a une valeur p<0,05.

Enfin dans le sixieme chapitre, la différenciation génotypique au niveau des mutations Kdr et
Ace-1 entre les vecteurs positifs et négatifs au test d’ELISA-CSP a été testée en utilisant le
test exact de Fisher avec le logiciel GENEPOP. Le test du Chi? a été effectué pour tester
I'association de la positivité au CSP de An. gambiae s.s. avec les génotypes résistants de ces

vecteurs pour les mutations Kdr et Ace-1.
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L. %
Chapitre 3:

Dynamique de population des Culicidae et de I’infectivité de Anopheles
gambiae pour Plasmodium falciparum a la derniére campagne de

pulveérisation intradomiciliaire d’insecticide au bendiocarb au Benin
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La présente étude est consacrée aux résultats du troisieme tour de la PID au bendiocarb dans
le département de 1’Ouémé. Pour le PNLP, si ces resultats confirmaient ceux des deux
premiers tours, la PID serait étendue dans toutes les zones éligibles. Nous avons donc suivi la
dynamique de transmission du paludisme dans les zones PID. Les données enregistrées ont
été comparées a celles de I’année témoin. Le suivi entomologique a porté, non seulement sur
le comportement trophique des anophéles, mais aussi sur celui des autres Culicidés, le taux

d’inoculation entomologique et 1’age physiologique des anoph¢les.

Ce travail vise a étudier I’impact de la troisieme campagne de la PID au bendiocarb sur la
transmission du paludisme dans un contexte de forte résistance des vecteurs aux insecticides
dans le département de 1I’Ouémé.
Pour répondre a cet objectif général, il a été question de :
e ¢valuer I'impact de la PID au bendiocarb sur la dynamique des populations de
moustiques ;
e déterminer I'impact de la PID sur le taux d’inoculation entomologique (TIE) des
vecteurs dans les zones d’étude ;
e ¢étudier le changement de comportement induit par la PID au bendiocarb sur les

anopheles vecteurs dans les zones traitées.

Des enquétes entomologiques ont été réalisées dans les 4 communes apres la pulvérisation
intradomiciliaire en vue de collecter les moustiques a l'intérieur et a D’extérieur des
habitations. A cet effet, des captures de moustiques sur appat humain et par des piéges
fenétres associés a la récolte de la faune résiduelle ont été organisées. Les moustiques issus de
ces captures ont été identifiés et traités comme decrit au chapitre précédent.

Les données relatives a ce chapitre sont présentées en détails dans I’article 1, mais nous

reprenons ici les points essentiels relatifs aux résultats et a la discussion.

Article 1: Ossé R, Aikpon R, Padonou G, Oussou O, Yadouléton A, Akogbéto M: Evaluation
of the efficacy of bendiocarb in indoor residual spraying against pyrethroid resistant malaria

vectors in Benin: results of the third campaign. Parasit Vectors 2012, 5:163.

63



1. Résultats
1.1. Variation de D’agressivité de An. gambiae sur homme (ma) avant et apres
intervention PID et dans la zone témoin

Les résultats de nos travaux de recherche montrent une baisse du taux de piqdre par homme
au 3°™ tour de PID dans les communes de Adjohoun, de Dangbo et de Missérété oli chaque
habitant vivant dans la zone recoit moins de 2 piqdres de An. gambiae par nuit. En effet, dans
ces communes, la réduction du taux de piqlre a été de 89,78% (0,33 pigdre/homme/nuit apres
PID contre 3,23 avant I’intervention), de 56,8% (1,89 piqtlires contre 4,375) et de 93,22% (1
piglre contre 14,75) respectivement & Adjohoun, Dangbo et Missérété. Cependant, dans la
quatrieme commune sous intervention PID (Seme), la réduction observée a été faible, 12,93
piqires de An. gambiae par homme par nuit aprés le 3°™ tour contre 24,88 avant
I’intervention (48,03% de réduction) (tableau III).

Dans la zone témoin, le taux de piqdre est élevé : 20 piqlres par homme par nuit pendant la

méme période (avril-juillet 2010).
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Tableau Ill: Taux de piqire (PHN) et taux d’inoculation entomologique (TIE) observés

avant et apres intervention de la PID

Avant intervention Aprés intervention % Réduction
Variables Avril-Juillet 2008 Avril-Juillet 2010
Adjohoun Total ano 207 19
Homme nuit 64 56
PHN 3,23 0,33 89,783
%S 571 10,52
TIE (pi/h/n) 0,18 0,034 81,111
TIE/mois 54 1,02
TIE/période 21,6 4,08
Dangbo Total ano 280 106
Homme nuit 64 56
PHN 4,375 1,89 56,8
%S 4,49 2,83
TIE (pi/h/n) 0,19 0,053 72,105
TIE/mois 57 1,59
TIE/période 22,8 6,36
Missérété Total ano 944 56
Homme nuit 64 56
PHN 14,75 1 93,22
%S 1,07 1,78
TIE (pi/h/n) 0,15 0,0178 88,133
TIE/mois 4,5 0,534
TIE/période 18 2,136
Séeme Total ano 1592 724
Homme nuit 64 56
PHN 24,88 12,93 48,031
%S 35 1,96
TIE (pi/h/n) 0,87 0,253 70,92
TIE/mois 26,1 7,59
TIE/période 104,4 30,36
Adjara (Témoin) Total ano 1117
Homme nuit 56
PHN 19,95
%S 10,36
TIE (pi/h/n) 2,067
TIE/mois 62,01
TIE/période 248,04

Total ano: total anophéle; PHN: nombre de pigQre par homme et par nuit; %S: Indice sporozoitique; TIE (pi/h/n): Taux
d’inoculation entomologique (piqlres infectées/homme/nuit)
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1.2. Variation de I’agressivité des Mansonia spp et Culex spp sur homme avant et apres
intervention PID et dans la zone témoin

La réduction du taux de piqQre observée chez Mansonia spp et Culex spp a été faible
comparativement a celle de An. gambiae. Chez les Mansonia spp, la réduction a été de
43,23%, 50,36%, 34,43% et 35% respectivement & Adjohoun, Dangbo, Missérété et Séeme
(tableau 1V). Le taux de réduction observé apres intervention chez les Culex spp a été trés
faible dans les communes de Adjohoun (4,65%), Dangbo (1,36%) et Misserété (8,95%).
Cependant, dans la commune de Seme, il a été de 32% (tableau V).

Tableau 1V: Taux de pigare (PHN) de Mansonia spp. et de Culex spp observés avant et apres

intervention de la PID

Mansonia spp. Culex spp.
Avant Apreés Avant Apres
intervention intervention % Réduction intervention intervention % Réduction
Avril-Juillet
Avril-Juillet 2008  Avril-Juillet 2010 Avril-Juillet 2008 2010

Adjohoun Total 2160 1073 1539 1284

Homme nuit 64 56 64 56

PHN 33,75 19,16 43,23 24,05 22,93 4,651
Dangbo  Total 2984 1296 2790 2408

Homme nuit 64 56 64 56

PHN 46,63 23,14 50,36 43,59 43 1,362
Missérété Total 936 537 236 188

Homme nuit 64 56 64 56

PHN 14,63 9,589 34,43 3,688 3,357 8,959
Sémé Total 2750 1564 1054 630

Homme nuit 64 56 64 56

PHN 42,97 27,93 35 16,47 11,25 31,69
Adjara
(Témoin) Total 397 433

Homme nuit 56 56

PHN 7,089 7,732
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1.3. Efficacité du 3°™ tour de la PID sur le taux d’inoculation entomologique (TIE) dans

les zones traitées

Avant D’intervention (avril-juillet 2008), chaque habitant recevait une moyenne de 21,6 ;
22,9; 18 et 104,4 piqQres infectantes sur une période de 4 mois, respectivement dans les
communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Séme. Par contre, aprés le 3*™ tour de la PID,
ce taux a chuté a 4,08 a Adjohoun, 6,36 a Dangbo, 2,14 a Missérété et 30,36 a Semeé (tableau
).

La comparaison du TIE observé avant et apres intervention dans chaque commune révele une
baisse de 81,1%; 72,11% ; 88,13% et 70,92% respectivement & Adjohoun, Dangbo,
Missérété et a Seme (tableau 1). Dans la zone témoin, ce taux a été tres élevé (248 piqares

infestées/homme/4mois) (tableau I11).

1.4. Diminution spectaculaire de la longévité de An. gambiae dans les communes sous

intervention PID

Pour les deux périodes, 1083 ovaires de An. gambiae ont été disseéqués. Avant intervention
(avril-juillet 2008), le taux de parturité de An. gambiae était de 68,54% a Missérété et 79,94%
a Adjohoun. Mais, aprés le 3°™ tour de la PID, on note une baisse spectaculaire de ce taux
dans toutes les zones sous intervention (p<0,05). Il passe de 79,94% a 30% a Adjohoun et de
68,34% a 32,14% a Missérété (Figure 17).

m Avant mtervention (Avril-Juillet 2008) m Aprés intervention (Avril-Juillet 2010)
100 -
90
80
70
60
50
40
30

Taux de parturité (%)

20 A
10 H
0,

Adjohoun Dangbo Missérété Sémeé Adjara (Témoin)

Figure 17 : Variation du taux de parturité de Anopheles gambiae s.1. collecté pendant la
longue saison pluvieuse en 2008 avant intervention et pendant la méme période apres PID

(Les taux portant la méme lettre en exposant par commune ne sont pas significativement différents p>0,05)

67



1.5. Exophilie induite sur les moustiques dans les communes sous intervention PID

a) Chez An. gambiae
Avant intervention, seuls 30,95%, 36,90%, 27,08% et 35,57% des populations de An.
gambiae sortent des habitations (Figure 18) respectivement a Adjohoun, Dangbo, Missérété et
Séme. Aprés intervention, le taux d’exophilie a été trés ¢€levé: 81,82% a Dangbo, 80% a
Missérété et 75,68% a Seéeme. Comparativement a 1’exophilie naturelle, la différence a été
significative dans toutes les communes traitées (p<0,05). A Adjohoun, aucun An. gambiae n’a

été récolté dans les pieges fenétres et au cours de la récolte de la faune résiduelle matinale
apres intervention.

m Avant intervention (Mai-Juillet 2008) B Apres intervention (Mai-Juillet 2010)
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Adjohoun Dangbo Missérété Seéeme Adjara (T émoin)

Figure 18 : Exophilie de Anopheles gambiae s.I collecté pendant la longue saison pluvieuse
en 2008 avant intervention et pendant la méme période apres PID (Les taux portant la méme lettre

en exposant par commune ne sont pas significativement différents p>0,05)

b) Chez Mansonia spp et Culex spp
Le taux d’exophilie observé chez Mansonia spp dans les communes de Adjohoun (59,20%) et
Séme (51,43%) a eté significativement différent de celui observé avant intervention (p<0,05).

Dans la commune de Dangbo, il n’y a pas eu une différence significative entre ces deux taux
(p=0,196) (tableau V).

Chez Culex spp, c’est seulement a Adjohoun qu’une différence significative a été observée

entre les taux d’exophilie avant et aprés intervention (p<0,05). Par contre, dans les communes
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de Dangbo et de Sémé, le taux d’exophilie aprés PID n’a pas été significativement différent
de celui avant intervention (p=0,79 et p=0,54 respectivement) (tableau V).

1.6. Impact du 3*™ tour de la PID sur le taux de gorgement des moustiques dans les

zones traitées

Le taux de gorgement observé aprés PID dans les zones traitées a €eté faible (Figure 19).
Comparativement a celui observé avant intervention, la différence entre les deux est
significative (p<0,05) dans toutes les communes (Figure 19). Ce taux a été de 9,09% aprés
PID contre 54,76% avant PID a Dangbo, 20% contre 62,5% a Missérété et 35,14% contre
54,90% a Seme.

m Avant intervention (Mai-Juillet 2008) H Aprés intervention (Mai-Juillet 2010)
100

70 -
60 -
50 4

40 -

Taux de gorgement (%o)

Adjohoun Dangbo Missérété Séme Adjara (Témoin)

Figure 19: Taux de gorgement de Anopheles gambiae s.I. collecté par aspersion matinale de
bombe aérosol et par piége fenétre de sortie avant (mai- juillet 2008) et aprées intervention
(mai- juillet 2010) (Les taux portant la méme lettre en exposant par commune ne sont pas significativement

différents p>0,05)
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Tableau V: Exophilie de Mansonia spp et de Culex spp induite par les murs traités au bendiocarb avant et apres intervention de la PID

Mansonia spp.

Culex spp.

Avant intervention
(Mai -Juillet 2008)

Apres intervention
(Mai -Juillet 2010)

Comparaison
exophilie avant et
apres intervention

Comparaison
exophilie avant et
apres intervention

Avant intervention
(Mai -Juillet 2010)

Avant intervention
(Mai -Juillet 2008)

Nbre sortis Nbre sortis Nbre sortis
des fenétres  Exophilie des fenétres  Exophilie des fenétres  Exophilie Nbre sortis des Exophilie
Total piéges (%) Total piéges (%) Total piéges (%) Total  fenétres piéges (%)

Adjohoun 128 20 15,63 27 16 59,26 p< 0,05 132 20 15,15 67 46 68,66 p< 0,05
Dangbo 20 8 40 139 77 55,4 p= 0,196 56 20 35,71 198 67 33,84 p=0,79
Missérété - - 37 29 78,38 - - - - 11 2 18,18 -
Seme 92 12 13,04 70 36 51,43 p< 0,05 177 49 27,68 83 26 31,33 p=0,54
Adjara (Témoin) 228 37 16,23 - 52 33 63,46 -
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2. Discussion

La stratégie de la pulveérisation intradomiciliaire (PID) a effet rémanent mise en ceuvre par le
Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) dans le département de 1’Ouémé
avec le soutien du PMI a eu un grand impact sur la transmission du paludisme. Dans toutes les
communes sous intervention, la densité de An. gambiae (taux d’agressivité par homme) et le
taux d’inoculation entomologique (TIE) ont considérablement baissé. A Adjohoun, Dangbo et
Missérété, les taux de piqlres ont été en dessous de 2 pigdres de An. gambiae par homme et
par nuit pendant toute la période de pulvérisation. Cette chute drastique est due a I’effet 1étal
du bendiocarb sur les anophéles résistants aux pyréthrinoides (Akogbéto et al., 2010). En
effet, en comparant le nombre de pigares de An. gambiae qu’une personne recoit en une nuit
entre avril-juillet 2008 et avril-juillet 2010, les taux ont été significativement plus bas. Ces
résultats concordent avec ceux de Akogbéto et al. (2011) lors du premier et du second tour
dans les mémes zones.

Le principal objectif de 1’étude est de déterminer I’'impact de la pulvérisation intra-
domiciliaire sur la transmission du paludisme et sur le comportement des anopheles, en
particulier de An. gambiae. Mais étant donné la forte pullulation d’autres moustiques dans la
zone d’étude en particulier de Mansonia spp. et Culex spp., c’était une opportunité de
déterminer I’impact de la PID sur le comportement de ces moustiques. Ne pas profiter de
’occasion pour vérifier un éventuel changement du comportement des Culicinae dans la zone
PID reviendrait a perdre des informations qu’on aurait pu avoir sans trop d’effort.

Dans la zone d’étude, Culex quinquefasciatus est trés résistant aux pyréthrinoides. Si, malgré
cette resistance, la PID réduit significativement la densité de ce moustique ou augmente son
exophilie, le bendiocarb serait donc un produit d’avenir. Certes, comme nous I’avons montré
dans ce chapitre, Mansonia spp et Culex spp sont des moustiques qui piquent plus a
I’extérieur qu’a I’intérieur, mais une bonne partie de ces moustiques entre dans les maisons et
se gorge sur homme dans les chambres a coucher avant de sortir d’ou une augmentation de
I’exophilie de Mansonia spp dans la zone PID comparativement & la zone témoin. Mais
I’impact du 3°™ tour de la PID est trés faible sur les Culicinae.

Chez Mansonia spp, une baisse du taux de piqlre a été observée dans toutes les communes
aprés la mise en place du 3°™ tour de la PID. Mais chez Culex spp, la réduction observée a
été tres faible. Ceci serait d aux multiples mécanismes de résistance aux insecticides présents
chez ces Culex (Corbel et al., 2007).
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Les performances notées dans cette étude sont également liées a la couverture plus élevée de
la PID (le taux de couverture est plus de 90% pour chaque tour).

Au cours de la période de avril-juillet 2008 (avant I’intervention), le taux d’inoculation
entomologique (TIE) est estimé a 64,8 ; 68,4 et 54 piqdres infectantes pour An. gambiae par
an respectivement a Adjohoun, Dangbo et Misséreté. Ces données sont semblables aux
valeurs indiquées pour des zones similaires dans le sud du Bénin en 1990 (Akogbéto, 1992;
Akogbéto et al., 1992 ), dans la ville de Bouaké en Cote d’Ivoire (67,3 piqiires infectantes par
an) (Dossou-Yovo et al., 1998). Toutefois, elles sont faibles par rapport aux données
enregistrées a Bancoumana au Mali (245 piqQres infectantes par personne entre juin et
octobre) (Dolo et al., 2003). Cependant a Seme et dans la zone témoin (Adjara), les valeurs
sont élevées (tableau I11). Ces forts taux de TIE se justifient par 1’insuffisance de MIILD dans
ces milieux.

Le TIE a ét¢ faible sur toute la période d’étude dans les zones sous intervention. Ceci montre
que les pulvérisations intradomiciliaires effectuées dans les quatre communes ont été un grand
succes. En effet, nous avons eu une réduction de 74,26% du TIE au troisiéme tour de la PID.
Or, dans les travaux de Akogbéto et al. (2011), cette réduction a été plus de 94%. L'efficacité
du bendiocarb en PID a grande échelle a été récemment démontrée également en Guinée
équatoriale pour An. gambiae, ou aucun moustique infectieux n’a été identifié au troisiéme
tour (Sharp et al., 2007). La différence entre les deux études pourrait s’expliquer par le temps
qui a separé le deuxiéme tour (mars 2009) du troisiéme tour (avril 2010) dans le cas du Beénin.
En effet, compte tenu de la faible rémanence du bendiocarb sur les murs (3 a 4 mois), apres
un an d’arrét de PID, les habitants recevaient des piqiires infectées de An. gambiae avant la
troisieme campagne de PID. Il est normal qu’apres 12 mois d’arrét de PID, la transmission
reprenne. C’est ce qui explique que 40% des moustiques positifs a ’ELISA CSP ont été
collectés en avril 2010 au début du troisiéme traitement PID.

La forte réduction du TIE est due non seulement & la grande superficie couverte par la PID et
la grande population protégée (500 000 habitants), a 1’effet 1étal du bendiocarb sur les
moustiques résistants aux pyréthrinoides (Djogbénou, 2008 ; Akogbéto et al., 2010;
Yadouleton et al., 2010), mais aussi a 1’utilisation des moustiquaires imprégnées par les
enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes. La zone PID est devenue invivable pour
les anoph¢les qui mourraient probablement avant 1’achévement du cycle sporogonique du
Plasmodium en raison d’une longévité plus réduite dans les zones d’intervention.
L’atmosphere désagréable causée par la présence du bendiocarb sur les murs a I’intérieur des

habitations est nocive pour les moustiques. Ce qui pourrait expliquer la forte exophilie induite
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observée chez An. gambiae et Mansonia spp (figure 18 et tableau V). Cette forte exophilie
induite par le bendiocarb n’est pas favorable a une longue survie des anoph¢les car cela les
empéche de s’alimenter normalement. Cette affirmation rappelle les travaux en cases
expérimentales de Darriet et al. (2002), Asidi et al. (2005) et N’Guessan et al. (2010). En
effet, certains des anopheles qui ont réussi a entrer dans les maisons n’ont pas pu prendre leur
repas de sang avant de sortir ; ce qui explique le trés faible taux de gorgement observé au
cours de I’étude (figure 19). Néanmoins, certains rares moustiques arrivent a prendre leur
repas sanguin sur leurs hotes dans les maisons. La pulvérisation intradomiciliaire ne doit donc

pas exclure ’utilisation des MIILD chez les enfants et les femmes enceintes.

3. Conclusion

Le but de ce chapitre est de connaitre le niveau de la transmission du paludisme dans les
communes de 1’Ouémé sous pulvérisation intradomiciliaire a la veille de l'arrét de cette
intervention. Aprés un an d’étude, il ressort que le but est atteint. Les parametres
entomologiques de la transmission du paludisme, a savoir le taux de pigdre des anopheles,
I’infectivité de ces anophéles pour le P. falciparum, le degré d’exophilie induite par le
bendiocarb, le taux de parturité des anophéles et leur taux de gorgement, sont déterminés et
précises dans le chapitre. De facon globale, ces données indiquent un niveau de transmission
beaucoup plus bas que ce qui est observé dans la zone témoin et ce qui est enregistré avant la
mise en ceuvre de la PID. Le souhait du PNLP est de réussir a maintenir ces paramétres a leur
niveau actuel lorsque la PID sera remplacée par la couverture totale en moustiquaires
imprégnées d’insecticide a longue durée d’action. Ce défi sera examiné dans le chapitre 5. La
deuxiéme information issue du chapitre 3 est la nécessité de combiner la PID et les MIILD.
En effet, la fraction de moustiques qui réussit a entrer dans les chambres sous traitement PID,
se gorge sur son hote avant de se reposer sur des murs traités si 1’hdte n’est pas protégeé par
une moustiquaire. Mais dans le chapitre suivant, il ne s’agit pas de 1’action combinée des deux
méthodes de lutte, mais de 1I’¢tude du taux de couverture et d’utilisation de ces moustiquaires
imprégnées a longue durée d’action et leur efficacité sur les populations d’An gambiae

résistantes aux pyréthrinoides.
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- N
Chapitre 4:

Etude du taux de couverture et d’utilisation des moustiquaires
imprégnées a longue durée d’action et leur efficacité sur les
populations de Anopheles gambiae résistantes aux pyréthrinoides
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De nombreux programmes de lutte sont mis en place pour vaincre le paludisme et atteindre les
Obijectifs du Millénaire pour le Deéveloppement (OMD), en particulier pour réduire la
mortalité¢ infantile de deux tiers d’ici 2015. Ces programmes reposent surtout sur des
stratégies de prévention contre les pigdres de moustiques, en particulier 1’utilisation des
Moustiquaires Imprégneées d’Insecticides a Longue Durée d’action (MIILD) et les
pulvérisations intradomiciliaires d’insecticides (PID). L’utilisation des Moustiquaires
Imprégnées d’Insecticide a Longue Durée d’action (MIILD) a été généralisée dans tous les
pays en Afrique au sud du Sahara et a cela s’ajoute un effort particulier pour sa promotion et
sa vulgarisation.

Beaucoup d’efforts ont été consentis pour augmenter 1’accessibilit¢ des populations aux
moustiquaires imprégnées en particulier aux enfants de moins de cing ans et aux femmes
enceintes. Si les résultats obtenus sont en de¢a de ceux escomptés, c’est di a plusieurs
facteurs. Outre I’extension des résistances aux pyréthrinoides chez les vecteurs du paludisme
qui représente un obstacle sérieux a la mise en place et a ’utilisation des MIILD en Afrique
(Akogbéto & Yacoubou, 1999; Corbel et al., 2007), des problemes importants subsistent
mettant en danger les objectifs et la pérennité des réalisations. En effet, depuis quelques
annees, les Programmes Nationaux de Lutte contre le Paludisme (PNLP) des pays africains
investissent beaucoup dans 1’acquisition et la distribution des MIILD pour le controle du
paludisme. Toutefois, le suivi de ’utilisation de ces matériaux est souvent néglige.
L’utilisation de la Moustiquaire Imprégnée d’Insecticide a Longue Durée (MIILD) est une
composante majeure de la prévention du paludisme. Une méta-analyse réalisée par le groupe
Cochrane de 22 études qui ont utilisé un échantillonnage aléatoire a révélé que le fait de
dormir sous une MIILD peut réduire de 50% la morbidité due au paludisme et de 17% la
mortalité due au paludisme chez les enfants de moins de cing ans (Lengeler, 2004). Dans les
communautés ayant une couverture en MIILD de plus de 60%, un effet de groupe se produit
et les personnes qui n’utilisent pas les MIILD bénéficient d’une protection similaire a celles
qui les utilisent (Hawley et al., 2003; Russell et al., 2010). Les campagnes de distribution de
masse des MIILD, suivies d’un systéeme de distribution de routine aux enfants nés apres la
distribution et également aux personnes souhaitant disposer de plus de moustiquaires, mais
qui n’étaient pas touchées par les campagnes de distribution, constituent une méthode efficace
pour atteindre et maintenir un niveau élevé de couverture (Kilian et al., 2010). La mise en
ceuvre de ces stratégies a permis a des pays de constater une diminution de la prévalence
parasitaire chez les enfants de moins de cing ans et une diminution du taux de mortalité

juvéno-infantile liée a la diminution du fardeau du paludisme (OMS, 2009).
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Apres la derniére campagne effectuée en aoGt 2010, la PID a eté arrétée dans le département
de I'Ouémé-Plateau et déplacée vers I'Atacora. Cependant, le transfert de la PID dans
I’Atacora n’a pas été apprécié des populations de 1’Ouémé-Plateau. Mais, pour apaiser ces
populations, des mesures d’accompagnement ont été suggérées. C’est ainsi que le PNLP, avec
I’aide de ’'USAID, a distribué en Juillet 2011 des MIILD a tous les habitants de ces zones
préecédemment sous PID afin de limiter la reprise de la transmission. Mais la distribution
gratuite des MIILD aux populations n’est qu’un pas pour la résolution des problémes sociaux
créés par ’arrét de la PID. Le deuxiéme pas attendu des communautés est 1’acceptation et
I’utilisation de ces MIILD. C’est pourquoi cette étude a été réalisée pour déterminer le taux
d’utilisation des moustiquaires distribuées. En effet, si malgré I’accés a la couverture
universelle, les moustiquaires ne sont pas utilisées pour la protection contre les piqlres de
moustiques, I’alternative mise en ceuvre en remplacement de la PID ne pourrait faire preuve
de son efficacité. Par ailleurs, les moustiquaires distribuées sont celles du type Olyset
imprégnées avec la perméthrine. Or, les anophéles ont développé une forte résistance vis-a-vis
de ce produit. C’est pour cette raison que, aprés 6 mois d’utilisation des moustiquaires, nous
avons trouvé important de déterminer 1’efficacité des Olyset sur les populations locales de An.
gambiae, identifier les transactions qui se font autour de ces moustiquaires et leur état

physique, c'est-a-dire le degré d’usure (Article 3).

Pour répondre aux questionnements de ce chapitre, des enquétes sociologiques ont été
réalisées dans les ménages des communes précédemment sous PID. Ensuite, des tests
d’efficacité ont été effectués sur les Olyset aprés 6 mois d’utilisation comme décrit au
chapitre 2. Enfin, les moustiques morts et vivants issus de ces tests ont été soumis au test de

biologie moléculaire.

Article 3: Osse RA, Aikpon R, Padonou GG, Oké-Agbo F, Gnanguenon V, Akogbéto M.
Long-Lasting Insecticidal Nets use, efficacy and physical integrity in a high vector resistance
to pyrethroids area six months after a nationwide campaign in southern Benin, West Africa

(soumis dans Journal of Public Health and Epidemiology).

76



1. Résultats

1.1. Nature des moustiquaires imprégnées rencontrées et taux de distribution des Olyset
par commune

Pour cette étude, un plan d’échantillonnage par niveau a été mis en place en associant a
chaque commune une pondération uniforme. Dans chaque commune, il a été sélectionné au
hasard 2 arrondissements et dans chaque arrondissement, un autre niveau de sélection qui
prend au hasard 2 villages. Au total, 1600 ménages ont été visités pour toute la zone d’étude
et dans chague meénage, toutes les catégories de moustiquaires sous utilisation par les
populations ont été identifiées.

Au cours de notre enquéte dans les 4 communes, divers types de moustiquaires ont été
trouvées. La majorité des Moustiquaires Imprégnées d'Insecticide a Longue Durée d’action
rencontrées étaient des Olyset distribués en Juillet 2011 par le Programme National de Lutte
contre le Paludisme (59,3%: 998 Olyset sur un total de 1682 inscrits) (figure 20) et d'autres
Olyset (2%). D’autres MIILD ont été trouvées: PermaNet (20,9%) et 17,8% de moustiquaires
non identifiées (AmaNet, SafiNet, BedNet, Interceptor, moustiquaire naturelle). Dans la
commune de Seme, le taux de distribution des 998 Olyset PNLP déclarées avoir recu est
faible: 15,6% (156/998) contre 29,6% (296/998) a Adjohoun, 26,1% (261/998) a Dangbo et
28,5% (285/998) dans la commune de Missérété (figure 20).
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Figure 20 : Les types de moustiquaires rencontrées par arrondissement
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1.2. Taux de couverture des moustiquaires par commune

Le tableau VI montre le taux de couverture des Olyset distribués en juillet 2011 dans les 4
communes. Au total, 1996 Olyset ont été distribués pour 3924 personnes (enfants et
adultes). Ainsi, 50,87% de cette population ont globalement recu les nouvelles moustiquaires
Olyset, soit une moustiquaire Olyset pour 1,9 personne. Quand on prend en compte les autres
moustiquaires disponibles avant la campagne de distribution, le taux de couverture devient
85,73% (1 moustiquaire pour 1,17 personne). A Adjohoun et Missérété, le taux de couverture
des Olyset PNLP est supérieur a 1 Olyset pour 1,9 personne, respectivement, 70,14% (1
Olyset pour 1,4 personne) et 60,90% (1 Olyset pour 1,6 personne). En dépit de cette bonne
note, le taux de couverture des moustiquaires Olyset distribués en juillet 2011 est faible dans
la commune de Dangbo (47,93%: 1 Olyset pour 2,1 personnes) et trés faible a Seme (29,57%:
1 Olyset pour 3,4 personnes). Mais dans ces 2 communes, si I'on prend en compte les autres
moustiquaires disponibles avant la campagne de distribution de juillet 2011, le taux de
couverture est amélioré: 1 moustiquaire pour 1,16 personne a Semeé (86,06%) et 1
moustiquaire pour 1,33 personne a Dangbo (75,30%).

Tableau VI : Taux de couverture des Olyset PNLP 2011 par commune

N Olyset Taux
N PNLP qui couverture Taux
Autre Olyset personnes devrait étre (%0)&95% couverture
Communes Arrondissements Olyset PNLP Autres Permanet Total Visités distribué IC (%)/commune
ADJOHOUN Adjohoun 1 198 25 32 256 568 396 69,72 [66 73] 70.14
Démeé 7 98 26 42 173 276 196 71,01 [65 76]
DANGBO Dangbo Centre 5 96 16 59 176 499 192 38,48 [34 42] 47.93
Kessounou 3 165 35 31 234 590 330 55,93 [52 60]
MISSERETE Katagon 0 88 21 38 147 405 176 43,46 [39 48] 60.90
Missérété 0 197 20 25 242 531 394 74,20 [70 77]
Diréabé
SEME jrégbé 17 59 120 25 221 497 118 23,74 [20 27] 29,57
Agblangandan 0 97 37 99 233 558 194 34,77 [3138]
Total 33 998 300 351 1682 3924 1996 50,87 [49 52]
N : nombre IC : Intervalle de confiance

1.3. Taux d'utilisation des moustiquaires dans les communes visitées
Toute moustiquaire installée ou pliée non rangée et dont les utilisateurs avouent 1’avoir
utilisée pendant la derniére nuit avant I’enquéte dans un ménage, est considérée comme une

moustiquaire en utilisation.
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Parmi 998 Olyset distribués, 816 ont été régulierement utilisés. Le taux d'utilisation est de
81,76% (figure 21). Ce taux est élevé dans toutes les localités visitées, sauf a Missérété ou il
est inférieur a 80% (figure 21). Quand nous prenons en compte toutes les moustiquaires
(Olyset 2011 et autres moustiquaires), le taux d’utilisation générale est de 81,63%
(1373/1682). A Misserété, méme si nous considérons toutes les moustiquaires en utilisation,

ce taux (69,15%) reste toujours inférieur a 80%.
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Figure 21 : Taux d’utilisation des Olyset PNLP 2011 par arrondissement.

1.4. Position et emplacement des moustiquaires dans les ménages par commune

Dans les communes de Adjohoun, Dangbo et Seme, plus de 82% des Olyset PNLP recus par
les populations sont trouvés suspendus. Mais a Missérété, le pourcentage des Olyset
suspendus est plus faible (en dessous de 70%) (tableau VII). De plus, 92,35% des Olyset
PNLP non suspendus ont été conservés dans les valises.

Par ailleurs, dans ces communes, environs 80% des Permanets et autres Olyset rencontrés sont

trouvés suspendus.
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Tableau VII : Position et emplacement des moustiquaires dans les ménages par commune
(Janvier 2012)

Position des MIILD Emplacement des
MIILD non
suspendues
Types de Nb % suspendu-+ Nbnon % non suspendu
moustiguaires Localités suspendu IC 95% suspendu +IC 95% Valise  Sur corde
Adjohoun 245 82,77 [77,98-86,90] 51 17,23 [13,10-22,02] 47 4
Olyset PNLP Da_mgbo 225 86,54 [81,78-90,44] 35 13,46 [09,56-18,22] 32 3
Missérété 194 68,07 [62,31-73,45] 91 31,93 [26,55-37,69] 86 5
Seme 137 87,82 [81,63-92,51] 19 12,18 [07,49-18,37] 16 3
Adjohoun 8 100 [63,00-100,0] 0 0 [00,00-37,00] 0 0
Autre Olyset Da_mgbo 8 100 [63,00-100,0] 0 0 [00,00-37,00] 0 0
Missérété 0 0 0 0 0 0
Seme 14 82,35 [56,57-96,20] 3 17,65 [03,80-43,43] 3 0
Adjohoun 59 79,73 [68,78-88,19] 15 20,27 [11,81-31,22] 13 2
Dangbo 81 90 [81,86-95,33] 9 10 [04,68-18,14] 9 0
Permanet i
Missérété 50 79,37 [67,30-88,53] 13 20,63 [11,47-32,70] 12 1
Seme 107 86,29 [78,96-91,81] 17 13,71 [08,19-21,04] 17 0
Adjohoun 47 92,16 [81,12-97,82] 4 7,84 [02,18-18,88] 2 2
Autres Dangbo 48 94,12 [83,76-98,77] 3 5,88 [01,23-16,24] 0
Missérété 25 60,98 [44,50-75,80] 16 39,02 [24,20-55,50] 16 0
Seme 125 79,62 [72,46-85,62] 32 20,38 [14,38-27,54] 30 2
Total 1373 81,68 [79,74-8350] 308 18,32 [16,50-20,26] 286 22
Nb : nombre IC : Intervalle de confiance

1.5. Etat physique des Olyset apres 6 mois d’utilisation

1.5.1. Etat de propreté

La plupart des Olyset observés étaient trouvés propres a notre passage (80,6%), mais 19,4%
d'entre eux doivent étre considérés comme sales et certains tres sales avec des résidus d'huile,
de sang, de poussiere et d'urine (figure 22). A Adjohoun et Seme, les moustiquaires sales
¢taient moins fréquentes, respectivement 9,46% et 6,41%. C’est le contraire a Dangbo

(36,78%) et a Missérété (20,70%) (figure 22).
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Figure 22 : Etat de propreté des moustiquaires par arrondissement

1.5.2. Degré d’usure

Au bout de 6 mois d’utilisation, 14% des Olyset PNLP sont trouvés avec des déchirures et des
trous (figure 23). La fréquence des moustiquaires trouées est variable d’une commune a
I’autre : 4,91% a Missérété, 10,81% a Adjohoun, 18,59% a Seme et 24,52% a Dangbo (figure
23).
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Figure 23: Fréquences de moustiquaires trouées dans les differentes communes
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Sur les 139 Olyset trouvés troués, 557 trous ont été enregistrés (4 trous en moyenne par
Olyset). Les trous sont comptés selon leur taille. Rappelons ici que les trous de taille | sont les
trous de petite taille qui permettraient & un pouce de passer a travers, les trous de taille 1l sont
les trous de taille moyenne (supérieure a un trou de taille 1) mais pas assez grand pour
permettre a un poing de passer a travers et les trous de taille 111 sont les trous de grande taille
(trou plus gros que le poing). Les trous de taille I, 1l et Il représentent respectivement
27,11% ; 41,29% et 31,60% de I’ensemble des trous des 4 communes.

Dans les communes de Adjohoun et de Misserété, les trous de taille Il sont majoritaires et
représentent respectivement 55,23% (89/161) et 75,51% (37/49) des trous observés sur les
Olyset PNLP (figure 24A). 1l y a eu une différence significative entre la fréquence des trous
de taille 11 et celles des trous de taille I et 11 dans les deux communes (p<0,05). Par contre a
Seme, la fréquence des trous de taille 111 (58/123 soit 47,15% des trous observés) sur les
Olyset PNLP est significativement plus élevée que celle des trous de taille 11 (41/123 soit
33,33%) et de taille I (19,52%) (p<0,05). Mais dans la commune de Dangbo, les fréquences
des trous de taille I (37,5%) et de taille 111 (34,37%) sont presque les mémes (p>0,05) et sont
significativement plus élevées par rapport a la fréquence des trous de taille 11 (p<0,05) (figure
24A).

Par ailleurs, au niveau des autres types de moustiquaires (autres Olyset, Permanets et autres
moustiquaires), les trous de taille 11 sont plus nombreux que les autres types de trous. Par

contre a Seme, ce sont les trous de tailles 11 et 111 qui dominent (figure 24B, C et D).
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1.6. Efficacité des Olyset aprés 6 mois d'utilisation

Vingt Moustiquaires Imprégnées d’Insecticide a Longue Durée d’action ont été choisies au
hasard dans la population et testées pour leur bio-efficacité sur la souche sensible de An.
gambiae (Kisumu). Parmi les 20 moustiquaires, 10 étaient du type Olyset et 10 du type
Permanet. Sur les 10 moustiquaires Olyset, une (1/10) a donné un taux de mortalité inférieur a
80%, seuil de bio-efficacité des moustiquaires imprégnées sur les souches de moustiques
sensibles (figure 25). En revanche, concernant les moustiquaires Permanet 2.0 qui étaient en
utilisation il y a plus de 6 mois, elles se sont révélées en dessous du seuil de bio-efficacité
avec des taux de mortalité de An. gambiae Kisumu inférieurs a 65,12% (figure 26).

Avec la population résistante (An. gambiae Ladji), on note une baisse remarquable de
I’efficacité des 2 types de moustiquaires (Olyset PNLP et Permanet). Le taux de mortalité
enregistré est compris entre 0 et 36,36% pour les Olyset aprés 6 mois d’utilisation (figure 25)

et entre 0 et 11,76% avec les Permanets en usage depuis 2 ans (figure 26).
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Figure 25: Taux de mortalité de An. gambiae Kisumu (souche sensible) aprés 3 min

d’exposition aux moustiquaires Olyset PNLP retirées dans la population.
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Figure 26: Taux de mortalité de An. gambiae Ladji (souche de terrain) apres 3 min

d’exposition aux moustiquaires Permanet retirées dans la population.

1.7. Fréquences alléliques de la mutation Kdr observées chez les morts et survivants de

An. gambiae issus des tests d’efficacité

La résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinoides représenterait un handicap
potentiel pour le succes des programmes de lutte anti-vectorielle au Bénin. Mais la mutation
Kdr qui confére aux vecteurs la résistance aux pyréthrinoides a été observée au Bénin
(Yadouléton et al., 2010). Il importe alors de connaitre I’impact de cette mutation sur
I’efficacité des moustiquaires imprégnées en utilisation actuellement au Bénin dans le cadre
de la lutte antivectorielle. C’est ce qui justifie cette rubrique qui vise a tester 1’efficacité des
supports imprégnés d’insecticide sur les vecteurs du paludisme porteurs des mutations Kdr.

La fréquence allélique de la mutation Kdr au sein de la population testée (154 individus dont
26 morts et 128 vivants) a été de 90,26%. Cette fréquence chez les moustiques morts et
vivants ont été respectivement de 94% et 89,53%. Aucune différence significative de la
fréquence allélique de cette mutation n’a été observée entre les moustiques morts et vivants

(p=0,4752) (tableau VIII).
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Tableau VIII : Fréquences alléliques de la mutation Kdr observées chez An. gambiae (morts

et vivants) aprés exposition a la moustiquaire Olyset

Statut du Mutation Kdr

moustique Total RR RS SS Freq (%) p
Vivant 129 102 27 0 89,53 0,48
Mort 25 22 3 0 94

Total 154 124 30 0 90,26

S: Allelenormal R : Alléle muté

La mutation Kdr étant récessive, nous avons regroupé les génotypes RS et SS et nous avons
comparé le taux de mortalité observé chez ces individus avec celui observé chez les individus
de génotype RR. Le taux de mortalité chez les moustiques de génotype RS et SS a été de 10%
et celui chez les moustiques de génotype RR a été de 17,74%. Il n’y a pas de différence
significative (p=0,45) (tableau 1X).

Tableau IX : Taux de mortalité de Anopheles gambiae exposé a la moustiquaire Olyset en

fonction des génotypes pour la mutation Kdr

Génotypes N testés N morts Taux de mortalité (%) p
RR 124 22 17,74 0,45
RS+SS 30 3 10,00

S : Allele normal R : Allele muté

2. Discussion

L’introduction a grande échelle des moustiquaires imprégnées d’insecticide est devenue une
priorité pour la prévention et le contréle du paludisme. L'acces a la couverture universelle des
MIILD et l'utilisation correcte de ces moustiquaires sont un défi a relever pour une lutte
efficace contre le paludisme en Afrique sub-saharienne. De nombreux pays investissent déja
dans la distribution gratuite des moustiquaires. Toutefois, a I’heure actuelle, la couverture
globale est en deca de I'objectif de I'OMS d'atteindre au moins 80% des personnes a risque ou
souffrant du paludisme (WHO, 2008). Selon une étude réalisée par le PNUD (United Nations,
geme

2008), le succes dans la réalisation du objectif OMD et d'autres objectifs mondiaux de

86



réduction du poids du paludisme dépendra de la sensibilisation des populations sur l'utilisation
des moustiquaires et sur la disposition de I'accés aux moustiquaires efficaces.

Dans notre zone d’étude, la couverture moyenne en MIILD des populations cibles a été
globalement bonne: 1 moustiquaire Olyset pour 1,9 personne correspond bien aux attentes du
PNLP. En 2001, avant les campagnes nationales de distribution des MIILD, dans le sud du
Bénin, seulement 4,3% des maisons possédaient une moustiquaire imprégnée et 2,4% des
enfants agés de moins de 5 ans dormaient sous moustiquaires imprégnées (Kinde-Gazard et
al., 2004). L’augmentation significative du taux de couverture aprés les campagnes de
distribution des MIILD est tout a fait logique et a déja été antérieurement constatée
(Skarbinski et al., 2007; Thwing et al., 2008; Matovu et al., 2009). Cependant, ce taux de
couverture obtenu est inférieur a ceux observés dans les ménages éligibles au Kénya (68%),
au Niger (70%) et au Mali (81%) apres les campagnes nationales de distribution (Cervinskas
et al., 2008; Thwing et al., 2008; Hightower et al., 2010). Si le taux de couverture des
moustiquaires Olyset est bon dans la zone d’étude, elle est faible a Dangbo (1 Olyset pour 2,1
personnes) et tres faible & Seme (1 Olyset pour 3,4 personnes).

L’utilisation des MIILD (tous les types de MIILD) quant a elle, a été meilleure dans la
population générale (81,76%). Mais il faut noter qu’a Missérété, le taux d’utilisation des
Olyset est inférieur a la normale (74% contre les 80% attendus). Cette forte utilisation des
MIILD constatée chez les populations des 4 communes en saison seche peut s’expliquer par la
présence de gites permanents et de bas-fonds dans ces zones entrainant ainsi une forte
nuisance culicidienne. Ces résultats sont au-dela de ceux enregistrés dans diverses études
antérieures en Afrique de 1’Ouest pendant la méme période (Ahorlu et al., 1997; Toe et al.,
2009). En effet, ces études qui ont été réalisées au Ghana et au Burkina Faso ont montré que
les populations sont moins motivées pour utiliser les moustiquaires en saison séche qui se
conjugue avec de fortes températures nocturnes au moment ou tout le monde est a la
recherche de courant d’air.

Les MIILD constituent avant tout une barriére physique. Pour cela, on doit veiller a ce
qu’elles conservent leur intégrité physique. Dans certaines zones d’étude (Adjohoun, Dangbo
et Seme), plus de 10% des moustiquaires Olyset sont déchirées aprés 6 mois d’utilisation
seulement. 1l y a donc une dégradation accélérée des fibres moustiquaires au niveau des sites
d’étude. La dégradation est plus accrue dans les zones lacustres ou I’eau est permanemment
disponible (Adjohoun, Dangbo et Séme). La proximité avec I’eau et la densité anophélienne
élevée sont les raisons de la forte utilisation des moustiquaires et de leur lavage régulier. Les

fibres des MIILD s’en trouvent ainsi fragilisées, ce qui réduit leur durabilité. En effet, quand
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les enfants urinent ou tachent les moustiquaires d’huile, elles sont systématiquement lavees.
De plus, les types de couchages (les claies) que possédent une bonne partie des habitants et la
brdlure par les lampions peuvent aussi contribuer a la déchirure de ces Olyset. La dégradation
est moins accentuée a Misserété. En effet, dans cette localité, les moustiquaires subissent
moins de pression en raison d’un taux d’utilisation plus faible en comparaison avec les autres
communes. Dans une étude sociologique réalisée en 2005 dans le cadre du programme Pal+,
les habitants de Kétonou, un arrondissement de forte pullulation de moustiques comme
Dangbo et Séme, situé en bordure du lac Nokoue, ont déclaré que dans leur zone, les
populations mangent et dorment sous moustiquaire. Si cette déclaration est réelle, cela montre
le contact fréquent qui pourrait exister entre I’homme et la moustiquaire dans certains
environnements. En effet, les résultats de I’enquéte sociologique a I’époque ont montré que
plus de 95% des populations utilisaient régulierement leurs moustiquaires. Des moustiquaires
supplémentaires étaient méme disponibles pour les visiteurs.

La proportion et la taille des trous varient en fonction des communes. La présence de trous de
grande taille pose un réel probléme de sensibilisation pour la bonne utilisation des
moustiquaires par les populations et de leur adaptabilité a la configuration des chambres. On
peut par exemple initier des programmes de réparation des moustiquaires déchirées sur place
par les communautés en mettant a leur disposition des kits de réparation. Cette opération aura
pour but une augmentation de la durée de vie de la moustiquaire dans les conditions
d’utilisation communautaire et la diminution des fréquences de remplacement. Des travaux
préliminaires ont montré que les moustiquaires imprégnées sont efficaces méme si elles sont
trouées. En raison du niveau de résistance élevé des moustiques aux insecticides au Bénin, ces
données doivent étre actualisées.

Bien que I’on ait constaté des anomalies dans plusieurs pays selon lesquelles des MIILD
distribuées par les campagnes de masse ont été vendues au marché ou ne sont pas utilisées,
dans notre zone d’étude, la majorité¢ des MIILD distribuées par le PNLP sont trouvées dans
les ménages et étaient accrochées la nuit précédant I’enquéte. 81,3% des Olyset regus par les
habitants ont été¢ suspendues dans les ménages la nuit précédant I’enquéte. Les MIILD
absentes (non suspendues) ont été majoritairement (92,35%) conservées dans les valises et les
autres sont données aux autres membres de la famille absentes lors de la campagne. Ces
résultats ont été notés aussi au Niger (Thwing et al., 2008).

Les résultats généres dans cette étude ont réveleé une faible efficacité des Olyset vis-a-vis de la
population résistante. Les taux de mortalité observés aprés les tests en cone sur les Olyset ont
été tres faibles confirmant la résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinoides

88



précédemment rapportée par plusieurs auteurs (Akogbéto et Yacoubou, 1999; Etang et al.,
2003; Corbel et al., 2007; Yadouléton et al., 2010). Ces faibles taux de mortalité sont dus au
fait que les pyréthrinoides agissent sur le canal sodium et chez les vecteurs porteurs de la
mutation Kdr, cette cible est modifiée et I’insecticide n’a plus son récepteur spécifique et donc
ne peut plus agir. Des moustiques morts ont été néanmoins enregistrés parmi les individus
porteurs de la mutation Kdr, ce qui montre que ce n’est probablement pas le seul portage de la
mutation Kdr qui détermine la résistance des vecteurs. Il a été en effet montré que d’autres
mécanismes, notamment des mécanismes enzymatiques sont impliques dans cette résistance
(Djouaka et al., 2008). Si cette baisse d’efficacité est liée a la résistance, il n’est pas exclu que
la forte demande des MIILD sous les tropiques occasionne la baisse de rigueur du controle de
fabrication de ces MIILD avant leur sortie des industries. Par ailleurs, certains échantillons de
moustiquaires séjournent longtemps dans les structures de santé dans des conditions
inadéquates avant d’étre utilisées. Pendant ce long séjour, il est possible que le produit actif

contenu dans l'insecticide perde une partie de son efficacité.

L’inefficacité des Permanet observée un a deux ans apres leur utilisation peut étre due non
seulement a leur durée d’utilisation mais aussi aux savons de lavage utilisés par les
bénéficiaires au cours de I’utilisation. En effet, 1a majorité des Permanet retirées (9/10) ont été
lavées par des détergents (Kogui et Klin) depuis leur acquisition. Or, des études antérieures
ont montré que certains savons de lavage ont un impact négatif sur l'efficacité des

moustiquaires imprégnées d'insecticide (Agossou et al., 2006; Azondékon & Vigninou, 2007).

Les résultats de la présente étude relativisent 1’idée du concept de « longue durée d’action »
des moustiquaires imprégnées dans les conditions d’utilisation de terrain. En effet, un taux de
perforation de 14% des Olyset apres seulement 6 mois d’utilisation n’est pas faible. On se
demande si c’est le tulle qui a servi a la fabrication de la moustiquaire qui est en cause ou Si
ces perforations précoces sont dues a un manque de soin et d’entretien dans les ménages. Les
moustiquaires étant distribuées gratuitement et régulierement aux populations pourraient étre
considérées comme un outil vulgaire et perdre leur valeur. L’usure rapide associée a la faible
efficacité pose le probléme du choix des matériaux imprégnés dans un contexte de forte
résistance des vecteurs aux insecticides. Chaque année, on nous propose une nouvelle
formulation d’insecticide comme la solution de controle des moustiques résistants ou un type
de moustiquaire imprégnée de plus longue durée d’action. Mais sur le terrain, les nouveaux

outils se comportent presque de la méme maniere que les outils précédents.
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3. Conclusion

De fagon globale, 1’accés a la couverture universelle basée sur un Olyset pour deux personnes
lors de la distribution des MIILD en juillet 2011 est atteint dans le département de I’Ouémé.
En tenant compte des autres moustiquaires autres que les Olyset de 2011, le taux de
couverture est supérieur aux attentes. La promesse faite par 1’état béninois, a savoir,
compenser le remplacement de la PID en distribuant des moustiquaires a tout le monde, est
réalisée. Toutefois, dans les communes de Seme et de Dangbo, la couverture en Olyset PNLP
n’est pas totale. Il serait intéressant que le PNLP revoie sa stratégie de distribution des
moustiquaires pour amener tout le pays vers la couverture universelle. Les résultats obtenus
révelent une inefficacité des Olyset vis-a-vis des populations de moustiques de terrain apres
seulement 6 mois d’utilisation. Le concept des MIILD tel que défini par les concepteurs n’a
pas pris en compte certaines réalités liées a la résistance des moustiques aux insecticides et les

diverses pressions que peuvent subir les moustiquaires dans les communautés.

Aujourd’hui, les moustiquaires imprégnées d’insecticide sont gratuitement données a la
population dans de nombreux pays. Cette gratuité améliore certes leur possession mais ne
garantit pas leur utilisation domiciliaire effective. C’est la sensibilisation et I’implication de ce
potentiel social humain qui peuvent donner des résultats au-dela de nos attentes et induire la
pérennisation de I’utilisation des moustiquaires au niveau communautaire. Dans la présente
étude, nous avons noté avec satisfaction que plus de 80% des Olyset sont utilisés par les
populations. Cela montre que les populations de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Semeé ont
adhéré a la mesure proposée par le PNLP en remplacement de la PID. C’est pourquoi nous
avons entrepris dans le prochain chapitre d’étudier I’impact de I’arrét de la PID sur la
transmission du paludisme dans des zones sous couverture universelle des moustiquaires

imprégnées a longue durée d’action.
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Chapitre 5 :
Impact de I’arrét de la PID sur la transmission du paludisme dans I’Ouémé:
évolution des indicateurs entomologiques dans les zones sous couverture
universelle des moustiquaires imprégnées a longue durée d’action
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Le chapitre 5 s’est intéressé a 1’évolution des indicateurs entomologiques aprés 1’arrét de la
PID. Apres cet arrét, nous avons poursuivi les bioessais sur les murs traités pour s’assurer
qu’a la période ou les MIILD sont déployées, I’action 1étale du bendiocarb était en dessous du
seuil d’efficacité. Cette précaution a pour but d’éviter tout biais qui pourrait renforcer 1’action
des MIILD (Article 8). Ensuite, nous avons récolté des informations sur la dynamique des
populations de moustiques dans les communes sous I’utilisation généralisée des MIILD et
I’infectivité de ces moustiques pour le P. falciparum (Article 2). Ainsi, les paramétres

entomologiques enregistrés ont été comparés aux données obtenues lors de la campagne PID.

L’objectif de cette rubrique est d’étudier I’impact du remplacement de la PID par les MIILD
sur la transmission du paludisme dans un contexte de forte résistance des vecteurs aux
pyréthrinoides dans le département de I’Ouémé.

Pour atteindre cet objectif, deux activités ont été réalisées:

» L’étude de la biodisponibilité du bendiocarb sur les murs traités apres 4 tours de PID.
» L’étude du niveau de la transmission du paludisme et du comportement des moustiques au

contact des moustiquaires Olyset.

Des prospections larvaires ont été faites dans les 4 communes en vue de réaliser les bioessais
sur les murs traités. Des captures de moustiques sur appat humain et par des pieges fenétres
associés a la récolte de la faune résiduelle ont été organisées. Les moustiques issus de ces

captures ont été traités comme décrit au chapitre 2.

Les données détaillées de cette partie de la these sont publiées en détail dans I’article 2, mais

nous reprenons ici les points essentiels relatifs aux résultats et a la discussion.

Article 2: Osse RA, Aikpon R, Gbédjissi GL, Gnanguenon V, Sezonlin M, Govoétchan R,
Sovi A, Oussou O, Oké-Agbo F, Akoghéto M: A shift from indoor residual spraying (IRS)
with bendiocarb to Long-Lasting Insecticidal (mosquito) Nets (LLINSs) associated with
changes in malaria transmission indicators in pyrethroid resistance areas in Benin, Parasit
Vectors 2013, 6:73.

Article 8: Efficacité et rémanence du bendiocarb sur les supports imprégneés aprées quatre
tours de pulvérisation intradomiciliaire dans le département de 1’Ouémé (En cours de

rédaction).

92



1. Résultats

1.1. Biodisponibilité du bendiocarb sur les supports traités aprés 4 tours de PID de 2008
a 2010

Quatre tours de pulvérisations intradomiciliaires de bendiocarb ont été effectués dans le
département de 1’Ouémé: juillet-aolt 2008, mars 2009, mars-avril 2010 et aolt-septembre
2010. La durée de I'effet résiduel a été déterminée pour chaque tour. Nous avons également
examiné I'éventuelle existence d'une accumulation de particules d'insecticide sur les supports
apres 2, 3, 4 tours de pulvérisation, ce qui pourrait allonger la durée d'action du
bendiocarb. Différents supports imprégnés ont été testés. Dans cette étude, nous montrons les
résultats des supports les plus représentés dans les quatre communes. Ces supports sont les
murs en ciment crépis ou non crépis, les murs en banco crépis ou non crépis et les murs en
ciment badigeonnés.

Au total, 7920 femelles de An. gambiae dont 3960 spécimens de la souche sensible Kisumu et

3960 specimens sauvages (population Akron) ont été utilisées pour les bioessais.

Les résultats obtenus 2 semaines apreés traitement

Les premiers tests sont effectués deux semaines apres la pulvérisation intradomiciliaire.
Pendant les quatre tours de la PID, tous les moustiques exposés sur les murs traités sont morts
dans les 24 heures indépendamment de la position du cdne sur les murs (en bas, au milieu ou
en haut) (100% de mortalité) (Figure 27).
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Figure 27 : Taux de mortalité de Anopheles gambiae Kisumu (souche sensible) et de An.
gambiae sauvage (population locale résistante aux insecticides) aprés 30 minutes d’exposition

aux différents matériaux imprégnés, 2 semaines aprés la PID (3°™ et 4°™ tours).

Les résultats obtenus 1 mois (Tp), 2 mois (T;), 3mois (T,) et 4 mois (T3) apres le
traitement

Un mois (To) apres le premier tour de pulvérisation (en 2008), le taux de mortalité de An.
gambiae « Akron » sur les supports ciment non crépis et banco non crépis traités avec du
bendiocarb a été respectivement de 98,53% et 92,91%. A partir du deuxiéme mois, ce taux a
commencé par diminuer progressivement atteignant respectivement 22,20% et 19,01% au
quatriéme mois pour les supports ciment non crépi et banco non crépi. Apres les traitements
de 2009 et 2010 (2™, 3*™ et 4°™ tours), le taux de mortalité de An. gambiae « Akron » a été
de 100% du premier au quatriéme mois sur tous les supports traités a 1’exception du ciment
non crépi, du banco crépi, du banco non crépi et du ciment badigeonné. Sur le support ciment
non crépi au quatriéme mois, la mortalité évolue et passe de 36,7% au 2°™ tour & 90,9% et
93,33% respectivement aux 3™ et 4™ tours. Une observation similaire a été faite sur le
support banco non crépi avec des taux de mortalité de 29,72%; 72,95% et 90%
respectivement aux 2°™, 3*™ et 4°™ tours. Quant au support ciment badigeonné, la mortalité
passe de 81,57% au 2°™ tour & 81,81% et 91,11% respectivement aux 3°™ et 4°™ tours. Pour
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les supports ciment non crépis et banco non crépis, il y a une différence significative entre les

mortalités obtenues aux 3°™ et 4°™ tours (p<0,05).

traitement, le taux de
il a été de 100%. A partir du

té observée sur les supports ciment non crépis

\

\

e¢me mois apres

Avec la souche sensible Kisumu, jusqu’au deuxi

mortalité n’a pas varié, quel que soit le traitement et le support,

é

baisse de ce taux a

troisieme mois, une légere

tour de traitement) et ciment badigeonnés (au 2°™

tour de

et banco non crépis (au 1%

une différence significative est

traitement). Par ailleurs, pour la souche sensible Kisumu

observée au deuxiéme tour avec le support banco non crépi (p<0,05) et au quatriéme mois

05) (figure 28A, B, C, D, E).

avec les supports ciment non crépis et banco non crépis (p<0

Résultats au-dela des quatre mois d'évaluation

Pour les 3 premiers tours de la pulvérisation, I'évaluation a été arrétée au 4°™

mois. C’est

seulement au quatrieme tour qu'elle a été poursuivie jusqu'a 8 mois. Au quatrieme tour de la

PID, I'effet résiduel du bendiocarb a été enregistré jusqu'a sept mois sur la souche sensible

Kisumu avec des taux de mortalité allant de 91,1% (murs en ciment crépis) a 83,9% (murs en

banco non crépis). Pour An. gambiae récoltés sur le terrain (Akron), au-dela du sixieme mois,

tous les taux de mortalité étaient inférieurs au seuil d'efficacité sur tous les supports (figure

28A, B, C, D, E).
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crepi (D) et en banco crépi (E) apres 1, 2, 3 et 4 tours de la PID au bendiocarb.
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1.2. Comportement de An. gambiae apres arrét de la PID
1.2.1. Comparaison des taux de piqdres de moustiques sur homme (PHN) enregistrés

pendant la campagne PID et aprés ’arrét de la PID

La distribution des moustiquaires imprégnées a tous les ménages n’a pas permis de maintenir
le contact homme-vecteur a son niveau initial noté au cours de la campagne PID. En effet,
dans 3 des 4 communes, le taux de piqlres des anopheles a augmenté aprés 1’arrét de la PID.
Les résultats suivants indiquent les taux de pigdres de An. gambiae enregistrés pour la période
d’avril a décembre 2010 lors de I’intervention PID et d’avril a décembre 2011 apres la PID

(période MIILD) (tableau X).

Dans les communes de Adjohoun, Dangbo et Missérété, une augmentation significative du
PHN de An. gambiae a été enregistrée apres I’arrét de la PID (p<0,001) (tableau X, figure 29).
Dans la commune de Adjohoun, le nombre de piglres moyen a I’intérieur des maisons a été
de 86,78 piqires/homme/9mois pendant la campagne PID contre 297,79 aprés 1’arrét de
I’intervention (tableau X). A 1’extérieur des maisons de cette commune, la densité agressive a
été significativement plus élevée pendant la période MIILD (43,39 piglres/homme en Avril-
décembre 2010 contre 190,59 apres I’arrét de la PID). Le méme constat a été fait dans la

commune de Missérété et a ’intérieur des habitations de Dangbo centrale (tableau X).
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Tableau X : Taux de piqlre de An. gambiae enregistrés a I’intérieur et a 1’extérieur des

maisons pendant la campagne PID et apres l'arrét de la PID

Pendant la PID
(avril-décembre 2010)

Apres arrét de la PID

(avril-décembre 2011)

Total N hommes PHN/  PHN/ Total N hommes PHN/  PHN/
moustiques captures nuit  période  moustiques captures nuit  période
Adjohoun
Intérieur 4 28 0,14 38,57 31 34 0,91 246,18
Centrale
Extérieur 4 28 0,14 38,57 22 34 0,65 174,71
e Intérieur 14 28 0,50 135,00 44 34 1,29 349,41
Périphérique
Extérieur 5 28 0,18 48,21 26 34 0,76 206,47
Dangbo
Intérieur 4 28 0,14 38,57 9 34 0,26 71,47
Centrale
Extérieur 11 28 0,39 106,07 11 34 0,32 87,35
o Intérieur 70 28 2,50 675,00 58 34 1,71 460,59
Périphérique
Extérieur 37 28 1,32 356,79 25 34 0,74 198,53
Missérété
Intérieur 3 28 0,11 28,93 14 34 041 111,18
Centrale
Extérieur 14 28 0,50 135,00 28 34 0,82 222,35
s Intérieur 45 28 1,61 433,93 33 34 0,97 262,06
Périphérique
Extérieur 31 28 1,11 298,93 73 34 2,15 579,71
Seme
Intérieur 190 28 6,79 1832,14 51 34 1,50 405,00
Centrale
Extérieur 329 28 11,75 3172,50 89 34 2,62 706,76
e Intérieur 110 28 3,93 1060,71 58 34 1,71 460,59
Périphérique
Extérieur 217 28 7,75  2092,50 151 34 4,44  1199,12
Adjara (Témoin)
Intérieur 144 28 5,14  1388,57 6 34 0,18 47,65
Centrale
Extérieur 137 28 4,89 1321,07 11 34 0,32 87,35
i Intérieur 562 28 20,07 5419,29 349 34 10,26 2771,47
Périphérique
Extérieur 521 28 18,61 5023,93 426 34 12,53 3382,94
N = nombre

Pour ce qui concerne le taux de piqgQre global dans les communes, a Adjohoun, il est passé de

38,57 piglres de An. gambiae / homme pendant la PID a 210,44 apres arrét de la PID dans la

zone centrale (p<0,001) et de 91,61 a 277,94 piqlre de An. gambiae / homme dans la zone

périphérique. A Missérété, la méme augmentation du taux de piqlre a été observée dans les
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deux zones (81,96 pigdres de An. gambiae / homme a 166,76 apres arrét de la PID dans la
zone centrale (p<0,001) et 366,43 pigdres a 420,88 apres arrét de la PID dans la zone
périphérique (p<0,001)). Par contre, c’est seulement a Dangbo centre qu’une légere
augmentation a été observée (p<0,001) (figure 29A).

Mais a Seme et a Dangbo périphérique, la situation est différente. Le PHN aprés arrét de la
PID a diminué de maniére significative par rapport a ce qui a été enregistré lors de
I'intervention (p<0,001) (Figure 29).
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Figure 29 : Taux de piqlre sur homme de An. gambiae observé pendant la campagne PID
(avril-décembre 2010) et apres l'arrét dela PID (avril-décembre 2011) dans les zones
centrales (A) et les zones périphériques (B) des différentes communes (Les PHN portant la
méme lettre en exposant par commune ne sont pas significativement différents p>0,05)

1.2.2. Pluviométrie, un facteur déterminant du contact homme-vecteur

Les résultats de capture sur homme montrent que les fortes densités anophéliennes (figure 30)
ont été observées au cours de la grande saison pluvieuse (avril- juillet) et de la petite saison
(octobre-novembre) dans les zones d’étude. La diminution du taux de pigdres de An. gambiae
constaté aprés ’arrét de la PID a Séme contrairement aux autres communes est due a des
hauteurs de pluies plus élevées en 2010 qu’en 2011 (figure 30). C’est ce qui explique la
variation du taux de piqlre de An. gambiae de 1,31 a 17,38 piqlres/homme/nuit en juillet
2010 contre 1,31 a 9,5 en juillet 2011 (aprés arrét de la PID) (figure 30B). Par ailleurs, a
Adjohoun pendant la méme période, les précipitations enregistrées par ’ASECNA en 2011
sont supérieures a celles de 2010 (figure 30A). En revanche, le PHN obtenu en 2011 (aprés
arrét de la PID) est supérieur a celui enregistré en 2010 (pendant 1’intervention) (0,19 a 2,18

en juillet 2011 contre 0,31 a 0,44 en juillet 2010).
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a Adjohoun (A), Seme (B) et a Dangbo (C).

102



1.2.3. Réduction de I’exophilie aprés I’arrét de la PID chez An. gambiae

La figure 31 montre I’exophilie de An. gambiae pendant la période d’intervention et apres
I’arrét de la pulvérisation intradomiciliaire.

Dans la commune de Adjohoun, le degré d’exophilie n’a pas varié¢ apres arrét de la PID. En
revanche, a Dangbo, Missérété et Seme, une baisse significative a été observée apres arrét de
la PID dans toutes les zones (p<0,001) (Figure 31A et B). Le taux d’exophilie est passé de
72,92% pendant la PID a 43,83% aprées arrét de la PID a Dangbo. A Missérété, 1’exophilie a
¢été de 80% pendant la période d’intervention contre 31,48 % aprés I’arrét de I’intervention.
De la méme fagon, a Séme, I’exophilie a chuté de 78,72% pendant la PID a 21,74% apres

arrét de I’intervention.
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Figure 31: Taux d’exophilie de An. gambiae observé pendant la campagne PID (avril-
décembre 2010) et aprés l'arrét de la PID (avril-décembre 2011) dans les zones centrales (A)
et les zones périphériques (B) des différentes communes. (Les taux portant la méme lettre en

exposant par commune ne sont pas significativement différents p>0,05)
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1.2.4. Augmentation de la longévité des anophéles aprés ’arrét de la PID

Au total, 1681 anophéles vecteurs ont été dissequés en vue de la détermination de leur age
physiologique. La proportion de moustiques femelles ayant pondu au moins une fois a été
significativement élevée en général aprés 1’arrét de la PID quelle que soit la commune
(OR=3,81 ; p<0,001). Pendant la période d’intervention, le taux de parturité de An gambiae
observé a Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme a été respectivement de 40%, 42,42%, 40%
et 44,60%. Aprés l’arrét de D’intervention, les taux observés sont devenus plus élevés :

respectivement 91,61%, 87,72%, 93,02% et 82,83% (figure 32).

Dans la zone témoin, la parturité est la méme pendant les deux périodes (OR=1,13 ; p=0,54).
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Figure 32 : Taux de parturité de Anopheles gambiae observé durant la mise en ceuvre de la
PID (avril-déecembre 2010) et aprés l'arrét de la PID (avril-décembre 2011) dans les

différentes communes de 1’Ouémé. (Les taux portant la méme lettre en exposant par commune ne sont

pas significativement différents p>0,05)
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1.2.5. Augmentation du taux de gorgement des moustiques a I’intérieur des maisons

apres I’arrét de la PID

Le taux de gorgement de An gambiae a été respectivement de 0%, 9,09%, 25% et 36,96%
dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme pendant la période
d’intervention (figure 33). Ce taux a ¢été significativement plus élevé aprés D’arrét de
I’intervention dans toutes les communes (OR=1,48 ; p<0,001) (46,08% a Adjohoun, 60,27% a
Dangbo, 81,48% a Misserété et 82,61% a Seme).

Chez I’ensemble des moustiques, on obtient le méme phénomene: le taux de gorgement
obtenu apres ’arrét de la PID a été significativement plus élevé que celui enregistré pendant
la PID dans les communes de Dangbo, Missérété et Semé (OR= 1,65 ; p< 0,001). Par contre,
dans la commune de Adjohoun, aucune différence significative n’a été observée entre les taux

de gorgement des deux périodes (OR=0,93 ; p=0,64) (figure 34).
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Figure 33 : Taux de gorgement de Anopheles gambiae observé durant la mise en ceuvre de la
PID (avril-decembre 2010) et aprés l'arrét de la PID (avril-décembre 2011) dans les

différentes communes de 1’Ouémé (Les taux portant la méme lettre en exposant par commune ne sont pas

significativement différents p>0,05)
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Figure 34 : Taux de gorgement des Culicidae observé durant la mise en ceuvre de la PID
(avril-décembre 2010) et aprés l'arrét de la PID (avril-décembre 2011) dans les différentes
communes de 1’0Ouémé. (Les taux portant la méme lettre en exposant par commune ne sont pas

significativement différents p>0,05)

1.3. Impact de I’arrét de la PID sur le taux d’inoculation entomologique (TIE) dans les

zones sous intervention PID

Pendant la période PID, 493 tétes-thorax de An. gambiae ont été soumis a I’ELISA CSP parmi
lesquels 10 ont été positifs au P. falciparum. L’indice sporozoitique (Is) moyen est de 0,02.
Parmi ces 10 positifs, 9 ont été collectés en avril et mai durant la 3*™ campagne de la PID.

Seulement 1 moustique infecté a été capturé durant le 4°™ tour de la PID (tableau XI).

Par contre, apres 1’arrét de la PID, 20 tétes thorax ont été positifs sur 688 moustiques testes,
soit un 1s=0,029 (tableau XI). On note ainsi une augmentation non significative de

I’infectivité au P. falciparum aprés 1’arrét de la PID (p=0,330).

Lorsqu’on ne considére pas les moustiques infectés collectés en avril 2010 au début du 3°™
tour de la PID, les résultats montrent qu’un seul anophéle sur 159 est infecté pendant la PID
(1s=0,0063) et 4 sur 195 apres 1’arrét de la PID (Is=0,021) entre aolt et décembre, d’ou une

augmentation non significative de I’infectivité apres ’arrét de la PID (p=0,233).
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Dans la zone témoin (Adjara), I’indice sporozoitique est élevé pendant les deux périodes :

0,091 (32/351) en 2010 et 0,039 (31/790) en 2011.

Pendant la période de la PID, chaque habitant des 4 communes recevait une moyenne de
13,11 piqdres infectées pour une période de 9 mois (avril-decembre 2010). Apres arrét de la
PID, un taux similaire a été obtenu : 10,40 pigdres infectées pour la méme période (tableau
XI). Dans les communes de Adjohoun et de Missérété, le TIE obtenu apres arrét de la PID est
significativement différent de celui obtenu pendant la PID (9,015 piqdres infectées/homme a
Adjohoun aprés PID contre 3,66 pendant la PID). A Missérété, 15,08 piqdres
infectées/hnomme sont observées apres arrét de la PID contre 2,41 pendant la PID. Par contre,
dans les communes de Sémeé et de Dangbo, on note une baisse du TIE aprés arrét de la PID
(tableau XI).

107



Tableau XI : Taux d’inoculation entomologique (TIE) de An. gambiae observé pendant la campagne PID (avril-décembre 2010) et apres l'arrét

de la PID (avril-décembre 2011) dans le département de I’Ouémé

A) Commune de Adjohoun

Pendant la PID
(avril-décembre 2010)

Aprés arrét de la PID
(avril-décembre 2011)

3eme campagne de la  4éme campagne de la  Total (avril- avril- ao(t- Total (avril- IDR Comparaison
PID (avril-juillet) PID (ao(t-décembre) décembre)  TIE/mois TIE/période juillet décembre  décembre)  TIE/mois TIE/période 95% IC TIE/période
Thorax 4 4 8 25 16 41
. Thorax+ 0 0 0 1 0 1
Adjohoun
centrale 1 0 0 0 0 0 0,04 0 0,02 0,58 5,20 > p<0,001
PHN/nuit 0,14 0,14 0,14 1,16 0,44 0,78
TIE 0 0 0 0,04 0 0,02
Thorax 15 10 25 39 27 66
. Thorax+ 2 0 2 2 1 3
Adjohoun
péri[J)hérique Is 0,13 0 0,08 0,81 7,33 0,05 0,04 0,05 1,43 12,83 1,75[1,72-1,78] p<0,001
PHN/nuit 0,54 0,14 0,34 1,31 0,78 1,03
TIE 0,07 0 0,03 0,07 0,03 0,05
Thorax 44 83 127 15 2 17
Adjara Thorax+ 3 6 9 2 0 2
centrale s 0,07 0,07 0,07 1067 9601 443 0 0,12 0.9 81  008[0,04-017]  p<0,001
PHN/nuit 6,57 3,46 5,02 0,44 0,08 0,25
TIE 0,45 0,25 0,36 0,06 0 0,03
Thorax 120 104 224 516 257 773
Adjara Thorax+ 14 9 23 23 6 29
périphérique 1s 0,12 0,09 0,10 59,57 536,15 0,04 0,02 0,04 13,8 1242 0,23[0,19-0,28] p<0,001
PHN/nuit 32,86 5,82 19,34 16,13 7,19 11,40
TIE 3,83 0,50 1,99 0,61 0,17 0,46

Thorax += thorax positif

Is= indice sporozoitique

PHN= piqdre par homme et par nuit

TIE = taux d’inoculation entomologique IDR: Incidence Density Ratio
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B) Commune de Dangbo

Pendant la PID Apres arrét de la PID
(avril-décembre 2010) (avril-décembre 2011)
3éme campagne PID 4eéme campagne PID Total avril- ao(t- Total (avril- IDR Comparaison
(avril-juillet) (ao(t-décembre) (avril-décembre)  TIE/mois TIE/période juillet décembre décembre) TIE/mois TIE/période 95% IC TIE/période
Thorax 13 2 15 11 9 20
Dangho Thorax+ 0 0 0 0 0 0
centrale I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.00 p=1
PHN/nuit 0,46 0,07 0,27 0,34 0,25 0,29
TIE 0 0 0 0 0 0
Thorax 93 14 107 48 17 65
Thorax+ 3 1 4 0 1 1
Dangbo
périphérique Is 0,03 0,07 0,04 2,14 19,28571 0 0,06 0,02 0,58 5,23 0,27[0,27-0,28] p<0,001
PHN/nuit 3,32 0,5 1,91 2,19 0,36 1,22
TIE 0,11 0,04 0,07 0 0,02 0,02
Thorax 44 83 127 15 2 17
Adjara Thorax+ 3 6 9 2 0 2
- <
centrale s 0,07 0,07 0,07 10,67 9,01 0,13 0 0,12 09 8.1 0.08[004-0.17]  p<0,001
PHN/nuit 6,57 3,46 5,02 0,44 0,08 0,25
TIE 0,45 0,25 0,36 0,06 0 0,03
Thorax 120 104 224 516 257 773
Thorax+ 14 9 23 23 6 29
Adjara
e - 0,12 0,09 0,10 59,57 536,15 0,04 0,02 0,04 13,8 124,2 0,23[0,19-0,28] p<0,001
périphérique
PHN/nuit 32,86 5,82 19,34 16,13 7,19 11,40
TIE 3,83 0,50 1,99 0,61 0,17 0,46
Thorax += thorax positif ~ Is= indice sporozoitique = PHN= piqiire par homme et par nuit TIE = taux d’inoculation entomologique  IDR: Incidence Density Ratio
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C) Commune de Missérété

Pendant la PID Aprés arrét de la PID
(avril-décembre 2010) (avril-décembre 2011)
3éme campagne PID  4éme campagne PID  Total (avril- avril- ao(t-  Total (avril- IDR Comparaison
(avril-juillet) (aolt-décembre) décembre) TIE/mois TIE/période juillet décembre décembre) TIE/mois TIE/période 95% IC TIE/période
Thorax 12 5 17 38 16 54
Misserete Thorax+ 0 0 0 1 0 1
0 0 0,34 3,09 oo <0,001
centrale 'S 0 0 0 0,03 0 0,02 ! , p<0,
PHN/nuit 0,43 0,18 0,30 0,84 0,42 0,62
TIE 0 0 0 0,02 0 0,01
Thorax 44 32 76 45 58 103
Misserete Thorax+ 1 0 1 4 2 6
S Lo - <
périphérique Is 0,02 0 0,01 0,54 4,82 0,09 0,03 0,06 3,01 27,07 5,61[5,53-5,69] p<0,001
PHN/nuit 1,57 1,14 1,36 1,66 147 1,56
TIE 0,04 0 0,02 0,15 0,04 0,10
Thorax 44 83 127 15 2 17
i Thorax+ 3 6 9 2 0 2
Adjara 10,67 96,01 09 81 0,08[0,04-017]  p<0,001
centrale Is 0,07 0,07 0,07 0,13 0 0,12
PHN/nuit 6,57 3,46 5,02 0,44 0,08 0,25
TIE 0,45 0,25 0,36 0,06 0 0,03
Thorax 120 104 224 516 257 773
Adi Thorax+ 14 9 23 23 6 29
jara )
périphérique Is 0,12 0,09 0,10 59,57 536,15 0,04 0,02 0,04 13,8 124,2 0,23[0,19-0,28] p<0,001
PHN/nuit 32,86 5,82 19,34 16,13 7,19 11,40
TIE 3,83 0,50 1,99 0,61 0,17 0,46
Thorax += thorax positif ~ Is= indice sporozoitique =~ PHN= piqire par homme et par nuit TIE = taux d’inoculation entomologique  IDR: Incidence Density Ratio
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D) Commune de Seme

Pendant la PID
(avril-décembre 2010)

Apreés arrét de la PID
(avril-décembre 2011)

3éme campagne

PID 4éme campagne PID  Total (avril- avril- aolt-  Total (avril- IDR Comparaison
(avril-juillet) (ao(t-décembre) décembre) TIE/mois TIE/période juillet décembre décembre) TIE/mois TIE/période 95% IC TIE/période
Thorax 80 58 138 121 9 130
seme Thorax+ 2 0 2 6 0 6
centrale Is 0,03 0 0,01 4,03 36,27 0,05 0 0,06 2,87 25,85 0,71[0,71-0,72] p<0,001
PHN/nuit 16,36 2,18 9,27 4,03 0,31 2,06
TIE 0,41 0 0,13 0,20 0 0,10
Thorax 73 34 107 166 43 209
seme Thorax+ 1 0 1 2 0 2
périphérique Is 0,01 0 0,01 1,64 14,73 0,01 0 0,01 0,83 7,44 0,5[0,5-0,51] p<0,001
PHN/nuit 9,50 2,18 5,84 5,19 1,19 3,07
TIE 0,13 0 0,05 0,06 0 0,03
Thorax 44 83 127 15 17
Adjara Thorax+ 3 6 9 2 0 2
centrale Is 0,07 0,07 0,07 10,67 96,01 0,13 0 0,12 0,9 8,1 0,08[0,04-0,17] p<0,001
PHN/nuit 6,57 3,46 5,02 0,44 0,08 0,25
TIE 0,45 0,25 0,36 0,06 0 0,03
Thorax 120 104 224 516 257 773
] Thorax+ 14 9 23 23 6 29
pérﬁ::]’g‘r% e IS 0.12 0,00 0.10 59,57 536,15 0,04 0,02 0,04 138 1242 023[0,19-028]  p<0,001
PHN/nuit 32,86 5,82 19,34 16,13 7,19 11,40
TIE 3,83 0,50 1,99 0,61 0,17 0,46

Thorax += thorax positif ~ Is= indice sporozoitique

PHN= piqlire par homme et par nuit

TIE = taux d’inoculation entomologique
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2. Discussion

Plusieurs especes de moustiques ont été rencontrées lors des deux années d’étude. En dehors
de quelques variations, les proportions récoltées en 2010 sont les mémes que celles retrouvées
en 2011 apres I’arrét de la PID. Les pourcentages retrouvés sont similaires a ceux indiqués par
Padonou et al. (2011) en 2009.

Apres Parrét de la PID et malgré le remplacement de cette intervention par la distribution des
moustiquaires imprégnées a la population de 1’0Ouémé, on a assisté a une augmentation des
indicateurs de la transmission du paludisme.

L’étude a montré que les inquiétudes des populations relatives a une éventuelle augmentation
des densités de moustiques apres I’arrét de la PID sont justes. L’agressivité anophélienne
exprimée dans ce travail en termes de piqdres de An. gambiae par homme par nuit (PHN) a
augmenté entre les deux périodes dans trois des quatre communes précédemment sous PID
(Adjohoun, Dangbo et Misséreté). La forte valeur de PHN notée a Sémé en 2010
comparativement a 2011 s’explique par le fait que, en 2010, les pluies étaient trés fortes, ce
qui s’était soldé par de grandes quantités d’eau qui ont permis la formation de beaucoup de
gites larvaires d’anophé¢les dans cette commune. Cette forte pluviométrie n’a pas été observée
dans les autres communes. La diminution du taux de piqdre apres 1’arrét de la PID qui a
également été observée dans la zone témoin (Adjara), s’explique par la méme raison, a savoir,
la pluviométrie (hauteur d’eau et nombre de jours de pluie) plus forte en 2010 qu’en 2011. En
conclusion, le remplacement de la PID par la couverture universelle des MIILD n’a pas
permis de maintenir le taux de piqdres a son niveau initial. Par ailleurs, An. funestus qui avait
disparu lors de la campagne PID a réapparu aprés 1’arrét de cette intervention a Missérété.
Toutefois, cela pourrait signifier qu’en réalité, An. funestus n’était pas entiérement éliminé de
la zone PID. Certaines populations de An. funestus ont da résister a la PID, peut étre parce
qu’elles sont plus exophiles, mais probablement de trés faibles proportions. Ainsi, la
probabilité de capturer un spécimen avec seulement deux seances de captures par mois est tres
faible sans oublier qu’il s’agit d’une espéce qu’on ne rencontre pas a toutes les saisons. Le
deuxiéme facteur relatif a la réapparition de An. funestus est le phénoméne de migration. Une
migration passive ou active peut déplacer cette espece de zones plus lointaines dans le secteur
ou elle avait disparu.

Malgré la diminution du taux de piqlre des anopheles a Séme apres 1’arrét de la PID, la
situation de cette commune doit étre sérieusement examinée. Sémeé est caractérisé par la

présence de nombreux gites de reproduction (gites temporaires, semi-permanents et
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permanents) et une grande abondance de moustiques. Cette zone est celle dont le taux de
piqlre a été considéré comme relativement élevé en dépit de la mise en ceuvre de la PID en
2009 et 2010 (Padonou et al., 2011).

Le niveau de transmission a augmenté dans les communes apres 1’arrét de la PID. A
Adjohoun et a Missérété, le taux d’inoculation entomologique obtenu apres arrét de la PID a
été significativement plus élevé que celui obtenu au cours de I’intervention. Cette variation du
niveau de transmission est due au taux éleve de pigdres de An. gambiae et a un indice de CSP
relativement élevé enregistrés apres I’arrét de I’intervention.

Comparativement aux données obtenues a Adjohoun, Dangbo et Missérété, le niveau de
transmission du paludisme est trés élevé a Seme pendant les 2 périodes. Mais le TIE dans
cette zone apres I’arrét de la PID est inférieur a celui enregistré pendant la PID. Cette
différence peut s’expliquer par le fait qu’apres 1’arrét de la PID, et compte tenu de la forte
nuisance culicidienne dans cette zone, les populations se sont appropriées 1’outil de lutte
antivectorielle mis & leur disposition (les MIILD). En effet, aprés 1’arrét de la PID,
’utilisation des MIILD a donné de bons résultats en termes de réduction de la transmission
dans cette zone de forte agressivité anophélienne. Ceci confirme les travaux de Kelly-Hope et
al. (2008) et de Akogbeéto et al. (2011). De plus, les résultats des travaux réalisés en Afrique
ont montré que la lutte antivectorielle par utilisation généralisée des MIILD est une stratégie
qui peut réduire la morbidité palustre de 50 a 60% et la mortalité générale de 20% (Alonso et
al., 1993; D’Alessandro et al., 1995; Binka et al., 1996).

La présence des moustiquaires Olyset dans les maisons aprés ’arrét de la PID n’a pas
augmenté le taux de sortie de An. gambiae et de Culex spp. Ces résultats montrent que 1’effet
excito-répulsif de la perméthrine sur An. gambiae ne s’est pas manifesté probablement en
raison de la résistance de ce vecteur aux pyréthrinoides. Ces résultats rappellent ceux de
N’Guessan et al. (2007) qui ont montré qu’une baisse d’efficacité des moustiquaires
imprégnées de pyréthrinoides s’est amorcée dans les populations résistantes du Bénin.

Au cours de I’étude, une attention particuliere a été apportée a la rémanence du bendiocarb.
Deux semaines aprées la pulvérisation et cela pendant les quatre tours de la PID, tous les
moustiques (la souche Kisumu et la souche sauvage locale) exposés sur les murs traités sont
morts dans les 24 heures indépendamment de la position du cone sur les murs (en bas, au
milieu ou en haut), ce qui indique l'efficacité et I'homogenéité de la pulveérisation. La
formation des agents pulvérisateurs a été donc un succes. Apres le quatrieme mois, les taux de
mortalité enregistrés sur les murs en banco non crépis sont descendus en dessous du seuil

defficacité (80%) au 1% et au 2°™ tour de la pulvérisation chez les deux souches selon les
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travaux de Padonou (2012). Cependant, au troisieme et au quatrieme tour, l'efficacité de la
pulvérisation est compléte sur la souche Kisumu quel que soit le support, et partielle sur la
souche resistante de terrain. Une observation similaire a été faite par Nguena au Cameroun en
2010. Cet auteur a montré que I’effet de I’insecticide sur la mortalité des anopheles lors des

aspersions dépend du type de mur traité (Nguena Nguefack, 2010).

La variation de la rémanence du bendiocarb notée dans cette étude en fonction de la nature
des supports avait été observée lors d’une étude en Inde et au Bénin sur des supports
imprégnés (Elliott et al., 1978; Ansari & Razdan, 2004). Cette variation s’explique
probablement par la différence de porosité des différents supports utilisés. En effet, les
supports n’absorberaient pas la solution insecticide de la méme fagon et la biodisponibilité du
bendiocarb sur les supports ne serait donc pas la méme au cours du temps. La faible efficacité
du bendiocarb sur le banco et le ciment serait due a la grande porosité de ces supports. Le
bendiocarb pulvérisé pénétre probablement en profondeur dans le mur et sa concentration a la
surface devient faible. De plus, le ciment est basique, car contient du calcaire et la demi-vie
du bendiocarb diminue lorsque le pH augmente. Toutefois une autre étude menée en
Mozambique a montré que les surfaces traitées n’affectent pas la rémanence du bendiocarb

(Maharaj et al., 2004).

L’efficacité du bendiocarb aprés le 4°™ tour est plus élevée que celle notée aprés le 1% et le
2°™ tour (Padonou, 2012), montrant que plus le nombre de traitement augmente, 1’efficacité
du bendiocarb est meilleure. Ces résultats sont similaires & ceux de Coosemans & Bobo-
Dioulasso qui a montré que la rémanence se trouve nettement améliorée avec un second
traitement insecticide (Coosemans & Sales, 1978). Dans notre étude, au quatriéme tour de la
PID, l'effet résiduel du bendiocarb a été enregistré jusqu'a sept mois sur la souche sensible
Kisumu avec des taux de mortalité allant de 91,1% (murs en ciment non crépis) a 83,9%
(murs en banco non crépis). Pour An. gambiae récolté sur le terrain, au-dela du sixieme mois,
tous les taux de mortalité étaient inférieurs au seuil d'efficacite.

L’efficacité du bendiocarb sur la souche sensible de An. gambiae Kisumu a été la méme
comparée a la population sauvage. Cela s’explique par le fait que le bendiocarb agit sur
I’acétylcholinestérase. Or la fréquence de la mutation Ace-17 des populations de An. gambiae
est tres faible voire nulle (<1%) dans le département de I’Ouémé. Par ailleurs, il n’existe pas

de mécanisme métabolique de résistance aux carbamates au sein des populations sauvages

ayant servi aux bioessais (Corbel et al., 2007).
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La décision de I’Etat béninois de réaliser une étude sur 1’évolution des indicateurs
entomologiques comme mesure d’accompagnement pour apaiser les populations de I’Ouémé
apres 1’arrét de la pulvérisation intradomiciliaire est juste. S’il est impératif que la mise en
ceuvre d’une stratégie de lutte doit étre accompagnée d’un suivi-évaluation, 1’arrét brusque ou
I’abandon d’une intervention de lutte pour une raison quelconque doit étre également
accompagné d’une étude pour mesurer les conséquences. L’exemple de la pulvérisation
intradomiciliaire est édifiant. En effet, la PID est une stratégie chere et difficile a organiser qui
bénéficie, aujourd’hui, en Afrique, de I’aide des partenaires financiers. Apres le départ desdits
partenaires, la poursuite des activités constitue un probléme pour I’économie des pays
africains. C’est ce qui s’est passé dans 1’Ouémé ou, apres le déplacement de la PID dans un
autre département, I’opération s’est arrétée. Mais 1’état béninois a vu juste en initiant une
étude sur les indicateurs entomologiques aprés 1’arrét de la PID pour mesurer les
conséquences et surtout vérifier si la couverture universelle des moustiquaires imprégnées a
longue durée d’action proposée a la population de I’Ouémé comme mesure alternative est

efficace.

3. Conclusion

La présente étude a montré que les inquiétudes des populations relatives a une éventuelle
augmentation des densités de moustiques apres ’arrét de la PID sont justifiées. Le souhait du
Programme National de Lutte contre le Paludisme qui consistait a calmer ces inquiétudes
apres l’arrét de la PID en mettant gratuitement a disposition de la population des
moustiquaires imprégnées a été réalisé mais sans maintenir les indicateurs entomologiques a
leur niveau initial. La plupart de ces indicateurs ont connu un rebond. Dans les communes de
Adjohoun, de Dangbo et de Missérété, le taux de piglres des anopheles a augmenté.
Toutefois, a Séme, ce taux a plutét diminue. Cette diminution qui a également été observée
dans la zone temoin (Adjara), est due aux phénomenes climatiques. An. gambiae S, jamais
rencontré auparavant dans I’Ouémé a fait son apparition. An. funestus qui avait disparu lors de
la campagne PID a réapparu aprés l’arrét de cette intervention a Missérété. Mais cette
réapparition pourrait étre liee a un phénomene de migration passive ou active qui pourrait
déplacer cette espéce de zones plus lointaines dans le secteur ou elle avait disparu. L’arrét de
la PID a été également marqué par une augmentation du TIE dans 3 des 4 communes, une

diminution de I’exophilie et une augmentation de la longévité des anopheles.
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Chapitre 6:
Résistance des vecteurs aux insecticides apres I’arrét de la PID : évolution
et signification opérationnelle: mesure de quelques parametres indirects
d’impact de la résistance. Relation entre le portage des genes de résistance
Kdr et Ace-1 et la présence de I’antigéne circumsporozoitique de
Plasmodium falciparum chez An. gambiae s.s
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La dynamique de la résistance des vecteurs aux insecticides a été considérée comme un aspect
important dans notre étude. Plusieurs études récentes ont montré que I’utilisation massive
d’insecticides surtout en milieu agricole a entrainé 1’apparition des souches résistantes aux
insecticides au sein des populations vectrices (Akogbéto & Yakoubou, 1999; Diabaté et al.,
2001). Cette résistance des vecteurs aux insecticides est principalement due a une mutation
génétique de cible : la mutation Kdr. Par ailleurs, d’autres auteurs ont noté une augmentation
rapide de cette mutation aprés une distribution et une utilisation massives des MIILD (Stump
et al., 2004; Czeher et al., 2008) et suite a une grande campagne de PID (Reimer et al., 2005).
L’¢évolution de la résistance aux insecticides étant un phénoméne de temps, il n’est pas exclu
que, quelques années apres la PID dans ’Ouémé, que la résistance se développe (Article 4 et
9). La mutation Kdr conduit a la fois a la réduction de I’effet de choc « knock-down» et de
I’effet 1étal des pyréthrinoides utilisés pour I’imprégnation des moustiquaires (Chandre et al.,
1999b; Corbel et al., 2004). Les travaux de Weill et al. (2000) et de Fanello et al. (2001) en
Afrique de I’ouest ont montré la présence de la mutation Kdr seulement chez la forme
moléculaire S de An. gambiae s.s. Au Benin, la mutation a été détectée aussi bien chez la
forme moléculaire S que chez la forme M de An. gambiae s.s. (Akogbéto, 2001; Djénontin et
al., 2010) avec une fréquence allélique trés élevée (Djegbe et al., 2011). La résistance aux
carbamates et aux organophosphorés, due a la substitution de la glycine par la sérine en
position 119 (G119S) du géne codant pour l'acétylcholinestérase 1 (ace-1) (Weill et al.,
2003a) a été également signalé chez An. gambiae s.s. en Afrique de I'Ouest (Weill et al.,
2004; Djogbénou et al., 2008). Cette mutation G119S est retrouvée en association avec la

résistance chez les formes moléculaires M et S de An. gambiae s.s (Alou et al., 2010).

Dans une étude récente (Gnanguénon, com. pers.), il a été montré que les individus de An.
gambiae porteurs du géne de résistance Kdr, en particulier les génotypes RR, sont plus aptes a
traverser les trous des moustiquaires imprégnées par rapport aux sensibles SS. Toutefois, cette
observation a ét¢ faite sur un effectif de moustiques faible, c’est pourquoi 1’auteur suggere de
poursuivre 1’étude sur un échantillon plus important et dans d’autres localités. Cependant,
cette observation suggere 1’idée d’un avantage conféré par le portage du gene de résistance
Kdr. Cet avantage se justifie par le fait que les moustiques résistants reussissent a garder un
contact plus long avec les moustiquaires imprégnées malgré 1’effet excito-répulsif de
I’insecticide d’imprégnation.

Par ailleurs, I’impact de la résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides sur

’efficacité des outils de lutte antivectorielle a été montré en cases expérimentales (N’Guessan
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et al., 2007). Toutefois, cet impact n’a pas été encore observé a 1’échelle opérationnelle
(Henry et al., 2006). Si la résistance a un impact sur les opérations de lutte antivectorielle,
alors les moustiques résistants pourraient étre plus infectés que les moustiques sensibles dans
les zones ou la pression de sélection par MIILD ou PID est forte. En effet, les moustiques
résistants sont sensés appartenir a un groupe d’age plus ancien étant entendu que les
anophéles sensibles sont plus exposés a 1’action l1étale des matériaux imprégnés.

Dans la présente étude, nous avons évalué¢ I’'impact de la résistance sur la transmission du
paludisme chez les deux formes moléculaires M et S de An. gambiae s.s. et génotypes Kdr
associés. Nous avons alors recherché la présence de I’antigéne circumsporozoitique de P.
falciparum chez des femelles de An. gambiae capturées dans plusieurs localités du Bénin.
Les femelles porteuses de sporozoites sont ensuite génotypées et comparées a des échantillons
témoins non infectés issus de la méme population. Un tableau de contingence a montré si le

risque de I’infection est associé a la forme (M/S) et au génotype de résistance (article 5).

Les données détaillées de cette partie de la thése sont publiées dans les articles 4 et 5, mais

nous reprenons ici les points essentiels relatifs aux résultats et a la discussion.

Article 4: Padonou GG, Sézonlin M, Ossé R, Aizoun N, Oké-Agbo F, Oussou O, Gbédjissi
G, Akogbéto M. Impact of three years of large scale of indoor residual spraying and
insecticide-treated net interventions on the insecticide resistance in Anopheles gambiae s.l. in
Benin. Parasit Vectors 2012, 5:72.

Article 5: Ossé R, Gnanguenon V, Sézonlin M, Aikpon R, Padonou G, Yadouléton A,
Akogbéto MC. Relationship between the presence of Kdr and Ace-1 mutations and infection
with Plasmodium falciparum in Anopheles gambiae s.s. in Benin. J Parasitol Vector Biol
2012, 4(3): 31-39.

Article 9: Bendiocarb resistance selection pressure: what happen after his massive use for IRS

in areas under universal coverage of LLINSs in southern Benin? (En cours de rédaction)
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1. Résultats

1.1. Surveillance de la résistance de An. gambiae aux insecticides dans les différentes
communes apres ’arrét de la PID

1.1.1. Evolution de la résistance des vecteurs aux insecticides

En 2010 et 2011, pendant la période de pulvérisation intradomiciliaire, trois enquétes sur la
sensibilité de An gambiae ont été organisées. Au total, 4364 moustiques ont été mis au contact
de divers papiers imprégnés d’insecticide : perméthrine a 0,75%, deltaméthrine a 0,05%, DDT

a 4% et bendiocarb a 0,1%. Les résultats des tests de sensibilité montrent que :

a) Avec la perméthrine

Toutes les populations de An. gambiae (Adjohoun, Dangbo, Missérété et Seme) étaient
résistantes a la perméthrine 0,75% en 2010 (figure 35A, B, C et D). En novembre 2011, cette
résistance a été également observée, mais le niveau a baissé dans toutes les communes :
Adjohoun (74,60% contre 11% en 2010), Dangbo (65% contre 16,92% en 2010) et Missérété
(65,59% contre 16,12% en 2010). Mieux, a Séme¢ et Adjara on est passé d’une forte résistance
a une suspicion de résistance (figure 35D et E). La baisse de niveau de résistance entre les

deux périodes est significative (p<0,05) (figure 35).

b) Avec le DDT
Une forte résistance a été enregistrée vis-a-vis du DDT 4% pendant toute la période de la PID

et aprés PID dans toutes les communes (figure 35).

c) Avec la deltaméthrine

Avant 2010, An gambiae était entierement sensible a la deltaméthrine dans toutes les
communes. Mais a partir de 2010-2011, les tests de sensibilité effectués ont montré une baisse
du niveau de sensibilité de An gambiae vis-a-vis de cet insecticide. Par ailleurs, le niveau de
sensibilité des moustiques récoltés en 2011 est significativement plus élevé de celui enregistré
en 2010 (p<0,05) (figure 35 A, C, D et E). Par contre, dans la commune de Dangbo, aucune
différence significative n’a été observée (p>0,05) (figure 35 B).

L’émergence de la résistance de An. gambiae a la deltaméthrine en 2010-2011 a été observee
non seulement dans les zones précedemment sous PID mais aussi dans la zone témoin et dans

le nord Bénin (Atacora) (Aikpon, com. pers.).
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d) Avec le bendiocarb

Aprées 3 ans d’utilisation de bendiocarb dans les zones de ’Ouémé, aucune résistance a cet
insecticide n’a été enregistrée (figure 35A, B, C et D). Toutefois, la mortalité obtenue en
novembre 2011 a Adjohoun (89,9%) est significativement différente de celles enregistrées en
juillet 2010 et en juin-juillet 2011 (100%) (figure 35A).
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Figure 35: Taux de mortalité de An.gambiae aprés 60 minutes d’exposition aux différents
papiers imprégnés observé pendant la campagne de la PID (avril-decembre 2010) et aprés
I'arrét de la PID (avril-décembre 2011) dans les communes de Adjohoun (A), Dangbo (B),
Missérété (C), Seme (D) et Adjara (témoin) (E). (Les taux portant la méme lettre en exposant par
commune ne sont pas significativement différents p>0,05)
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1.1.2. Evolution des mécanismes de résistance des vecteurs dans les zones d’étude

Les resultats des tests moléculaires effectués avec les souches de An. gambiae, survivants
issus des tests de sensibilité ont révélé en 2010 et 2011 la présence d’une seule espéce (An.
gambiae s.s.). En 2010, la quasi-totalitt des moustiques analysés sont de forme
moléculaire M (100%). Par contre, en 2011, a part la commune de Seme, 2 formes
moléculaires (M et S) ont été observées avec une prédominance de la forme M (90%) (tableau
XII).

La mutation Kdr est le principal mécanisme de resistance identifié dans toutes les communes
avec une fréquence tres éleveée, supérieure a 80% en 2010 et 2011(tableau XII). Mais aucune
différence significative n’est notée entre les fréquences des deux années (P> 0,05). Quant a la
mutation Ace-1, elle n’a pas été observée malgré 3 années de pulvérisation intradomiciliaire
au bendiocarb. Néanmoins, dans la zone témoin une faible fréquence a été notée (0,02)
(tableau XI1).

Tableau XII : Répartition des formes, des espéces et des fréquences Kdr et Ace-1 de An.

gambiae s.l issue des zones d’études.

Nombres Formes
Années testés  Especes moléculaires Mutation Kdr Mutation Ace-1
Fréquence Fréquence Ace
Localités Am Ag M S RR RS SS Kdr RR RS SS 1R
Adjohoun 2010 24 0 24 24 0 16 8 O 0,83 0 0 24 0
2011 23 0 23 21 2 12 8 0 0,80* 0 0 23 0
2010 25 0 25 25 0 19 6 0 0,88* 0 0 25 0
Dangbo
2011 20 0 20 18 2 10 5 0 0,83* 0 0 20 0
.y 2010 22 0 22 22 0 18 4 0 0,91* 0 0 22 0
Misserété
2011 26 0 26 21 2 15 6 0 0,86* 0 0 26 0
o 2010 25 0 25 25 0 20 5 0 0,9* 0 0 25
Seme
2011 28 0 28 28 0 18 7 0 0,86* 0 0 28
Adjara (Ctrl) 2010 27 0o 27 27 0 21 6 O 0,89* 0 0 27 0
2011 27 0 27 26 1 25 2 0 0,96* 0 1 26 0,02

Am = An. melas; Ag = An. gambiae s.s. (*) les fréquences portant le méme symbole en exposant par commune
ne sont pas significativement différents (p>0,05).
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1.2. Relation entre le portage des genes de résistance Kdr et Ace-1 et la présence de

I’antigéne circumsporozoitique de P. falciparum chez An. gambiae s.s

1.2.1. Fréquence allélique des mutations Kdr et Ace-1 chez les formes M et S

Dans cette partie du travail, pour avoir la possibilité de rencontrer les formes de An. gambiae
espérées et une fréquence des génotypes RR, RS et SS permettant les comparaisons, 1’¢tude a
¢té réalisée dans ’Ouémé et hors de I’Ouémé. Ainsi, nous avons tenu compte de la diversité
des milieux écologiques. Par ailleurs, il n’était pas évident au départ de trouver un nombre
élevé de An. gambiae infectés au P. falciparum dans un contexte d’utilisation généralisée des
moustiquaires imprégnées par les populations. Mais, nous avons pens¢ qu’en variant les zones
¢cologiques, on augmente la possibilité de découvrir un milieu ou le taux d’infection de An.

gambiae est relativement élevé.

Un total de 3112 femelles de An. gambiae provenant des différentes localités a été analysé.
Les deux formes moléculaires M et S de An. gambiae s.s. ont été identifiées, avec une
prédominance de la forme M (93,4%, n=1903) dans les localités du sud du Benin et de la
forme S (95%, n=887) dans celles du nord, sauf a Malanville (95% de M, n=322) (tableau
XI1I). 1492 individus appartenant aux deux formes moléculaires ont été analysés a la PCR
pour la mutation Kdr. La fréquence allélique de cette mutation a varié de 59,61 %
(Malanville, n=78) a 99 % (Adjara, n=151). Elle est de 84,51% chez la forme moléculaire M
majoritaire au sud et de 70,33% chez S majoritaire au nord (tableau XIII). Pour avoir une idée
plus précise de la susceptibilité de chacune des deux formes pour la mutation Kdr, nous avons
calculé la fréquence Kdr chez M et S pour les localités ou les deux populations ont été
trouvées en sympatrie. Ainsi, a Malanville au nord du Bénin, la fréquence est plus élevée chez
la forme S (100%, n = 4) comparativement a la forme M (59,61%, n = 78) (p<0,05), ce qui est
en accord avec les résultats de beaucoup de travaux de la sous-région ouest africaine. En
revanche, dans les localités d’Adjohoun et de Tori-Bossito (au sud du Bénin), c’est la
situation inverse : respectivement 78,1% pour M (n = 185) et 64,28% pour S (n = 14)
(p<0,05), puis 77,29% pour M (n = 370) et 48,61% pour S (n = 72) (p<0,05) (tableau XIII).
La mutation Ace-1 n’a été observée que dans les localités de Adjara, Séme, Pehunco, Cobly et
Toukountouna, avec une trés faible fréquence variant de 2,63% (Cobly, n=19) a 10,41%

(Toukountouna, n=24). La moyenne est de 3% pour M et de 3,71% pour S.
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Tableau X111 : Fréquence des alléles Kdr et génotypes observés chez la forme M et S de An.

gambiae s.s.
Mutation Kdr L1014F

Forme M Frequence Forme S Fréquence
Localités RR RS SS R(%) S®%) RR RS SS  R(%) S(%)
Seme 64 3 0 97,8 2,24 - - - - -
Dangbo 120 3 0 98,8 1,22 - - - - -
Adjohoun 117 55 13 78,1 21,9 4 10 0 64,3 35,7
Adjara 148 3 0 99 1 - - - - -
Missérété 41 2 0 97,7 2,33 - - - - -
Tori-Bossito 247 78 45 77,3 22,7 27 16 29 486 514
Bame 175 62 2 86,2 13,8 2 0 0 100 0
Pehunco - - - - - 10 14 0 70,8 29,2
Kouandé - - - - - 24 2 0 96,2 3,85
Cobly - - - - - 15 4 0 89,5 10,5
Boukoumbé - - - - - 9 16 0 68 32
Tanguiéta - - - - - 22 3 1 90,4 9,62
Toukountouna - - - - - 12 9 3 68,8 31,3
Malanville 33 27 18 59,6 40,4 4 0 0 100 0
Total 945 233 78 845 155 129 74 33 70,3 29,7

1.2.2. Indice de positivité en antigene circum sporozoitique de P. falciparum chez les
formes M et S de Anopheles gambiae

Les résultats des tests ELISA-CSP (tableau XIV) montrent que I’indice de positivité est en
moyenne de 5,46% chez An. gambiae s.s. Il varie de 1,67% (Boukoumbé) a 11,84%
(Kouandé). La moyenne de I’indice de positivité chez An. gambiae s.s. de forme moléculaire
M a été de 5,70% avec une variation de 3,89% (Adjara) a 8,21 % (Dangbo). Chez les
individus de forme S, cet indice de positivité a été en moyenne de 4,77%, variant de 0,31%
(Malanville) a 11,84% (Kouandé). Aucune différence significative de sensibilité n’a été

observée chez les formes M et S pour P. falciparum (p>0,05).
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Tableau XIV: Indices de positivité en CS de P. falciparum chez les formes M et S de An.

gambiae s.s.
Forme M Forme S Total
Total

Localités testé CS+ %CS+ CS+ %CS+ CS+ %CS+
Semeé 175 9 5,14 - - 9 5,14
Dangbo 207 17 8,21 - - 17 8,21
Adjohoun 226 10 4,42 - - 10 4,42
Adjara 334 13 3,89 - - 13 3,89
Missérété 75 4 5,33 - - 4 5,33
Tori-Bossito 534 35 6,55 - - 35 6,55
Bame 424 29 6,84 - - 29 6,84
Pehunco 105 - - 3 2,86 3 2,86
Kouandé 76 - - 9 11,84 9 11,84
Cobly 352 - - 15 4,26 15 4,26
Boukoumbé 180 - - 3 1,67 3 1,67
Tanguiéta 46 - - 4 8,7 4 8,7
Toukountouna 56 - - 4 7,14 4 7,14
Malanville 322 14 4,35 1 0,31 15 4,66
Total 3112 131 5,7 39 4,77 170 5,46

1.2.3. Geénotypes et phénotypes des génes Kdr et Ace-1 chez les An. gambiae s.s. positifs
et non positifs en antigéne CS de P. falciparum

Pour établir la relation entre le portage de génes de résistance Kdr et Ace-1 et la positivité en
antigene CS de P. falciparum chez An. gambiae s.s. nous avons réalisé le tableau XV
permettant de comparer les génotypes et phenotypes (sensible ou résistant) pour les mutations
Kdr et Ace-1 chez An. gambiae s.s. positif et non positif en antigene CSP de P. falciparum. Le
géne Kdr étant récessif, les génotypes RS et SS ont le phénotype sensible et le génotype RR
conduit au phénotype résistant. Aucune association n’a été observée entre génotype et
phenotype résistants (ou sensibles) des vecteurs et leur positivite au CSP (p>0,05).

Le gene Ace-1 étant dominant, le génotype SS a le phénotype sensible et les RS, RR ont des
phénotypes résistants. Aucune différence significative n’a été observée entre génotype et

phénotype résistants (ou sensibles) des vecteurs et leur positivite au CSP (p>0,05).
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Tableau XV: Génotypes et phénotypes ([R], [S]) des mutations Kdr et Ace-1 chez les An.

gambiae s.s. positifs et non positifs a I’antigéne CS de P. falciparum

Mutation Kdr L1014F Mutation Acel G119S
Localités
CSP RR RS SS [R] [S1 p RR RS SS [Rl [S] P
. @ 8 1 0 g 1 0 0 9 0 9
Seme
() 5 2 - 5 2 08 0 3 10 3 10 067
I “ 17 0 - 17 0 o 0o 7 0 7
g () 103 3 103 3 093 0 3 68 3 68 093
. “ 6 1 3 6 4 o 0 2 o0 2
Adjoh
diohoun 115 64 10 115 74 097 0 O 8 0 8 1
Adiara “ 122 1 0 12 1 0 1 12 1 12
J () 1% 2 - 13 2 087 0 4 23 4 23 087
T - R 3 1 0 0 4 0 4
Misseréte () 38 1 - 38 1 074 0 0 39 0 39 1
(% 15 10 10 15 20 - - - 0
Tori - Bossit
ON-BOSO 'y 250 84 64 259 148 021 - - - - 0 -
-~ + 26 3 0 26 0 - - - 0
() 151 5 2 151 6L 025 - - - - 0 -
ehunc “ 2 1 0 2 1 0o 2 0 2 0
) 8 13 - 8 13 057 0 2 22 2 22 -
, “ 3 1 - 3 1 0O 0 4 0 4
Kouande () 22 1 - 22 1 076 0 0 22 0 2 1
“ 8 2 - g 2 0o 1 9 1 9
Cobly o 7 2 - 7 2 09 0 0 9 0 9 087
#0002 - 0 2 o 0 2 0 2
Boukoumbe gy 9 14 - 0 0 22 0 23 1
rrica O30 - 3 0 o 0o 3 0 3
g () 1 3 1 19 3 08 0 0 17 0 17 1
Toukountouna () ! L 0 ! L 0 . . . .
() 11 8 3 11 11 1 0 4 18 4 18 069
. + 10 4 2 10 6 - - -0
Malanville v > 23 16 27 38 o037 - - - - 0
(+) 114 28 15 114 15 5 5 5
Total 0,87 1
() 90 279 9 960 96 _ 16 237 16
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2. Discussion

Anopheles gambiae s.s. est la seule espéce du complexe An. gambiae trouvée en 2010 et en
2011 dans I’Ouémé. En plus de la forme M qui est la seule forme trouvée en 2010 (pendant la
PID), en 2011, aprés I’arrét de la PID, une faible proportion de la forme S (3,7% a 10%) a été
rencontrée. C’est pour la premiére fois que cette forme est rencontrée a une fréquence
relativement « élevée ». Jusqu’en 2010, An. gambiae S n’avait jamais été retrouvé dans le
département de 1’0Ouémé. Cela pourrait étre dii aux conséquences des changements
climatiques. En effet, de plus en plus, I’'univers est confronté au phénoméne de réchauffement
climatique et a la diminution de la pluviométrie, ce qui pourrait avoir pour corollaire la
diminution des gites permanents et semi permanents favorables a M au profit de gites
temporaires favorables au développement de la forme S.

Le but de la présente étude est également de suivre la dynamique de la résistance aux
insecticides avant et aprés la PID. Avant 2010, An. gambiae était entierement sensible a la
deltaméthrine. Mais & partir de 2010-2011, les tests de sensibilité effectués ont montré une
diminution de la sensibilité de An. gambiae a la deltaméthrine. L'émergence de la résistance
de An. gambiae a la deltaméthrine en 2010 et 2011 a été observée non seulement dans les
zones précédemment sous PID, mais aussi dans la zone témoin. L apparition de la résistance a
la deltaméthrine n’est certainement pas due a la PID, mais certainement a [’utilisation
généralisée des MIILD au Bénin depuis quelques années et a une utilisation plus forte des
intrants agricoles en particulier dans les champs de coton et dans les jardins maraichers
(Corbel et al., 2007; Yadouléton et al., 2009).

La résistance aux pyréthrinoides observée chez An. gambiae pendant les trois années dans
les zones sous PID de ’Ouémé est associée a la présence de la modification du site cible des
pyréthrinoides, le «canal sodium voltage dependant» mais aussi probablement a
I’augmentation de la détoxification métabolique (Corbel et al., 2007). En effet, la mutation
Kdr, responsable de la résistance au DDT et aux pyréthrinoides est le principal mécanisme de
résistance identifie dans les populations de An. gambiae examinées. La fréquence allélique de
cette mutation est trés élevee dans toutes les communes, ce qui est inquiétant étant donne que
le gene Kdr associé a des mécanismes de résistances métaboliques pourrait avoir un impact
significatif sur I’efficacité des MIILD (WHO, 2007D).

L’absence de résistance moléculaire vis-a-vis des organophosphorés et des carbamates qui

s’est manifestée par des fréquences insignifiantes, voire nulles (<1%) de la mutation Ace-1,

127



montre que cette mutation n’a pas été mise en jeu par An. gambiae malgré 3 ans d’utilisation
de bendiocarb dans I’Ouémé. La faible fréquence observée a Adjara serait due a une mutation
spontanée qui existait avant la mise en ceuvre de la PID ou un début d’apparition de cette
mutation due a une sélection exercée par des produits insecticides sur les moustiques.
Toutefois, il serait nécessaire de suivre régulierement 1’évolution de la résistance liée a ce
géne. En effet, la mise en place du phénomeéne de résistance est un probléme de temps.
L’émergence de la résistance aux différents insecticides utilisés en santé publique notamment
les pyréthrinoides chez An. gambiae s.l a été également signalée dans plusieurs pays Africains
comme la Cote d’Ivoire (Elissa et al., 1993), le Kenya (Vulule et al., 1999), le Bénin
(Akogbéto & Yakoubou, 1999; Yadouleton et al., 2011), le Cameroun (Etang et al., 2003) et
le Nigéria (Awolola et al., 2008) au cours de la derniére décennie. La mutation Kdr joue un
role trés important dans 1’émergence de la résistance de An. gambiae au DDT et aux
pyréthrinoides en Afrique de 1’Ouest comme 1’ont signalé beaucoup d’auteurs (Chandre et al.,
1999c; Corbel et al., 2004; Yadouleton et al., 2010).

Les résultats de nos travaux de recherche montrent que le gene Kdr (Leu-Phe) a été retrouvé a
une fréquence allélique trés élevée (0,80 en moyenne) dans les populations de An. gambiae
s.s. quelle que soit la forme (M ou S). Si des données sont disponibles sur les mécanismes de
développement de cette résistance (Djogbénou, 2008), des informations sont nécessaires sur
les facteurs a l’origine de sa sélection surtout dans les zones rurales céréalieres ou la
production des céréales ne nécessitent pas d’utilisation d’insecticides. Toutefois, il est clair
que le développement de la résistance est lié a la fois a la bio-écologie du vecteur et a
l'intensité de la pression de sélection exercée par I’utilisation des insecticides en santé
publique et en agriculture. Si génétiquement parlant on estime que 1’apparition d’un géne de
résistance (Kdr, Ace-1) dans une population de moustiques est un phénomene spontané dont
la sélection est liee a des pressions extérieures, en particulier a I’utilisation non contr6lée des
insecticides dans le milieu, pour notre part, toute pression exercée sur un moustique a 1’état
larvaire ou adulte pourrait déclencher une reaction de défense de survie de la part de ce
moustique qui pourrait a long terme créer un mécanisme de contréle de cette pression.

La mutation Kdr a été détectée au départ dans les zones cotonnieres, d’abord au sein des
populations de la forme moléculaire S de An. gambiae s.s. avant d’amorcer son expansion
dans la forme moléculaire M par introgression (Weill et al., 2000). Les resultats obtenus a
Malanville au nord du Bénin ou la frequence Kdr est plus élevée chez S que chez M sont en
accord avec cette hypothése. Toutefois, si I’hypothése est vérifiée partout, on ne comprend

pas pourquoi a Adjohoun et Tori-Bossito au sud, les données sont inversées avec les plus
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fortes fréquences pour la forme M. En gardant I’hypothése de départ, on peut conclure que la
mutation Kdr est apparue il y a longtemps au sud du Bénin et qu’apres son transfert & M, elle
a pu se maintenir et évoluer tres rapidement chez cette forme (Yadouléton et al., 2010).

Outre la résistance aux pyréthrinoides, nous avons noté une faible résistance de An. gambiae
s.s. aux carbamates avec ’apparition, chez An. gambiae, de la mutation Ace-1, mais a trés
faibles fréquences dans quelques localités. Un niveau de résistance similaire a été noté au
Bénin par Djogbénou et al. (2010a), Djenontin et al. (2010) et Yadouléton et al. (2010). Ce
début d’apparition du géne Ace-1 est a suivre de trés preés en ce sens que, depuis quelques
années au Bénin, le Programme National de Lutte contre le Paludisme s’emploie a utiliser le
bendiocarb en pulvérisations intradomiciliaires dans le cadre de ses stratégies de lutte contre
les vecteurs du paludisme. La mise en ceuvre de cette stratégie pourrait augmenter, les années
a venir, le niveau de résistance du géne Ace-1. Il urge a cet effet que des surveillances
continues soient effectuées dans les milieux traités au bendiocarb afin de suivre I’évolution du
géne Ace-1 et la sensibilité des vecteurs aux insecticides par rapport a 1’état initial. Cette
surveillance permettra de mieux gérer la résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides
pour un meilleur contréle de la transmission du paludisme.

S’il est possible que le géne Kdr confere aux populations de An. gambiae porteuses de cette
mutation, une plus grande aptitude a pénétrer les moustiquaires imprégnées (Guanguenon,
com. pers.), de la méme maniére, il est probable que les An. gambiae s.s. porteurs de la
mutation Kdr soient plus susceptibles a transmettre le paludisme puisque résistants aux
insecticides, ils sont susceptibles de vivre plus longtemps comparativement aux moustiques
sensibles non porteurs de la mutation (Rivero et al., 2010) considérés théoriquement plus
fragiles au contact des agressions extérieures (MIILD, PID). Or, les tests ELISA CSP
effectués sur les femelles pares porteuses de la mutation et les non porteuses ont montré des
taux d’infection au P. falciparum similaires. Ces résultats montrent qu’il n’existe pas de
relation nette entre ’infectivité et la résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides, ce
qui concorde avec les travaux de Koffi et al. (2002) effectués en Cote d’Ivoire.

Par ailleurs, aucune différence n’a été observée entre I’infectivité au P. falciparum des formes
M et S de An. gambiae, mais elles présentent des dynamiques différentes de transmission : la
forme M est le vecteur majeur au sud et la forme S au nord. Cette observation a été déja faite
par Ndiath et al. (2008) dans une étude effectuée au Sénégal.
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3. Conclusion

Il ressort de cette étude que les populations de An. gambiae dans le département de I'Ouémé
ont conservé leur résistance aux pyréthrinoides, mais sont toujours sensibles au bendiocarb
aprés l’arrét de la PID. La pulvérisation intradomiciliaire par l'utilisation massive du
bendiocarb n'a pas exercé une pression de sélection sur les vecteurs du paludisme. Cela peut
étre d0 au codt lié a la mutation Ace-1 en présence d'un traitement.

Par ailleurs, deux populations de An. gambiae s.s. assurent la transmission du paludisme au
Bénin : An. gambiae M majoritaire dans les zones de forét et de savane humide au sud et la
forme S majoritaire dans les zones de savane séche au nord. Ces deux formes sont résistantes
aux insecticides, en particulier au DDT et aux pyréthrinoides. Le principal mécanisme de
résistance mis en évidence dans les deux populations est la mutation Kdr dont la fréquence est
aussi élevee pour S et pour M contrairement a ce qui est observé ailleurs.

L’hypothése selon laquelle les populations de An. gambiae s.s. porteuses de la mutation Kdr
pourraient étre plus susceptibles a transmettre le paludisme n’est pas vérifiée dans 1’étude.
Aucune différence de positivité en protéine circumsporozoitique de P. falciparum chez les An.
gambiae de génotypes RR, RS et SS n’a été trouvée. Il n’existe donc pas de relation entre le
portage du géne Kdr et I’infectivité au P. falciparum. Par ailleurs, les formes M et S ont la

méme susceptibilité vis-a-vis de ce parasite.

130



- N
Chapitre 7:

Discussion générale, conclusion et perspectives

131



1. Niveau de la transmission du paludisme au cours de la campagne PID

Les résultats de notre étude ont confirmé ceux de Akogbéto et al. (2011) qui ont montré une
chute drastique du taux de piqlre des anophéles lors du premier et du deuxieme tour de la PID
en 2008 et en 2009. Selon ces auteurs, cette baisse spectaculaire est due a plusieurs facteurs
dont I’effet 1étal du bendiocarb sur les anophéles résistants aux pyréthrinoides (Akogbéto et
al., 2010). Par ailleurs, la PID a induit un changement de comportement des populations de
An. gambiae et de Mansonia spp, traduit par un fort taux d’exophilie induite par le
bendiocarb présent sur les murs intérieurs des habitations. Ce changement de comportement a
¢été également noté par Padonou (2012) lors d’une étude sur I’impact de la PID au démarrage
de la campagne au Bénin en 2008. Cette forte exophilie est liée a 1’atmosphere désagréable
causée par la présence du bendiocarb sur les murs a I’intérieur des habitations, ce qui n’est pas
favorable a une longue survie des anophéles car cela les empéche de s’alimenter
normalement. Cette atmosphére désagréable qui réduit le séjour des anophéles a I’intérieur
des maisons justifie le faible taux de gorgement des anophéles observé au cours de 1’étude.
Ces résultats rappellent les études antérieures qui ont montré que la PID peut réduire la
densit¢ moyenne, la survie et le taux d’inoculation entomologique des populations de An.
gambiae (Zhou et al., 2010; Akogbéto et al., 2011).

La forte réduction du TIE notée sur toute la période d’étude montre que la zone PID est
devenue invivable pour les anophéles dont certains mourraient avant I’achévement du cycle
sporogonique du Plasmodium en raison d’une longévité plus réduite dans les zones
d’intervention. Des résultats similaires avaient été rapportés dans des études récentes qui ont
montré que la PID a été une stratégie efficace de prévention contre 1’infection et la mortalité
palustre (Zhou et al., 2010; Pluess et al., 2010; Keating et al., 2011; Okumu & Moore, 2011)
et a été associée a une réduction de la morbidité due au paludisme dans une zone a forte
transmission en Ouganda. Dans ladite etude, I’impact était plus important aprés la rotation
avec les carbamates (Kigozi et al., 2012). Toutefois, nos résultats sont contraires a ceux
enregistrés par Corbel et al. (2012) dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito au
sud du Bénin. Mais les résultats médiocres enregistrés dans la zone sanitaire Ouidah-
Kpomasse-Tori sont dus a la taille de I’étude. En effet, il s’agit d’une intervention PID a petite
échelle sur une population d’environ 10 000 habitants contrairement a la présente étude qui a
couvert plus de 350 000 habitants. Par ailleurs, dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito, les deux tours de PID réalisés au cours de 1’étude sont séparés de 8 mois d’intervalle

alors que I’effet résiduel du bendiocarb n’est que de 3 mois. Selon Aikpon (com. pers.), les
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résultats en cours de la campagne PID dans 1’Atacora, au nord du Bénin, sur une population
de 500 000 habitants, sont encourageants avec une baisse du taux de piqQres des anopheles, de
I’indice sporozoitique et du Taux d’Inoculation Entomologique. La PID est donc une
intervention de lutte a encourager. Mais compte tenu de sa cherté et de sa lourdeur, elle ne
peut pas étre mise en ceuvre partout. Elle doit étre réservée seulement pour les zones ou la
transmission du paludisme est élevée, en particulier les zones ou la mortalité et la morbidité
dues au paludisme sont les plus élevées. Paradoxalement, dans les zones ou le TIE est trés
élevé, il faut réduire la transmission de fagon drastique pour espérer réduire la prévalence du
paludisme (Trape, 2001; Akogbéto et al., 2011).

2. Niveau de la transmission du paludisme aprées le remplacement de la PID par les
moustiquaires imprégnées

S’il est impératif que la mise en ceuvre d’une stratégie de lutte doit étre accompagnée d’un
suivi-évaluation, son arrét brusque ou son abandon pour une raison quelconque doit étre
¢galement accompagné d’une étude pour mesurer les conséquences. En effet, apres ’arrét de
la PID et malgré le remplacement de cette intervention par la distribution des moustiquaires
Olyset a la population de ’Ouémé, on a assisté a une augmentation des indicateurs de la
transmission du paludisme. Le taux de piqlre de An. gambiae a connu une augmentation
significative apres arrét de la PID. Cette augmentation de 1’agressivité anophélienne est
justifiée par 1’absence du bendiocarb sur les murs et la forte résistance de An. gambiae a la
perméthrine, insecticide d’imprégnation des Olyset (Yadouleton et al., 2010; Padonou et al.,
2012; Osse, com. pers.). Le remplacement de la PID par la couverture universelle des MIILD
n’a donc pas permis de maintenir le taux de piqdres a son niveau initial. Quant a 1’exophilie
de An. gambiae et de Culex spp, elle a connu une diminution significative apres ’arrét de
I’intervention. L’effet excito-répulsif de la perméthrine sur ces moustiques ne s’est pas
manifesté probablement en raison de leur forte résistance a ce produit. Ces résultats
confirment les travaux de N’Guessan et al. (2007) et de Corbel et al. (2010) au Bénin qui ont
montré une baisse sensible de I’efficacité des moustiquaires imprégnées de pyréthrinoide en
zone de forte résistance des vecteurs aux pyréthrinoides.

Par ailleurs, An. funestus, vecteur du paludisme au Bénin (Djénontin et al., 2010), qui a, entre
temps, disparu pendant la PID a fait son apparition apres 1’arrét de I’intervention. Il ressort
aussi de nos resultats que le niveau de transmission a augmenté dans les communes de
Adjohoun et Missérété apres D'arrét de la PID. L’augmentation du taux d’inoculation

entomologique est justifiee par le taux élevé de piglres de An. gambiae et I’indice
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sporozoitique relativement ¢€levé enregistrés apres la mise en place des MIILD a I’intérieur
des habitations. Méme, dans la commune de Sémeé ou 1’agressivité anophélienne a été plus
forte que dans les autres communes, une baisse de la transmission a été observée aprés 1’arrét
de la PID. Ceci pourrait étre di a une forte utilisation des MIILD par les habitants de cette
zone. Cette réduction de la transmission obtenue dans cette zone suite a 1’utilisation des
MIILD corrobore avec les travaux de divers auteurs qui ont montré que I'utilisation
généralisée des moustiquaires imprégnées d'insecticide a permis de réduire l'incidence du
paludisme et de fournir une protection significative contre la mortalité attribuée au paludisme,
les attaques cliniques du paludisme et l'infection palustre (WHO, 2009; Bekele et al., 2012).
Des études antérieures menées en Afrique subsaharienne, ont montré que I'efficacité
protectrice des moustiquaires était plus faible dans les zones de paludisme stable caractérisé

par des TIE élevés (Lengeler, 2008).

3. Efficacité des MIILD et leur acceptabilité par la population de I’Ouémé

La distribution gratuite des MIILD dans le département de I’Ouémé a suscité un engouement
de la part des communautés. Cette distribution a permis d’offrir des moyens de protection
individuelle a toute la population, en particulier ceux dont le pouvoir d’achat est faible et
d’augmenter le taux de couverture et d’utilisation des MIILD dans le département, un des
objectifs du plan d’action du Programme National de Lutte contre le Paludisme. Les résultats
de I’enquéte sociologique réalisée ont montré que 1’acces a la couverture universelle basée sur
un Olyset pour deux personnes promis par le PNLP est atteint dans le departement de
I’Ouémé. Par ailleurs, le taux d’utilisation des moustiquaires imprégnées au sein de la
population a été meilleur. En effet, la nuisance culicidienne étant assez forte dans notre zone
d’étude, I’utilisation des moustiquaires a été¢ forte au sein des communautés. La population
utilise effectivement les MIILD pour se protéger contre les pigdres de moustiques (Agyepong
& Manderson, 1999). Toutefois, les autorités chargées de la lutte contre le paludisme
devraient considérer la sensibilisation des populations sur 1’utilisation des moustiquaires
imprégnées non pas comme une activité marginale, mais comme une activité aussi importante
que leur distribution afin d’induire leur pérennisation au niveau communautaire et de réduire
davantage le contact homme-vecteur. Compte tenu de son importance, cette activité devra étre
congue par des spécialistes en socio-anthropologie.

Nos résultats ont également montré qu’il y a une dégradation accélérée des fibres

moustiquaires au niveau des sites d’étude. Dans certaines communes, plus de 10% des
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moustiquaires Olyset ont perdu leur intégrité physique apres seulement 6 mois d’utilisation. Il
ne s’agira donc pas pour les PNLP de seulement distribuer des MIILD, mais il faudrait
également mettre en place des stratégies pour encourager les utilisateurs des MIILD a réparer
les MIILD trouées ou déchirées et remplacer celles qui sont irréparables. Il est a noter que
I’implication des femmes dans cette stratégie doit étre primordiale a cause du premier réle
qu’elles jouent dans la lutte préventive contre le paludisme a domicile.

Il ressort aussi de cette étude qu’il y a une baisse d’efficacité des moustiquaires Olyset contre
les vecteurs porteurs de la mutation Kdr. Les taux de mortalité observés apres les tests en cone
sur ces moustiquaires ont été trés faibles confirmant la résistance des vecteurs du paludisme
aux pyréthrinoides et, éventuellement, la présence d’autres mécanismes de résistance,
notamment des mécanismes enzymatiques impliqués dans cette résistance. En génétique des
populations, un phénotype s’exprime par la combinaison de génotypes, de 1I’environnement et
des interactions géniques. Ces interactions géniques sont si importantes qu’elles influencent la
valeur sélective des individus. Le fait d’étre porteur de 1’allele de résistance n’est pas le seul
paramétre permettant la survie de I’individu dans un milieu sous traitement insecticide. Par
ailleurs, il est important de noter qu’une mutation génique aussi avantageuse qu’elle soit
entraine un fardeau génétique pour la population considérée. La résistance des vecteurs du
paludisme aux pyréthrinoides représente une menace potentielle pour le succés de la lutte
antivectorielle.

La trés faible proportion de la forme moléculaire S dans la zone d’étude ne nous a pas permis
d’étudier ’impact des moustiquaires imprégnées sur chacune des formes M et S de An.
gambiae. Une telle étude est envisageable dans une zone ou les deux formes moléculaires M

et S coexisteraient dans des proportions permettant de faire des comparaisons.

4. Dynamique de la résistance de An. gambiae aux insecticides apres trois ans

d’utilisation du bendiocarb en PID dans ’Ouémé et gestion de la résistance des vecteurs

Apres 3 ans d’utilisation du bendiocarb dans 1’Ouémeé, les vecteurs sont demeurés sensibles a
ce produit comme 1’ont montré les études précédentes au Bénin (Djogbénou et al., 2008;
Akogbéto et al., 2010; Padonou et al., 2012), en Mozambique (Sharp et al., 2007) et en
Ouganda (Kigozi et al., 2012). En revanche, nous avons noté une forte résistance au DDT et a
la perméthrine et, pour la premiere fois, une baisse du niveau de sensibilité, voire une

résistance totale de An. gambiae vis-a-vis de la deltaméthrine dans toutes les localités.
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L'augmentation de la résistance aux pyréthrinoides en Afrique notée depuis quelques années
et décrites par Ranson et al. (2011) s’est traduite dans la présente étude par 1’apparition de la
résistance a la deltaméthrine dans toutes les zones y compris la localité témoin n’ayant
bénéficié d’aucune intervention. Cette augmentation ne se justifie pas par la mise en ceuvre de
la PID mais par d’autres facteurs comme 1’augmentation des MIILD dans ce milieu. Ces
facteurs sont aussi liés a la bio-écologie du vecteur et a toute pression de sélection exercée sur
les vecteurs dont I’utilisation anarchique et intensive des pesticides en agriculture
(Yadouléton et al., 2011). L’absence d’individus homozygotes RR pour la mutation Ace-1r
dans la zone témoin pourrait se justifier par le colt de la résistance (Weill et al., 2003b;
Djogbénou et al., 2010b). En effet, la mise en ceuvre de la PID au bendiocarb a montré un
bénéfice en ce sens que cet insecticide ne semble pas avoir un impact sur la résistance.
Cependant, il serait préférable que des surveillances continues soient effectuées dans les
milieux traités afin de suivre 1’évolution du geéne Ace-1r par rapport a 1’état initial pour

envisager, selon le résultat, la mise en place d’une stratégie de gestion de la résistance.

La gestion de la résistance des vecteurs doit étre abordée de facon collective et aller au-dela
des modeéles théoriques qui, le plus souvent, évoquent peu le role du milieu et I’activité
humaine en tant que source de pression de sélection de cette résistance. Elle doit, en plus des
concepts scientifiques, regrouper tous les acteurs utilisant les insecticides aussi bien en santé
publique qu’en agriculture pour une utilisation judicieuse de ces insecticides afin de
pérenniser le plus longtemps possible les bénéfices des MIILD et de la PID. Ceci pourrait se
réaliser par une rotation concertée des insecticides pour limiter 1’extension des genes et
mécanismes de résistance. Certaines stratégies de gestion de la résistance s’appuient sur cette
idée, a savoir que la suppression de la pression sélective inversera la résistance et qu’il sera
ensuite possible, & un certain moment, de réintroduire 1’insecticide d’origine dans les
programmes de lutte antivectorielle. Ces stratégies doivent cependant étre mises en ceuvre
avant que le géne de la résistance ne devienne courant et stable dans la population ; sans quoi,
le géne résistant ne reculera plus, méme si 1’on cesse d’utiliser I’insecticide a 1’origine de la
pression sélective (McKenzie & Whitten, 1982). Toutefois, au Bénin, le risque d’émergence
d’autres mécanismes de résistance en 1’occurrence la résistance métabolique, doit orienter la
recherche vers de nouvelles classes d’insecticides ou de nouvelles combinaisons (associant
plusieurs insecticides a différent mode d’actions treés bénéfiques) qui pourraient supplémenter
ou remplacer les pyréthrinoides la ou ceux-ci devenaient inefficaces (Ranson et al., 2000b;

Miiller et al., 2008). Des résultats prometteurs ont été obtenus a 1’aide de nouvelles familles
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d’insecticides tels que les pyroles (N’Guessan et al., 2010) ou les champignons
entomopathogénes (Blanford et al., 2005; Scholte et al., 2005). Ces derniers (e.g. Beauveria
bassiana et Metarhizium anisopliae) ont montre une efficacité insecticide intéressante contre
les anophéles vecteurs du paludisme en Afrique et présentent I’avantage de ne pas montrer de
résistance croisée avec les insecticides chimiques conventionnels (Farenhorst et al., 2009). A
moyen terme, il faudra compter sur la lutte génétique. Celle ci fait appel a deux grandes
méthodes: la technique de I’insecte stérile et la technique de I’insecte génétiquement modifié
(Beaty, 2000). L’utilisation d’agents biologiques permettant d’augmenter 1’efficacité des

insecticides existants vis-a-vis des vecteurs du paludisme peut étre aussi envisagée.

La lutte antivectorielle doit surtout faire appel a des méthodes de lutte physique (drainage et
asséchement des marais) qui devraient étre systématiquement prises en compte dans les
programmes d’aménagement et de mise en valeur des territoires. La lutte antivectorielle est

une question de stratégie qui doit étre adaptée aux conditions des communautés locales.

Malgre les difficultés liées a la lutte contre le paludisme, les pays africains ne doivent pas se
décourager et avoir espoir en I’avenir. L’environnement actuel est favorable a I’élimination du
paludisme avec une prise de conscience a tous les niveaux, au développement de la recherche
biomédicale et surtout dans le domaine du paludisme et I’existence de plusieurs outils de lutte.
Si I’éradication du paludisme a été effective dans les régions tempérées, c’est grace a la mise
en place de plusieurs stratégies de lutte appropriées basées sur la lutte antivectorielle alliant
aménagement de I’environnement, pulvérisations intradomiciliaires et le traitement
antipaludique. Certes, la situation en Afrique subsaharienne est un peu plus complexe a cause
d’un systéme vectoriel trés complexe, d’une insuffisance de ressources humaines et
financiéres, d’une insuffisance de volonté politique et du développement de la résistance des
vecteurs aux insecticides et des parasites aux antipaludiques. C’est pourquoi, malgré quelques
progrés enregistrés ca et 1a, I’Afrique reste un faci¢s de paludisme stable avec de longue
période de transmission (Mouchet, 2004). En dépit des efforts considérables et I'augmentation
du financement international consacrés a travers le monde pour contrdler et éliminer cette
maladie (Feachem & Phillips, 2009), elle reste un probleme majeur de santé publique, avec
pres de 216 millions de cas par an et environ 655 000 deceés, dont 86% sont des enfants de
moins de 5 ans (WHO, 2011). Mais ces derniers temps, la communauté internationale est
mobilisée contre le paludisme autour de plusieurs stratégies et outils de lutte. En effet, les
recommandations de I'Organisation Mondiale de la Santé pour lutter contre le paludisme

incluent la thérapie a base dartémisinine et les moustiquaires imprégnées d'insecticide a
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longue durée (MIILD), soutenues par des pulvérisations intradomiciliaires d'insecticide a effet
rémanent (PID) et le traitement préventif intermittent pendant la grossesse. Entre 2008 et
2010, pres de 289 millions de moustiquaires imprégnées d'insecticide ont été livrées a
I'Afrique subsaharienne, assez pour protéger 578 millions de personnes. En plus de tout cela,
environ 81 millions de personnes, soit 11% de la population a risques, étaient également
protégées par la PID (WHO, 2011). Le déploiement de ces stratégies a montré une réduction
importante de la morbidite et de la mortalité du paludisme associée a des parameétres
entomologiques avec des niveaux de transmission modérée dans certains pays en Afrique
subsaharienne (Lengeler et al., 2004; Pluess et al., 2010). Mais, nous devons rester vigilent et
ne pas crier trop tot a la victoire. En effet, une récente augmentation des cas de paludisme a
été signalée dans certains de ces pays, soulignant la fragilité de la lutte contre le paludisme

dans cette partie du monde (Trape et al., 2011).
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Abstract

management of vector resistance to insecticides.

Background: Since 2008, the National Malaria Control Program (NMCP) has been engaged in the implementation
of indoor residual spraying (IRS) in Benin. The first and second round was a success with a drastic decrease of
malaria transmission in areas under IRS. We present here the results of the third round. The purpose of this study
was to compare the results of the third round of IRS to those achieved during the first two rounds. A second
success of IRS will enable the Government of Benin to extend the strategy to other areas.

Methods: Mosquito collections were carried out in the department of Ouémé where the homes of four districts
were treated with bendiocarb. In these districts, more than 350 000 inhabitants were protected by IRS. A fifth
untreated district served as control. In the five districts, mosquito collections were organized to follow the dynamics
of malaria transmission and possible changes in the behavior of mosquitoes.

Results: A significant reduction in human biting rate was recorded after the third round of IRS, specifically in
Adjohoun (89.78%), Dangbo (56.8%) and Missérété (93.22%) where an inhabitant received less than 2 bites of An.
gambiae per night. During this same time, the entomological inoculation rate (EIR) declined dramatically in all areas
under intervention (74.26% reduction). We also noted a significant reduction in longevity, the blood feeding rate of
the vectors and an increase in exophily induced by bendiocarb on An. gambiae and Mansonia spp.

Conclusion: The present study showed, once again, the effectiveness of bendiocarb on anopheles populations
resistant to pyrethroids. This product can be recommended in combination with other insecticides for the

Keywords: An.gambiae, EIR, Longevity, IRS, Bendiocarb, Resistance, Benin

Background

Despite much effort, malaria remains a serious public
health problem in Africa. The estimated number of
malaria cases worldwide in 2010 was 216 million and
the vast majority (81%) was found in Africa. Africa
accounts for 91% of 655,000 malaria deaths registered
in 2010 in the world [1]. In Benin, in 2007 malaria
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accounted for 43% of the cases and was also the pri-
mary cause of health facility admissions [2]. However,
the international community is not discouraged. The
“Roll Back Malaria” initiative launched on July 23rd,
1998 by The WHO and its partners, received a favor-
able response from heads of state in the North and
peer endemic countries of Africa. In addition, malaria
is one of the Millennium Development Goals (MDG)
as one of the global targets for 2015 and the period
2001-2010 has been declared by the United Nations
as «Decade to Roll Back Malaria in developing coun-
tries, particularly in Africa».

© 2012 Osse 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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It is in this context that the National Malaria Control
Programme, which fully complies with all of these deci-
sions to implement its strategies against malaria with
two major directions in the field of vector control: the
universal access to Long Lasting Insecticidal Nets
(LLINs) and Indoor Residual Spraying (IRS). But the
main problem of the use of impregnated materials is the
development of resistance. In recent years, insecticide
resistance was widespread in West Africa [3-6], in East
Africa [7], in Central Africa [8] and South Africa [9,10].

In addition, N'Guessan et al. [11] reported a decrease
in the effectiveness of treated nets and indoor residual
spraying of lambda-cyhalothrin in experimental huts in
areas of high resistance of mosquitoes in southern
Benin. If these reports seem worrying, they need to be
placed in context as was done in the discussion of this
article. This study was carried out at the experimental
hut level and it is still difficult to extrapolate what will
happen at the community level. Therefore, this paper
aims to investigate the effectiveness of indoor residual
spraying using bendiocarb at the community level, but
in the presence of high resistance of An. gambiae to
pyrethroids.

Moreover, according to Rowland [12], the implemen-
tation of a resistant management strategy should take
into account the resistance mechanisms involved.
According to this author, the resistance mechanism in
the M form of An. gambiae is probably the cause of
the reduction in the effectiveness of pyrethroid-
impregnated materials. In addition, recent results in
phase III in Tori-Bossito, Benin, where indoor residual
spraying of insecticide has been implemented on a
population of ten thousand inhabitants, failed to draw
valid conclusions [13]. According to Akogbéto et al.
[14], the impact of IRS on malaria transmission in
Tori-Bossito was not significantly different from the
control area (area where children under five years old
and pregnant women were protected by LLINs).
According to these authors, this insignificant impact is
due to the size of populations covered by IRS. A popu-
lation of ten thousand persons corresponds to a small
village. It is therefore essential to study the effectiveness
of malaria vector control methods (IRS and LLINs) tak-
ing into account two factors: the presence of vector re-
sistance to insecticides and the size of the human
population to be protected.

Taking into account the first factor, Zaim et al. [15]
recommend the search for alternatives to resistance
management. Therefore, since 2008 in Benin, the NMCP
decided to use non-pyrethroid insecticides in indoor re-
sidual spraying in areas of vector resistance to insecti-
cides [16]. For this reason, during the IRS operation
launched by NMCP with support from PMI in 2008 in
the Ouémé department, bendiocarb was used. The
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choice of bendiocarb was made after an evaluation in
phase II of several insecticides [16].

The second factor taken into account in this study is
the size of the population covered. The IRS campaign of
Ouémé is a major operation which covered about 500
000 inhabitants.

From July 2008 to April 2010, three rounds of IRS
have been implemented. The treatment of the houses
was made by a Non-Governmental Organization, the
Research Triangle Institute (RTI) with community par-
ticipation. According to Akogbéto et al. [14], the first
two rounds were a great success reducing malaria
transmission by 94%.

This survey presents the results of the third round of
IRS using bendiocarb in Benin. Thus, we followed the
dynamics of malaria transmission in area under the third
round of IRS. The recorded data were compared with
those of the test year. The entomological monitoring fo-
cused on the feeding behavior, the physiological age and
entomological inoculation rate of anopheline mosquitoes
and the feeding behavior of culicine mosquitoes was
considered as well.

Methods

Study areas

The survey was conducted in four districts of Ouémé
department (Adjohoun, Dangbo, Missérété and Seme) in
southern Benin (Figure 1). In each district, two localities
were chosen: one located in a central plateau and the
other located in the peripheral valley characterized by
the presence of temporary and permanent mosquito
breeding habitats, respectively. This district has essen-
tially a sub-equatorial climate, with two dry seasons
(August-September and December-March) and two rainy
seasons (April-July and October-November). The annual
mean rainfall is 1,500 mm in July, relative humidity (RH)
of 70% +5 and the average monthly temperature varies
between 23 and 32°C.

The data from these four districts under IRS interven-
tion were compared with those of a control area (district
of Adjara) with the same characteristics but where non
of the houses had been sprayed. The 4 intervention dis-
tricts and the control district are located in the same de-
partment, the department of Ouémé. The five areas are
populated by the same people, the Ouéménou and
Goun, who are mostly traders, artisans and officials. The
entire population of each district has access to a hos-
pital. Through the efforts of the National Malaria Con-
trol Program, access to the targeted coverage with ITNs
has become a reality. However, Adjohoun, Dangbo and
Séme districts are located on the banks of perennial
streams. Furthermore, the choice of catch localities took
into account the distribution of the breeding sites, ex-
cept that any disparity in the distribution of breeding
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sites especially in the districts of intervention and con-
trol district could affect the results concerning the im-
pact on mosquito densities. Then, the position of houses
relative to permanent and semi permanent breeding sites
would be a major criterion of the choice of catch local-
ities in the 5 districts.

In the current promotion of ITNs in all countries of
the south Sahara, it is difficult to compare an IRS area, a
non-IRS area and non-LLINs area. The four districts
under IRS (Adjohoun, Dangbo, Missérété and Séme) and
the control district (Adjara) belong to the same depart-
ment (Ouémé). All of the five districts are covered by
LLINs in the targeted coverage: Children under 5 years

and pregnant women receive LLINs from the NMCP.
All the five districts have in common the use of LLINs
by both vulnerable populations. The only difference in
terms of control interventions is the IRS in Adjohoun,
Dangbo, Missérété and Séme. Hence, we consider that
any reduction in malaria transmission in these four dis-
tricts in relation to the control district is due to the IRS.

Implementation of intervention

Before IRS intervention, the choice of an insecticide was
necessary. Various insecticides were evaluated over a
period of 4 months in experimental huts. Three of them
(Sumithion 40 WP [Fenitrothion]; Master Quick ZC
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[mixture of chlorpyriphos 250 g/l + deltamethrin 12 g/]
and Ficam M [bendiocarb, 800 g/kg]) were effective
against mosquitoes resistant to pyrethroids. Of the three
insecticides, bendiocarb was the product chosen by the
NMCP for the IRS implementation [16].

Indoor residual spraying using bendiocarb was applied
at a rate of 400 mg/m?* in Adjohoun, Dangbo, Missérété
and Semeé district. The formulation used was the
Ficam™ WP in the water-soluble form packaged in
sachets of 250 g. Over 90% of households were treated.
The first and second IRS operations were made in July
2008 and March 2009 respectively. In 2010, the third
round took place in March-April. The three IRS opera-
tions were carried out by volunteers recruited from the
local community and trained by the Research Triangle
Institute (RTI) team, USAID’s implementing partner.
The treatment of the walls was done with a manual
pressure sprayer of the HUDSON XPERT type. Before
treatment, sprayers were protected with a laboratory
coat, gloves, boots and a helmet for safety.

Mosquito sampling

Human landing catch

In each district, a central and a peripheral area were
selected. Monthly, mosquito collections were carried out
from 9 p.m. to 5 a.m. inside and outside houses using a
mouth aspirator, by human volunteers who had previ-
ously given consent. Two nights of mosquito collections
a month were carried out for eight months (before and
after intervention). A total of eight night catches were
conducted in each locality for a total of 64 night catches
per month in the four districts. These catches were
made from April to July 2008 (before intervention) and
from April to July 2010 (after the third round of IRS). In
each district, two houses and four collectors were
selected per area for the collection of mosquitoes. The
recorded data were used to assess the aggressiveness
(HBR), the physiological age and the entomological in-
oculation rate vectors (EIR).

Exit window trap catch

Moreover, in order to assess the impact of interventions
on exit induced by the presence of bendiocarb, we
sampled mosquitoes using windows exit traps and
morning pyrethrum spray catches (PSC). Therefore, in
each area, eight bedrooms were selected for mosquito
collection in the morning. Exit traps were put over the
windows of every bedroom retained. Mosquitoes were
collected for 2 nights each month from 6 p.m. to 6 am.
next day. The houses where the traps were set were
selected based on the number of people who slept in
them (01 sleeper per hut). The houses were built of mud
and wood with a sheet-metal roof and the eve was tight.
The area between the upper walls and the roof is closed.
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The exit window traps used were made of a terylene net-
ting mounted on a 30 cm cubical metallic frame. The
entrance side was drawn into a truncated cone with a
2.5 cm diameter hole at its apex, which was 2.5 cm from
the opposite face of the trap. In addition to that, mos-
quitoes resting in the house were collected by Morning
Spray Catch (MSC) from 7 a.m. to 9 a.m. The collections
from the window traps were done in the morning using
a mouth aspirator. Morning pyrethrum spray catches
were done using pyrethrum spray and white canvas
spread on the floor to collect knocked down mosquitoes.
These two sampling methods led to an accurate estima-
tion of the total density of mosquito species in the trea-
ted houses and the proportion of female mosquitoes
exiting from the houses. Exit rate is estimated by mos-
quitoes which have escaped treated walls and have been
retained in the exit window traps. Anopheles mosquitoes
collected were classified according to the state of their
abdomens.

Mansonia spp. and Culex spp. are vectors of viral dis-
eases and filarial nematodes. In the area, a high propor-
tion of these mosquitoes was recorded. Moreover, Culex
quinquefasciatus is highly resistant to pyrethroids in the
study area. In spite of this resistance, the IRS signifi-
cantly reduced the density of these species of mosquito
or increased exophily. These results indicated a success-
ful prospect concerning the use of bendiocarb. We
therefore determined the impact of the IRS on the be-
havior of those mosquitoes.

Laboratory processing

After each night catch, mosquitoes were sorted by genus as
anopheline and culicine and counted. Anophelines were
morphologically identified to species using taxonomic keys
of Gillies & De Meillon [17] and Gillies & Coetzie [18].
Ovaries from randomly selected female An.gambiae s.l. spe-
cimens captured on human landing catches were dissected
to determine parity rate, by observing the degree of coiling
of ovarian tracheoles [19]. Mosquito infectivity rates were
determined from head and thorax of all female anopheline
specimens by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using monoclonal antibodies against Plasmodium
falciparum circumsporozoite protein (CSP) as described by
Wirtz et al. [20]. The carcass of these females (abdomens,
wing and legs) were stored in individual tubes with silicagel
and preserved at —20°C in the laboratory for identification
of species and characterization of molecular forms within
the An.gambiae complex as previously described [21,22].

Data analysis

The human biting rate [number of bites/man/night] (ma),
the sporozoite rate (Is) and the entomological inoculation
rate (EIR) were determined. The percentages of reduction
of biting rate (HBR) and EIR were calculated after the
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intervention. Parturity rates, exophily and blood feeding
rate were evaluated. Comparisons of these rates were
made by the Chi-square test.

Ethical consideration

Ethical approval for this study was granted by the Ethical
Committee of the Ministry of Health in Benin. The mos-
quito collectors gave prior informed consent and they
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were vaccinated against yellow fever. They were also
subjected to regular medical check-ups with preventive
treatments of malaria.

Results

Species and molecular forms of Anopheles gambiae

PCR revealed 100% of mosquitoes tested were Anopheles
gambiae s.s. M form.

Table 1 Entomological Inoculation Rate (EIR) and Human Biting Rate (HBR) observed before and after IRS intervention

Localities Variables Before intervention After intervention % Reduction
April-July 2008 April-July 2010
Adjohoun Tnber 207 19
Man night 64 56
HBR 3,23 0,33 89,78
S% 571 10,52
EIR (b/m/n) 0,18 0,034 81,11
EIR/month 54 1,02
EIR/period 21,6 408
Dangbo Tnber 280 106
Man night 64 56
HBR 4,375 1,89 56,8
S% 449 2,83
EIR (b/m/n) 0,19 0,053 72,11
EIR/month 57 1,59
EIR/period 228 6,36
Missérété Tnber 944 56
Man night 64 56
HBR 14,75 1 93,22
S% 1,07 1,78
EIR (b/m/n) 0,15 0,018 88,13
EIR/month 45 0,534
EIR/period 18 2,136
Sémé Tnber 1592 724
Man night 64 56
HBR 24,88 12,93 48,03
S% 35 1,96
EIR (b/m/n) 0387 0253 70,92
EIR/month 26,1 7,59
EIR/period 104,4 30,36
Adjara Control Tnber 1117
Man night 56
HBR 19,95
S% 10,36
EIR (b/m/n) 2,067
EIR/month 62,01
EIR/period 248

Tnber Total number, HBR Human Bite Rate, $% Sporozoite index, EIR (b/m/n) Entomological Inoculating Rate (infected bite/man/night).
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Variation in An. gambiae human biting rates in localities
under IRS coverage
The results of our research show a lower human biting
rate during the third round of IRS in Adjohoun, Dangbo
and Missérété districts where every person living in these
districts receives less than two bites of An. gambiae per
night. Indeed, in these districts, the reduction of human
biting rate was 89.78% (0.33 bite/man/night after IRS
against 3.23 before intervention), 56.8% (1.89 bites
against 4.375) and 93.22% (1 bite against 14.75) respect-
ively in Adjohoun, Dangbo and Missérété. However, in
the fourth district under IRS intervention (Séme), the re-
duction observed was low, 12.93 bites of An. gambiae per
man per night after the third round against 24.88 before
the intervention (48.03% of reduction) (Table 1).

In the control area, the human biting rate was high:
20 bites per man per night during the same period
(April-July 2010).

Variation of Mansonia spp and Culex spp human biting
rates in localities under IRS coverage

The main mosquitoes which caused a nuisance in the
study area were Mansonia spp. and Culex spp. They
were found to be anthropophilic and exophagic. Accord-
ing to our results, the impact of IRS seems low on these
2 Culicinae compared to An. gambiae. The reduction of
human biting rate observed in Mansonia spp and Culex
spp was low compared to that of Anm.gambiae. With
Mansonia spp, the reduction was 43.23%, 50.36%,
34.43% and 35% respectively in Adjohoun, Dangbo, Mis-
sérété and Seme (Table 2). Concerning Culex spp, there
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is no impact. The reduction is too low in the districts of
Adjohoun (4.65%), Dangbo (1.36%) and Missérété
(8.95%). However, in Seme district, it is relatively high:
32% (Table 2).

Variation in entomological inoculation rate (EIR) in
localities under IRS coverage

Before intervention (April-July 2008), each person
received an average of 21.6, 22.9, 18 and 104.4 infected
bites over a period of four months, respectively in Adjo-
houn, Dangbo, Missérété and Seme. After the third
round of IRS, the rate dropped to 4.08 in Adjohoun, to
6.36 in Dangbo, to 2.136 in Missérété and to 30.36 in
Séme (Table 1).

The comparison of EIR observed before and after
intervention in each district reveals a decrease of 81.1%,
72.11%, 88.13% and 70.92% respectively in Adjohoun,
Dangbo, Missérété and Séme (Table 1). In the control
area, the rate was very high (248 infected bites/man/
4 months) (Table 1).

Variation in the longevity of An. gambiae in localities
under IRS coverage

For both periods, 1083 ovaries of An. gambiae were dis-
sected. Before intervention (April-July 2008), the parity
rate of An. gambiae was 68.54% in Missérété, 79.94% in
Adjohoun. But after the third round of IRS, we observed
a dramatic decline in this rate in all areas under inter-
vention (p <0.05). It went from 79.94% to 30% in Adjo-
houn and 68.34% to 32.14% in Missérété (Table 3).

Table 2 Human Biting Rate (HBR) of Mansonia spp. and Culex spp. observed before and after IRS intervention

Localities Variables Mansonia spp. Culex spp
Before intervention After intervention % Reduction Before intervention After intervention % Reduction
April-July 2008 April-July 2010 April-July 2008 April-July 2010
Adjohoun Tnber 2160 1073 1539 1284
Man night 64 56 64 56
HBR 33,75 19,16 43,23 24,05 22,93 4,651
Dangbo Tnber 2984 1296 2790 2408
Man night 64 56 64 56
HBR 46,63 23,14 50,36 43,59 43 1,362
Missérété Tnber 936 537 236 188
Man night 64 56 64 56
HBR 14,63 9,589 3443 3,688 3357 8,959
Sémeé Tnber 2750 1564 1054 630
Man night 64 56 64 56
HBR 42,97 27,93 35 1647 11,25 31,69
Adjara Control Tnber 397 433
Man night 56 56
HBR 7,089 7,732
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Table 3 Variation of parity rate of Anopheles gambiae s.1I.
collected during the long rainy season in 2008 before IRS
intervention and in the same period after

Localities  Before intervention After intervention p-value

(April-July 2008) (April-July 2010)

Nber diss P rate%  Nber diss P rate%
Adjohoun 70 79,94 10 30 0,001
Dangbo 89 78,03 41 46,34 0,000
Missérété 78 68,54 28 32,14 0,000
Seme 114 7842 244 40,16 0,000
Control 93 70,97 316 81,01 0,019
Total 444 75,28 639 60,25 0,000

Nber diss Number collected and dissected, IRS Indoor Residual Spraying, P rate%
Parity rate%.

Variation in induced exophily in An. gambiae in localities
under IRS coverage

Before intervention, rate of induced exophily for Adjo-
houn, Dangbo, Misserete, and Sémeé was 30.95%,
36.90%, 27.08% and 35.57%, respectively (Table 4).
After intervention, the rate of exophily was very high:
81.82% in Dangbo, 80% in Missérété and 75.68% in
Séme. Compared to natural exophily, the difference
was significant in all districts treated (p <0.05). In
Adjohoun, no An.gambiae were collected in windows
traps or in the morning pyrethrum spray catches after
intervention.

Variation in induced exophily in Mansonia spp and Culex
spp in localities under IRS coverage

Exophily rate observed in Mansonia spp in Adjohoun
(59.20%) and Seme (51.43%) was significantly different
from that observed before intervention (p <0.05). In
Dangbo district, there was no significant difference be-
tween these two rates (p =0.196) (Table 5).

In Culex spp, it was only in Adjohoun that a signifi-
cant difference was observed between the exophily rates
before and after intervention (p <0.05). On the other
hand, in Dangbo and Séme the exophily rate after IRS
was not significantly different from before intervention
(p=0.79 and p = 0.54 respectively) (Table 5).
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Variation in mosquito blood feeding rate in An. gambiae
in localities under IRS coverage

The blood feeding rate observed after IRS in the treated
areas was low (Table 6). Compared to that observed be-
fore intervention, the difference between the two rates is
significant (p <0.05) in all districts (Table 6). This rate
was 9.09% after IRS against 54.76% before in Dangbo,
20% against 62.5% in Missérété and 35.14% against
54.90% in Séme.

Discussion

The strategy of indoor residual spraying (IRS) imple-
mented by the National Malaria Control Program
(NMCP) in the Ouémé department with the PMI sup-
port had a great impact on malaria transmission. In all
districts under intervention, the density of An. gambiae
(human biting rate) and the entomological inoculation
rate (EIR) have significantly declined.

The results have shown that An. gambiae s.s. M form
was the major malaria vector species biting in the study
area. The same trend was found by Padonou et al. [23],
which explained the absence of the S molecular form by
the ecological characteristics of the Ouémé region.

After the implementation of the third round of IRS,
the biting rate of anopheles dropped drastically. In Adjo-
houn, Dangbo and Missérété, the mosquito biting rates
were less than 2 bites per person per night. This drastic
drop is due to the lethal effect of bendiocarb on the ano-
phelines resistant to pyrethroids [16].

Indeed, comparing the number of An. gambiae bites
that a person receives in one night from April to July
2008 and April-July 2010, the rates were significantly
reduced. These results were consistent with those of
Akogbéto et al. [14] in the same study area.

Mansonia and Culex mosquitoes are abundant in the
area. Indeed, the main objective is to determine the im-
pact of indoor residual spraying on malaria transmission
and on the behavior of anopheline mosquitoes, especially
An. gambiae. But owing to the high proliferation of other
mosquitoes in the study area especially Mansonia spp.
and Culex spp., it was an opportunity to determine the
impact of the IRS on the behavior of those mosquitoes.

Table 4 Induced exophily in An. gambiae pre and post IRS operation using bendiocarb in 4 study localities

Localities Before intervention (May-July 2008) After intervention (May-July 2010) p-value
Total No Nber exit window trap Exit rate (%) Total No Nber exit window trap Exit rate (%)

Adjohoun 84 26 30,95 0 - -

Dangbo 84 31 36,9 0 18 81,82 <005

Missérété 288 78 27,08 5 4 80 <005

Semeé 388 138 35,57 0 28 75,68 < 0,05

Control 88 43 48,86 0 65 36,52 0,05

Total No Total number; Nber exit window trap Number exit window trap.
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Table 5 Exit index on Mansonia spp and Culex spp by bendiocarb treated walls before and after IRS intervention

Localities Mansonia spp. Culex spp.

Before intervention After intervention p-value Before intervention After intervention p-value

(May-July 2008) (May-July 2010) (May-July 2008) (May-July 2010)

Total Nber exit Exit Total Nber exit Exit Total Nber exit Exit Total Nber exit Exit

No window rate% No window  rate% No window rate% No window  rate%

trap trap trap trap

Adjohoun 128 20 1563 27 16 5926 p<0,05 132 20 1515 67 46 6866 <005
Dangbo 20 8 40 139 77 554 p=0,196 56 20 35,71 198 67 3384 0,79
Missérété - - 37 29 7838 - - - - 1M 2 18,18 -
Sémeé 92 12 1304 70 36 5143  p<0,05 177 49 2768 83 26 3133 054
Control 228 37 16,23 52 33 63,46

Total No Total number.

Missing this opportunity to check a possible change in
Culicinae against the IRS would be a big loss of informa-
tion that we could obtain with no supplementary effort.

In the area, Culex quinquefasciatus is highly resistant
to pyrethroids. In spite of this resistance, the IRS signifi-
cantly reduced the density of these species of mosquito
or increased exophily. These results indicated a success-
ful prospect concerning the use of bendiocarb. Certainly,
as shown in the article, many of the Mansonia spp and
Culex spp bite more outside than inside and enter
houses and take their blood meal on man in the bed-
room before going out. Therefore, the increase of Man-
sonia spp exophily in the IRS area could be comparative
with the control area. But the impact of the third round
of IRS is very low.

In Mansonia spp, a lower human biting rate was
observed in all districts after the introduction of the
third round of IRS. But in Culex spp, the reduction
observed was very low. This could be due to multiple
mechanisms of insecticide resistance present in the
Culex spp [24]. Performance noted are also linked to
higher coverage of the IRS (the coverage rate of the first
round is 90%).

During the April-July 2008 period (before intervention),
the entomological inoculation rate (EIR) was estimated at
64.8, 68.4 and 54 infected bites per year for An.gambiae
respectively in Adjohoun, Dangbo and Missérété. These
data were similar to those observed in similar areas in

southern Benin in 1990 [25,26] and in the city of
Bouake in Cote dIvoire (67.3 infective bites per year)
[27]. However, they were low compared to data
recorded in Bancoumana, Mali (245 infective bites per
person between June and October) [28]. Despite the
relatively low EIR in the study area, in Sémeé and the
control area (Adjara), the values were high (Table 1).
These high rates of EIR were justified by the lack of
LLINs in these environments.

The EIR was low in localities under IRS coverage. This
shows that the IRS performed in four districts were a
great success. Indeed, we had a reduction of 74.26% of
EIR in the third round of IRS. However, in the work of
Akogbéto et al. [14], this reduction was more than 94%.
The efficacy of bendiocarb for large scale IRS was re-
cently also demonstrated in Equatorial Guinea for An.
gambiae where no infective mosquitoes were identified
[29]. The difference between the reduction rates
observed could be explained by the time between the
second round (March 2009) and the third round (April
2010) of IRS. Indeed, in view of the low persistence of
bendiocarb on the walls (3 to 4 months), after one year
of IRS cessation, the people received infected bites of
An. gambiae before the third round of PID. It is normal
that after 12 months of IRS cessation, transmission
resumes. This explains why 40% of mosquitoes positive
for ELISA CSP were collected in April 2010 early in
third round of IRS.

Table 6 Percentage of blood feeding An. gambiae collected in IRS by Pyrethrum Spray Catch (PSC) and in exit windows
traps before (May-July 2008) and after (May-July 2010) interventions

Localities Before intervention (May-July 2008) After intervention (May-July 2010) p-value
Total No Feed Blood feeding rate (%) Total No Feed Blood feeding rate (%)

Adjohoun 84 44 52,38 0 0 - -

Dangbo 84 46 54,76 22 2 9,09 <005

Missérété 288 180 62,5 5 1 20 <005

Sémeé 388 213 549 37 13 35,14 < 0,05

Control 88 52 59,09 178 112 62,92 > 0,05

Total No Total number, IRS Indoor Residual Spraying.
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The EIR reduction is not only due to the large area
covered by the IRS and the large protected population
(500,000 inhabitants), the lethal effect of bendiocarb on
mosquitoes resistant to pyrethroids [6,16], but also to
the use of ITNs by children under five and pregnant
women. The IRS area has become unfavourable for
anopheles that died probably before the completion of
the sporogonic cycle of Plasmodium due to a shorter
longevity of An. gambiae in intervention areas. The ef-
fect of the carbamate bendiocarb on the walls inside a
structure is harmful to mosquitoes. This could explain
the high induction of exophily observed in An. gambiae
and Mansonia spp (Tables 4 and 5). This high exophily
induced by bendiocarb prevents mosquitoes from eating
normally. This statement recalls the work of experimen-
tal huts of Asidi et al. [30], Darriet et al. [31] and
N'Guessan et al. [32]. Indeed, some anopheles who man-
aged to enter the houses could not take their blood meal
before going out, which explains the very low blood
feeding rate observed during the study (Table 6). How-
ever, very few mosquitoes are able to take their blood
meal on the hosts in the house. The implementation of
IRS should not exclude the use of LLINs by children and
pregnant women.

Conclusion

The three IRS campaigns in the Ouémé department with
the PMI support had a significant impact on malaria
transmission in the treated areas. The results show that
in the four districts, the human biting rate of mosquitoes
dropped spectacularly. A reduction of 74.26% in the en-
tomological inoculation rate was recorded after three
rounds of IRS, due to the decline in the lifespan of An.
gambiae in treated areas and high exophily induced by
bendiocarb on mosquitoes. However, a combined use of
the IRS and LLINs will further reduce the contact be-
tween humans and mosquitoes and therefore, the total
decrease of transmission and the blood feeding rate.
Such a strategy implicates an increase in the cost of mal-
aria prevention and cannot be implemented everywhere.
It must be reserved only for areas with the highest mal-
aria transmission.

Implementation of IRS in the department of Ouémé
with the support of PMI is a success. This is why the
National Malaria Control Program (NMCP) decided to
continue to implement this strategy in the Atacora de-
partment and other regions of Benin after Ouémé
experience.
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Abstract

Background: Indoor residual spraying (IRS) was implemented in the department of Ouémé-Plateau, southern
Benin, in 2008 and withdrawn in 2011, when long lasting insecticidal nets (LLINs) were distributed to the
communities that were previously targeted by IRS. Did the LLIN strategy provide a better level of protection against
malaria transmission than IRS?

Methods: Entomological surveillance was carried out to assess indicators of transmission risk during the last year of
IRS and the first year after the LLIN intervention was put in place (2010-2011). Mosquito biting density was sampled
by human landing collection (HLC). Females of Anopheles gambiae s.I. were dissected to estimate the parity rates
and the blood meal index. A subsample of the An. gambiae s.I. collection was tested for presence of Plasmodium
falciparum sporozoites. In addition, window exit traps and pyrethrum spray catches were performed to assess
exophagic behavior of Anopheles vectors.

Results: There were significant increases in all the indicators following withdrawal of IRS. Vector biting density
(p<0.001) and longevity (OR=3.81[3.01-4.82] 95% Cl; p<0.001) of the An. gambiae s.. increased significantly; so too
did the blood meal index (OR=1.48 [1.1-1.99] 95% Cl; p<0.001). Entomological inoculation rate, after IRS withdrawal
at one surveillance site, Adjohoun, rose two fold (9.0 infected bites/person/9 months (Apr-Dec 2011) versus 3.66
infective bites/person during the 9 months preceding IRS (Apr-Dec 2010). A second site, Missérété, experienced a
six-fold increase after IRS cessation (15.1 infective bites/person/9 months versus 2.41 during IRS). Exophily after IRS
cessation decreased significantly in all areas (p<0.001) suggesting that mosquitoes were more likely to rest in
houses with LLINs, than in houses subjected to IRS.

Conclusion: LLINs did not impact on indicators of transmission to the same levels as did IRS after IRS withdrawal.
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Background

Malaria poses a serious obstacle to development in sub-
Saharan Africa [1]. To control transmission, the National
Malaria Control Program (NMCP) of Benin relies on an
integrated approach to control the intense transmission,
characteristic of many programs in this region, through
vector-control, early diagnosis and treatment plus
prophylaxis during pregnancy.

Malaria vector control is based on two interventions:
the long lasting insecticidal (mosquito) net (LLIN) and
indoor residual spraying (IRS), both of which have
been shown to be effective throughout Africa [2,3]. In
Zanzibar, the scale-up of insecticide-treated nets (ITN),
indoor-residual spraying (IRS) and Artemisinin combin-
ation therapy (ACT) combined reduced malaria-related
burden at health facilities by over 75% within 5 years [4].
For example, on Bioko Island, Equatorial Guinea, the
simultaneous use of IRS, LLINs and Artemisinin Com-
bination Therapy (ACT) resulted in a 90% drop in the
presence of P. falciparum circumsporozoite antigen An.
gambiae s.l. after 4 years. During the same period, mal-
aria parasitaemia in children under 5 years old fell from
42% to 18% and mortality decreased 70% [5]. However,
if a country cannot implement both universal IRS and
LLINs at the same time, as is the case for most African
countries, and makes a decision to withdraw one of the
interventions, what would be the result?

The challenge has become sustaining such gains in the
face of technical problems, e.g. vector resistance to in-
secticide, as well as lack of resources for annual renewal
of each intervention [6,7]. In recent years, resistance to
the pyrethroid insecticides that are used on LLINS, has
seriously threatened the efficacy of interventions based
on the use of pyrethroid insecticides. N'Guessan et al.
[8] showed a decrease in the effectiveness of LLINs and
IRS, using pyrethroid insecticides, in areas with high
levels of vector pyrethroid resistance. Several recent
studies conducted in Ouémé Department have showed
that An. gambiae is highly resistant to pyrethroid and
susceptible to bendiocarb [7-9]. The resistance to pyre-
throids in our study area is due to the coexistence of
metabolic mechanisms and a high frequency of the
knockdown resistance mechanism kdr [10]. Similar re-
sistance has now been observed across Africa [11-13].

The President’s Malaria Initiative (PMI) of the United
States Government, helped the NMCP initiate an IRS pro-
gram in 2008. The IRS target was in the department of
Ouémé-Plateau, where houses in four districts, Adjohoun,
Dangbo, Missérété and Seme were sprayed with the carba-
mate insecticide, bendiocarb. In 2008 and 2009, one round
of IRS was applied just before the start of the long sea-
sonal rains that usher in the transmission season. In 2010,
two IRS rounds were used to extend the IRS protective
effect through the second (shorter) rainy season.
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IRS was popular and effective. Entomological monitor-
ing, carried out in conjunction with the IRS campaign
[14,15], showed a significant drop in the density of fe-
male An. gambiae s.l. as well as in the entomological in-
oculation rate (EIR). At the same time, managers of
health centers reported a 70% reduction of severe mal-
aria cases.

IRS was withdrawn from Ouémé, and shifted north-
ward to the Department of Atacora in 2011. The tech-
nical rationale for the change involved (1) the shorter
transmission season in the north, which can be covered
by one round of IRS; (2) a high malaria burden and (3)
low LLIN coverage when compared with sites in the
South [16].

The threat posed by the withdrawal of IRS from
Ouémé was addressed by: (1) providing the former IRS
target districts with LLINs (universal coverage of 1 net /
2 persons), and (2) continuing the entomological moni-
toring in the four districts. Monitoring results collected
in 2011, following the withdrawal of IRS and distribution
of LLINs (LLIN intervention) period, compared with
similar results one year earlier, (during IRS) inform this
study.

Methods

Study area

The study area is located in Ouémé Department and in-
cludes four districts: Adjohoun, Dangbo, Missérété and
Seme (Figure 1), an area of approximately 1000 km?.
The total population is 310,400. There are approximately
65,000 households. In 2010, the incidence of malaria in
the Ouémé Department was estimated at 12.6% [17].
Each district includes two different settings: a central
area, or ‘plateau; characterized by the presence of tem-
porary mosquito breeding sites and a peripheral area, or
‘valley, characterized by the presence of permanent mos-
quito breeding sites associated with numerous pools and
swamps. The distance between the ‘plateau’ and ‘val-
ley’ is higher than two kilometers. The entire region
is characterized by a sub-equatorial climate, with two
dry seasons (August-September and December-March)
and two rainy seasons, April-July (long) and October-
November (short). The average annual rainfall is
1500 mm with a relative humidity of 70 + 5% and an
average monthly temperature ranging from 23°C to
32°C.

The data from these four districts previously under
IRS intervention were compared with those of a con-
trol area (district of Adjara) with the same character-
istics but where none of the houses had been
sprayed. The 4 districts and the control district are
located in the same department, the department of
Ouémé. The five areas are populated by the same
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Figure 1 Map of the study area showing localities chosen in central and peripheral areas.

people, the Ouéménou and Goun, who are mostly
traders, artisans and officials.

IRS Campaigns (2008-2010)

The product chosen by the NMCP to implement IRS in
Ouémé was the carbamate class insecticide, bendiocarb.
The formulation was 80% WP [18]. The target dosage
was 0.4 g ai/m? In 2008, 2009 and 2010, IRS preceded
the long rainy season (March - April). In addition, in
2010, there was a fourth IRS round in August to extend
IRS protection throughout the transmission season of
the year. The four rounds were performed by volunteers
chosen from the local community who were trained by

the PMI IRS partner. Each round covered over 90% of
the households in the target districts.

2011 LLIN distribution

Distribution of LLINs was made by the NMCP in July
2011 and targeted all households in the study area. The
coverage of LLINs distributed was 1 LLIN for 1.9 person
and proportion of people sleeping under LLIN after the
net distribution campaign was 81.76% (Osse, personal
communication). The LLINs, distributed after the
withdrawal of IRS, were World Health Organization-
approved Olyset® brand nets, rectangular in shape,
150 ¢cm high x 180 ¢cm long x 160 cm wide.
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Entomological monitoring

Monthly mosquito collections occurred at sites located
in both the ‘plateau’ and the ‘valley’ ecological zones in
all four districts. There were human landing captures
(HLCs) on two successive nights from 9:00 p.m to 5:00
a.m, each month, for eighteen (18) months (9 months
for each intervention), from April to December 2010
(during the IRS intervention) and from April to December
2011 (after the withdrawal of IRS and the distribution of
LLINs). The collection was carried out with an aspirator
by adult volunteers who had given their informed con-
sent. In each district, two houses were selected at random
for the HLC. In each house, a collector was positioned in-
side and another outside. Considering the risk of malaria
transmission, the collectors were given an antimalarial
prophylaxis as a prevention against malaria. During the
course of our study all mosquito collectors were monitored
for malaria symptoms, which triggered an immediate para-
sitological test followed by an antimalarial treatment if ne-
cessary. Captured female Anopheles gambiae s were
dissected to estimate the percentage of parous mosquitoes.
The mosquitoes were then tested to determine the percent-
age that were positive for sporozoites based on an ELISA
test [19].

To determine whether the shift from IRS to LLINs af-
fected vector exophily, exit window traps and morning
pyrethrum spray captures (PSCs) were done inside se-
lected houses. Eight exit traps were placed in each dis-
trict. The exit window traps used were made of a mesh
of terylene (synthetic fiber) mounted on a cubical iron
frame with an edge measuring 30 cm, with 1 side drawn
into a funnel to direct mosquitoes into the trap [20].
The traps were put over the windows of selected houses
for two nights per month from 6:00 p.m to 6:00 a.m next
day. The houses where the traps were set were selected
based on the number of people who slept in them. They
were built of mud and wood with a sheet-metal roof and
the eve was tight. The area between the upper walls and
the roof is closed. Regarding the PSCs, we used the pyr-
ethrum spray Rambo® and white canvas spread on the
floor to collect knocked down mosquitoes from 7 a.m.
to 9 a.m. The two sampling methods provided independ-
ent estimates of the vector density in the houses during
IRS use and after its withdrawal as well as the propor-
tion of female mosquitoes exiting from the houses.
Anopheles mosquitoes collected by these two methods
were classified according to the physiological state of
their abdomen.

Processing mosquito collections to estimate biting
density, indoor resting density, parity, blood meal index
and P. falciparum sporozoite rate

Collected mosquitoes were separated into Culicinae and
Anophelinae and then, counted. This was performed
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using a binocular magnifying glass. The Anophelinae
were put into cups to be identified to species [21,22].
The ovaries from a certain number of females An.
gambiae s.l. from human landing catches were dissected
to determine parity rates [23]. After this, all Anopheles
gambiae were stored separately according to the loca-
tions they were collected, then labeled and conserved in
Eppendorf tubes containing silica gel. The whole
ependorf tubes were stored in a freezer at —20°C for fu-
ture testing by the method of enzyme immunoassay
(ELISA CSP) [19].

Data analysis

Vector density during IRS and after its withdrawal was
calculated. Vector biting density, indoor resting density,
exophily and the entomological inoculation rates were
estimated with confidence intervals at 95%. These rates
during the IRS period and after its cessation, the LLIN
period, were then compared, using a generalized Poisson
model with analysis of deviance of the 2.11.1 version of
R software, which takes into account the interdepend-
ence of observations in the same area. The proportion of
parous females (females that had oviposited at least
once) according to the periods was analyzed by logistic
regression. The collection of mosquitoes through the
windows trap and PSCs was used to estimate the total
density of mosquitoes that entered the rooms and the
proportion that exited. These data were used to calculate
the exophily rate of the mosquitoes (proportion of mos-
quitoes caught in trap windows by the total number of
mosquitoes caught) in each area in 2010 and 2011, as
well as their blood feeding rate (number engorged di-
vided by total collected). Significant differences were
those with a p-value of <0.05.

Ethical consideration

Ethical approval for this study was granted by the Ethical
Committee of the Ministry of Health in Benin. The mos-
quito collectors gave prior informed consent and they
were vaccinated against yellow fever. They were also
subjected to regular medical check-ups with preventive
treatments of malaria.

Results

Human biting rates (HBR) during the IRS campaign versus
HBR following IRS withdrawal and distribution of LLINs
Mosquito biting rates in three of the districts increased
after IRS was withdrawn. Also, a significant number of
An. funestus was collected following the withdrawal of
IRS in Missérété ‘valley’ area (14 in 2011 versus 1 in
2010). Table 1 compares An. gambiae s.l. biting rates
during April - December 2010, during IRS intervention,
with similar estimates from April to December 2011, fol-
lowing IRS withdrawal and LLIN installation (Table 1).
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Table 1 Human biting rate of An. gambiae observed during IRS campaign and following IRS withdrawal
During IRS Following IRS withdrawal
(Apr.-Dec. 2010) (Apr.-Dec. 2011)
Total N HBR/  HBR/ Total N HBR/ HBR/ IDR p-value
mosquitoes human night period mosquitoes human night period 95% IC
catch catch
Adjohoun
Central area Inside 4 28 0.14 3857 31 34 091 24618  7.75[638-942]  <0.001
Outside 4 28 0.14 3857 22 34 0.65 174.71 5.50 [451-6.71] <0.001
Peripheral area Inside 14 28 0.5 135 44 34 1.29 34941 3.14 [281-351]  <0.001
Outside 5 28 018 4821 26 34 0.76 20647  520[435-621]  <0.001
Dangbo
Central area Inside 4 28 014 3857 9 34 026 7147 225[181-2.79]  <0.001
Outside 11 28 039  106.07 1 34 032 87.35 1 [0.86-1.16] 1
Peripheral area Inside 70 28 25 675 58 34 1.71 460.59 0.83 [0.78-0.88] <0.001
Outside 37 28 132 35679 25 34 0.74 19853  068[062-0.74] <0001
Missérété
Central area Inside 3 28 0.11 2893 14 34 041 111.18 4.67 [3.7-5.88] <0.001
Outside 14 28 05 135 28 34 0.82 22235 2 [1.78-2.25] <0.001
Peripheral area Inside 45 28 1.61 43393 33 34 097 262.06 0.73 [0.68-0.79] <0.001
Outside 31 28 1.11 29893 73 34 2.15 579.71 2.35[2.18-2.54] <0.001
Séme
Central area Inside 190 28 6.79 183214 51 34 15 405 0.27 [0.25-0.28] <0.001
Outside 329 28 11.75 31725 89 34 262 706.76 0.27 [0.26-0.28] <0.001
Peripheral area Inside 110 28 393 1060.71 58 34 1.71 46059 053 [050-056]  <0.001
Outside 217 28 775 20925 151 34 444 1199.12 070 [067-0.72]  <0.001
Adjara (Control)
Central area Inside 144 28 5.14 138857 6 34 0.18 47.65 0.042 [0.036- <0.001
0.048]
Outside 137 28 489  1321.07 " 34 0.32 87.35 0.08 [0.07-0.09] <0.001
Peripheral area Inside 562 28 2007  5419.29 349 34 10.26 277147 062 [0.61-0.64] <0.001
Outside 521 28 1861 502393 426 34 1253 3382.94 0.82 [0.8-0.84] <0.001

N number.

HBR Human Bite Rate.

IDR Incidence Density Ratio.
IC Confidence interval.

A significant increase of An. gambiae s.l. HBR follow-
ing the withdrawal of IRS was observed at most sites
(p<0.001) (Table 1). In Adjohoun, the average number of
indoor bites was 86.78 bites/human/9 months during
the IRS campaign against 297.79 after IRS withdrawal
(Table 1). In this district, the outdoor aggressive density
was significantly higher after IRS withdrawal and LLIN
installation (p<0.05) (43.39 bites/human/9 months in
April-December 2010 against 190.59 bites/human/9 -
months after IRS withdrawal). The same observation
was made in Missérété and central area of Dangbo
(Table 1).

Regarding the overall human biting rate in the dis-
tricts, in Adjohoun, the An. gambiae s.. biting rate per

person increased from approximately 39 bites/person/9 -
months during the IRS intervention to 210 after IRS
withdrawal in the ‘plateau’ area central (p<0.001) and
from 92 to 278 bites in the ‘valley’ area. The same kind
of increase was observed in Missérété (from 82 to 167
bites/person/9 months after IRS withdrawal in the ‘plateau’
area (p<0.001) and from 366 to 421 bites after IRS with-
drawal in the ‘valley’ (p<0.001). On the other hand, while
the ‘plateau’ area in Dangbo saw an increase in HBR follow-
ing withdrawal of IRS (p<0.001) (Table 1).

In the ‘valley’ there was a decrease in HBR following
withdrawal. In Séme the HBR after IRS withdrawal
dropped significantly in both the plateau and valley
zones (p<0.001) (Table 1).
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Annual rainfall confounds interpretation of HBR data

The highest anopheline densities were observed during
the long (Apr - Jul) and the short (Oct — Nov) rainy sea-
sons. However, annual differences in rainfall also affected
HBR estimates. The high rainfall in Séeme in 2010 justified
the decrease of An. gambiae HBR from 1.31 bites/person
to 17.38 in July 2010 against 1.31 to 9.5 in July 2011 (after
IRS cessation) (Figure 2B). The high rainfalls in 2010
washed away some breeding sites of An. gambiae larvae.
Moreover, the rainfalls recorded by ASECNA (Agency for
Aerial Navigation Safety in Africa and Madagascar) in
2011 in Adjohoun during the same period were higher
than in 2010 (Figure 2A). In return, the HBR obtained in
2011 (after IRS cessation) was higher than that recorded
in 2010 (during IRS intervention) (0.19 to 2.18 in July
2011 against 0.31 to 0.44 in July 2010).

An. gambiae s.l. exophily reduced after IRS withdrawal
Figure 3 shows An. gambiae exophily during the IRS
intervention period and after its withdrawal. While
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exophily did not show a significant change after IRS
withdrawal in Adjohoun, in the other three districts, a
significant decrease was observed (p<0.001) (Figure 3A
and B). In Dangbo, the exophily rate decreased from
73% during IRS intervention to 44% after its withdrawal.
The exophily rate in Missérété was 80% during IRS and
31% after withdrawal. Similarly, the exophily rate in
Seme fell from 79% during IRS to 22% after withdrawal.

Anopheles gambiae s.l longevity increases after IRS
withdrawal

A total of 1681 Anopheles were dissected to estimate
physiological age. The proportion of older female mos-
quitoes, e.g. those that had oviposited at least once, was
significantly higher after IRS withdrawal in all four dis-
tricts (OR = 3.81[3.01-4.82] 95% CI; p<0.001). During
IRS, the parity rate of An. gambiae sl. observed in
Adjohoun, Dangbo, Missérété and Seme was respectively
40%, 42%, 45% and 40%. However, after IRS withdrawal,
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parity rates increased: 92%, 88%, 93% and 83% respect-
ively (Figure 4).

In the control area, on the other hand, the parity rate
was the same in both periods (OR = 1.13 [0.77-1.65]
95% CI; p = 0.54).

Vector blood meal index (BMI) inside the houses
increases after IRS withdrawal

The blood feeding rate of An. gambiae was respectively
0%, 9%, 25% and 37% in Adjohoun, Dangbo, Missérété
and Seme during IRS (Figure 5). BMI increase after IRS
withdrawal in all districts (OR = 1.48 [1.1-1.99] 95% CI;
p <0.001) (46% in Adjohoun, 60% in Dangbo, 81% in
Missérété and 83 in Seme).

All mosquitoes showed the same phenomenon: the
blood feeding rate obtained after IRS cessation was sig-
nificantly higher than that recorded during IRS interven-
tion in Dangbo, Missérété and Seme districts (OR = 1.65
[1.46-1.86] 95% CI; p <0.001). No significant difference
was observed in Adjohoun between blood feeding rates
in both periods (OR = 0.93 [0.67-1.27] 95% CI; p = 0.64)
(Figure 6).

Change in EIRs after IRS withdrawal

During the IRS intervention period, 493 heads and thor-
axes from a random selection of females An. gambiae s.1.
were tested using ELISA CSP to identify the presence of
sporozoites. Ten (2.0%) tested positive for P. falciparum
sporozoite antigen. Nine out of the ten that tested
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positive were collected in April and May during the
third IRS campaign. But just a single infected mosquito
was caught during the fourth round of IRS (three
months later - Aug) (Table 2).

On the other hand, 20 heads and thoraxes out of 688
(2.9%) tested positive after IRS withdrawal (p = 0.330).

With the infected mosquitoes collected in April 2010,
at the beginning of the third round of IRS, the results
show that only one mosquito out of 159 was infected
during IRS intervention (Is=0.0063) and four out of 195
after IRS withdrawal (p= 0.233).

In the control area (Adjara), the sporozoite index was
high during both periods: 0.091 (32/351) in 2010 and
0.039 (31/790) in 2011.

No difference was observed in sporozoite rates before
versus after IRS (data from all sites combined). It is esti-
mated that during the IRS intervention period, each in-
habitant of the four districts would receive an average of
13 infected bites over a period of nine months (April —
December 2010). A similar rate was observed after IRS

cessation with 10.40 infected bites during the same
period (Table 2). When these data are examined by site,
the EIR in Adjohoun and Missérété after IRS withdrawal
was higher than that observed during the IRS interven-
tion period (9 infected bites/person in Adjohoun after
IRS withdrawal against 4 during IRS intervention period;
in Missérété, 15 infected bites/person after IRS with-
drawal against 3 during the intervention). But it was ra-
ther the contrary that was observed in Séme and
Dangbo after IRS cessation (Table 2).

Discussion

Difficult decisions, such as the one to withdrawal IRS
from an area, must be taken by National Malaria Con-
trol Programs when faced with demands that exceeds
the availability of resources for control. Providing an
alternative, proven and effective vector control interven-
tion, such as LLINs, to replace IRS can improve, albeit
not completely, the negative consequences of IRS with-
drawal. The challenge is especially great in situations like
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Ouémé Plateau District, where the transmission season
is long and the entomological inoculation rate is high
[24]. Evaluating the impact of IRS withdrawal and re-
placement with high coverage LLINs to inform this issue
is an important objective of entomology monitoring and
evaluation. The example of IRS withdrawal in Southern
Benin provides a good case in point. It is costly, and dif-
ficult to implement IRS without assistance from external
partners. Nonetheless, this intervention is highly effect-
ive and requires little in terms of compliance from the
community. The problem with IRS is; can it be sustained
independently? In the case of Ouémé there was a con-
certed effort to document the impact of LLINs and to
reissue the population of Ouémé department, as well as
the NMCP that the alternative, universal coverage with
LLINs following withdrawal of IRS, would provide a
similar level of protection from malaria.

However, in this case, entomological indicators of mal-
aria transmission increased significantly after IRS with-
drawal /LLIN distribution. LLINs are proven and
effective, however impact also depends on the existence
of a strong ‘net culture’ in the community. For example,
proper use (compliance with nightly use of sleeping
under nets) and care of nets is a key behavior change
that must take place if LLIN interventions are to be as
effective as IRS. High coverage with LLINs is also neces-
sary. Unfortunately, in this study there was no assess-
ment of LLIN use at the community level to evaluate
how well communities adapted to the unique aspects of
the LLIN.

This study suggests that in Ouémé department mul-
tiple entomologic measures of malaria transmission in-
creased, raising the risk of transmission, at a time when
a new intervention, universal coverage with LLIN, was
introduced, after IRS withdrawal. The HBR increased
following withdrawal of IRS and hanging of LLINs could

not initially be kept during the IRS campaign despite the
distribution of treated nets to every household. Vector
biting density increased in three of the assessment dis-
tricts after withdrawal of IRS (Adjohoun, Dangbo and
Missérété). The lower HBR observed in Sémeé after with-
drawal, an exception to the pattern, could be explained
by the fact that the breeding sites and the An. gambiae
larvae had been washed away by waters from the heavy
rains in that district in 2011. Such a high rainfall was
not observed in the other districts. The HBR drop also
observed after IRS withdrawal in the control area, was
probably due to a higher rainfall in 2010 than in 2011.
This reduction of HBR obtained in the control area may
be due not only to changes in rainfall but also the in-
crease of LLIN coverage, which could contribute to the
reduction of HBR and the sporozoite rate during the
two periods. It can be concluded that the withdrawal of
IRS and distribution of LLINs is associated with an in-
crease in HBR.

HBR in Seme decreased after withdrawal, which con-
tradicts the pattern in the other sites. However, rainfall
in this district was lower after withdrawal than before.
We speculate that this shift in rainfall, not seen at the
other sites, may be responsible for the HBR decrease fol-
lowing withdrawal.

An increase in malaria transmission was observed in
the districts after IRS withdrawal. In Adjohoun and
Missérété, the entomological inoculation rate obtained
after IRS withdrawal (9 months) was significantly higher
(p<0.001) than that obtained during IRS. Such a vari-
ation in the transmission level is probably due to the
high An. gambiae HBR and the large CSP index
recorded after IRS withdrawal.

Compared to Adjohoun, Dangbo and Missérété, mal-
aria transmission remained high in Sémeé during both
periods. But the EIR in this area after IRS cessation was
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Table 2 Entomological inoculation rate (EIR) of An. gambiae observed during IRS campaign and following IRS
withdrawal

During IRS Following IRS withdrawal
(Apr.-Dec. 2010) (Apr.-Dec. 2011)
Localities Variables 3" round 4" round Total EIR/  April- Aug.- Total EIR/ IDR Comparison
of IRS of IRS period July Dec. period EIR/period
(Apr.-Jul.) (Aug.-Dec.)  (Apr.-Dec.) (Apr.-Dec.) 95% IC

Adjohoun central Thorax 4 4 8 0 25 16 41 52 oo p<0.001
area Thorax+ 0 0 0 1 0 1

Is 0 0 0 0.04 0 0.02

EIR 0 0 0 0.04 0 0.02
Adjohoun Thorax 15 10 25 7.33 39 27 66 12.83 1.75 p<0.001
peripheral area Thoraxt 5 0 5 5 1 3 [1.72-1.78]

Is 0.13 0 0.08 005 004 0.05

EIR 0.07 0 0.03 007 003 0.05
Dangbo central ~ Thorax 13 2 15 0 11 9 20 0 1 p=1
area Thorax+ 0 0 0 0 0 0

Is 0 0 0 0 0 0

EIR 0 0 0 0 0 0
Dangbo Thorax 93 14 107 19.29 48 17 65 523 0.27 p<0.001
peripheral area Thorax- 3 1 4 0 1 . [0.27-0.28]

Is 0.03 0.07 0.04 0 0.06 0.02

EIR 0.11 0.04 0.07 0 0.02 0.02
Missérété central  Thorax 12 5 17 0 38 16 54 3.09 o0 p<0.001
area Thorax+ 0 0 0 1 0 1

Is 0 0 0 0.03 0 0.02

EIR 0 0 0 0.02 0 0.01
Missérété Thorax 44 32 76 4.82 45 58 103 2707 561 p<0.001
peripheral area Thorax . 0 . 4 ) 6 [5.53-5.69]

Is 0.02 0 0.01 009 003 0.06

EIR 0.04 0 0.02 015 004 0.1
Semeé central Thorax 80 58 138 3627 121 9 130 25.85 0.71 p<0.001
area Thorax+ 2 0 2 6 0 6 [0.71:0.72]

Is 0.03 0 0.01 0.05 0 0.05

EIR 041 0 0.13 0.2 0 0.1
Semé peripheral  Thorax 73 34 107 1473 166 43 209 744 0.5 [0.5- p<0.001
area 0.51]

Thorax+ 1 0 1 2
Is 0.01 0 0.01 0.01
EIR 0.13 0 0.05 0.06

0
0 0.01
0
Adjara central Thorax 44 83 127 96.01 15 2 17 8.1 0.08 p<0.001
0
0
0

0.03

area Thoraxs 3 6 9 5 [0.04-0.17]
Is 0.07 0.07 0.07 0.13
EIR 045 0.25 036 0.06

0.12
0.03
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Table 2 Entomological inoculation rate (EIR) of An. gambiae observed during IRS campaign and following IRS

withdrawal (Continued)

Adjara peripheral  Thorax 120 104 224

area Thorax-+ 14 9 23
Is 0.12 0.09 0.1
EIR 3.83 05 1.99

53615 516 257 773 1242 0.23 p<0.001
%3 6 29 [0.19-0.28]
004 002 0.04
061 017 046

Thorax +: positive thorax.

Is sporozoitique.

EIR Entomological Inoculation Rate (infected bite/man/night).
IDR Incidence Density Ratio.

IC Confidence interval.

less than that recorded before withdrawal of IRS. This
difference may reflect the high Culicidae nuisance prob-
lem in this area. If nuisance biting was exceptionally
high, compliance with nightly use of nets may have been
better that in other sites. Indeed, after IRS cessation, the
use of LLINs proved successful in reducing malaria
transmission in this area of high anopheline aggressive-
ness. This confirms the work of Kelly-Hope et al. [2]
and Akogbéto et al. [14], that nuisance biting improves
compliance with LLIN use. Moreover, the results of re-
search in Africa showed that vector control by wide-
spread use of LLINSs is a strategy that can reduce malaria
morbidity by 50 to 60% and overall mortality by 20%
[4,25,26].

It is also important to mention some of the limits of
this study namely, the difficulty of comparing longitu-
dinal data without a proper control area where IRS
would have been maintained to control for any
confounding factors such as climatic conditions or the
use of mosquito nets.

The presence of Olyset nets in houses after IRS cessa-
tion did not increase the exit rate of An. gambiae and
Culex spp at all. These results show that the excito-
repellent effect of permethrin on An. gambiae was not
remarkable, probably because of the resistance of this
vector to pyrethroids. These results are reminiscent of
those from N’Guessan et al. [8], which showed a de-
crease in the effectiveness of pyrethroid-treated nets, es-
pecially in Benin.

Conclusion

After IRS withdrawal in Ouémé, an alternative vector
control intervention, LLINs, was provided to all house-
holds in the former IRS target area. However, entomo-
logical monitoring and evaluation results for the year
prior to withdrawal and the year afterwards, indicate
that LLINs did not impact indicators of transmission to
the same level as did IRS. Instead a significant increase
in several measures of transmission was observed follow-
ing IRS withdrawal in most of the sites. The human bit-
ing rate increased in Adjohoun, Dangbo and Missérété
but decreased in Seéme. Also, the decrease in

transmission, observed in the control area (Adjara),
reflected a rainfall pattern than was not characteristic of
the other sites. In summary, IRS cessation resulted in
EIR increase in three of the districts, a decrease in An.
gambiae exophily, and increased vector longevity (par-
ity). The overall increase in measures of transmission
observed following withdrawal of IRS and introduction
of LLINs points to a need for information, education
and communication activities at the community level in
order to reduce the risk of increasing transmission that
may accompany similar changes in vector control strat-
egy. Furthermore there is a need for ongoing monitoring
of transmission, using entomological techniques, follow-
ing withdrawal to IRS in order verify impact and avoid
resurgence of malaria due to differences in the impact of
LLINs on transmission.
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Abstract

Although effective malaria control measures such as long lasting insecticidal nets
have been promoted, relatively little is known about their coverage dimension.
However, usage varies among households, and such variation in actual usage may
seriously limit the potential impact of nets. Moreover, the efficacy of these measures
against An. gambiae in Ouémé department is unknown. The objective of this study
was to investigate LLINs coverage and use, and their efficacy against An. gambiae in
Ouémé department after the mass free distribution. A post survey campaign was
undertaken in January 2011 to assess the effect of campaign six months after LLINS
free distribution in southern Benin. A questionnaire has been provided to heads of
1,600 households randomly selected from four districts. Despite LLINS use reaching
more than 80%, coverage was low at 50.87%. A perforation rate (14%) of Olyset after
only 6 months of use was not low. Bioassays revealed inefficiency of Olyset toward
the local population of An. gambiae only 6 months of use. Free distribution of LLINS
rapidly improved LLINS coverage in communities. The rapid wear observed
associated with low efficiency raises the problem of the choice of impregnated
materials in a context of high vector resistance to insecticides.

Keywords: LLINs, coverage, use, wear, efficacy, An. gambiae, survey.

Introduction

Malaria is a severe public health issue, causing roughly 216 million cases of disease
and 655,000 deaths per year (WHO, 2011). Most victims are children under five living
in sub-Saharan Africa (WHO, 2011). Malaria is transmitted by Anopheles
mosquitoes, and because there is currently no vaccine available, vector control is
one of the most important means of malaria prevention. Long Lasting Insecticidal
Nets (LLINS) are effective tools for malaria prevention and can significantly reduce
severe disease and mortality due to malaria, especially among children under five in
endemic areas (Lengeler, 2004).

In the recent decade, many countries across sub-Saharan Africa are rapidly
increasing insecticide-treated nets (ITNs) coverage through several strategies
including, social marketing (Noor, 2007; Grabwosky, 2007), free distribution to target

groups (Beer, 2010; Grabwosky, 2010), and more recently, free universal population-
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based distribution campaigns target the entire population at risk (Beer, 2010;
Teklehaimanot, 2007). If the results are below what is expected, this is due to several
factors. In addition to the extension of resistance to pyrethroids in malaria vectors
which represents a serious obstacle to the implementation and use of LLINs in Africa
(Corbel et al.,, 2007; Yadouleton et al., 2010), significant problems remain,
endangering the sustainability goals and achievements. Indeed, in recent years, the
National Malaria Control Program (NMCP) in African countries has invested heavily
in the acquisition and distribution of LLINs for malaria control. However, monitoring
the use of these materials is often overlooked.

The use of insecticide-treated nets is a major component of malaria prevention. A
meta-analysis by the Cochrane group of 22 studies that used random sampling
revealed that sleeping under an ITN can decrease the morbidity and the mortality due
to malaria in children under five, respectively by 50% and 17% (Lengeler, 2004). In
communities with ITNs coverage over 60%, a group effect occurs and people who do
not use the ITNs, receive similar protection in comparison with those who use them
(Hawley et al., 2003; Russell et al., 2010). Mass ITN distribution campaigns target all
persons at risk for malaria, particularly in high transmission settings, have the
advantage of rapidly achieved high community-level coverage which benefits
everyone in the community and not just those who own and sleep under nets
(Teklehaimanot, 2007). This strategy also has the potential to achieve equity in
mosquito net ownership and use as shown by a number of studies in different
settings (Noor, 2007; Beer, 2010); however, the level of achievement depends largely
on specific context settings and the effectiveness of the distribution strategy. It is,
therefore, important to assess equity in mosquito net ownership and use after each
mass distribution in a new setting.

Benin is currently engaging in free mass distributions of LLINS, a type of net that is
factory-treated with insecticide and designed to maintain efficacy against mosquito
vectors for at least 3 years. In Ouémé department, after IRS withdrawal in 2011, the
NMCP with the support of USAID, distributed LLINs in July 2011 to the inhabitants of
the areas of this department previously under IRS intervention in order to limit the
recovery of transmission. But the free distribution of LLINS to people is just not for
solving social problems created by the cessation of IRS. The big challenge is their

use by the communities. That is why the first goal of this study was to determine the
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utilization rate of nets distributed. The nets distributed are Olyset, impregnated with
permethrin. However, mosquitoes have developed a strong resistance against this
product. It is for this reason that, after six months of use, we found it important to
determine the effectiveness of Olyset on local populations of An. gambiae. So, we
propose to identify transactions about these nets and their physical integrity, namely
the degree of wear. In addition, the resistance of malaria vectors to pyrethroids
represents a potential liability for the success of vector control programs in Benin. As
the kdr mutation that confers vector resistance to pyrethroids is involved in this
resistance, it is therefore important to know the impact of this mutation on the efficacy
of Olyset currently in use in Benin as part of vector control.

Methods

Study area

The study area is located in Ouémé Department and includes four districts:
Adjohoun, Dangbo, Missérété and Seme (Figure 1), an area of approximately
1000km?. The total population is 310,400. There are approximately 65,000
households with 62,890 children aged 0 to 5 years, spread in 174 villages (INSAE,
2004). In 2010, the cumulative incidence of malaria was estimated at 11.2% and
12.6%, respectively in the Departments of Plateau and Ouémé (MS, 2011). Each
district includes two different settings: the plateau area, characterized by the
presence of temporary mosquito breeding sites and the valley area, characterized by
the presence of permanent mosquito breeding sites associated with numerous pools
and swamps. The entire region is characterized by a sub-equatorial climate, with two
dry seasons (August-September and December-March) and two rainy seasons (April-
July and October-November). The average annual rainfall is 1500 mm with a relative
humidity of 70 = 5% and an average monthly temperature ranging from 23°C to 32
°C.

Sampling

Selection of study sites

We used a sampling plan level by associating each district with a uniform
ponderation, followed by a simple random sample of households. Using probability
proportional size (PPS) sampling methodology, we first selected two boroughs per
district. We then used PPS to select two villages per borough. Thus, the boroughs of

Adjohoun and Déme, Dangbo and Kessounou, Katagon and Missérété,
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Agblangandan and Djrégbé were selected respectively in the districts of Adjohoun,
Dangbo, Missérété and Semeé. The purpose of each of the 2 ponderations is to meet
the requirement of representativeness of our sample.

Sample size

In view of our objectives and the aim to have a good estimation of the parameters
measured by the survey, we decided to visit 96 households per village with a margin
of 5% to compensate for contingencies such as non-response due to errors and
other registration. Thus, 100 households were visited per village, 400 households per
district and a total of 1,600 households for all the study area.

LLIN coverage, use and the degree of wear

Households were interviewed about LLINS ownership and their use as means to
prevent malaria. To evaluate the coverage of Olyset distributed by the NMCP in July
2011, in each district, we determined the number of people who declared having
received Olyset NMCP 2011 and the number of people who do not receive.
According to the principle of one net for two people, the coverage rate was calculated
as the ratio of the number of Olyset NMCP 2011 available in households by the
number of Olyset that should be present.

The evaluation of utilization rate of the Olyset distributed by NMCP in 2011 requires
knowledge of the number of Olyset actually in use in households. People who use
them are those who reported having slept under ITNs the previous night of the
survey. To calculate this rate, we divided the number of respondents reported
sleeping under NMCP Olyset 2011 the previous night over the total number of
respondents who reported having received it. A rate of usage over 80% was
considered satisfactory. In a household, any net hung or not folded meant it has been
used the previous night of the survey, and is supposed to be a net in use.

The physical aspect of each net is evaluated. The number and size of the holes in
the nets were recorded and classified. The holes and tears observed were classified
as (1) small holes size (hole that would allow a thumb to pass through), (II) middle
holes size (more than a hole as in (I) but not large enough to allow a hand to pass
through), (Il) large holes size (hole larger than the fist).

Surveys

The survey was conducted 6 months after the campaign in Ouémeé department in

January 2012 during the dry season. It is a cross-sectional study based on
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guantitative and qualitative questionnaire. The quantitative questionnaire had
targeted to 1,600 individuals, in particular adult male and female heads of
households (family unit). The respondents’ consent was sought and gained by
explaining the aims of the study. The questionnaire was administered to them by
trained interviewers. The questionnaire focused on the knowledge, attitudes and
practices of respondents on the quality of the implementation of LLINS and their use.
Individuals who could not read or write or understand French language were
interviewed in the local language of the Ouémeé region. Direct observations on the
field allowed us to record the types of nets used by communities in the four districts,
their setting, their use and their state after six months of use in order to assess the
physical durability of these nets. The information gained is recorded on a form.
Surveyors identified, counted and examined each type of nets that were found during
the investigation. The purpose of the sociological survey is to assess the state of the
nets in terms of both efficiency and utilization, and to assess the sustainability of the
nets sampled.

Mosquitoes

The susceptible strain “Kisumu” of An. gambiae originate from Kenya and bred in the
insectary of the Entomological Research Centre of Cotonou (CREC) was used for the
bioassays. A local population of An. gambiae collected as larvae and raised to
adulthood in the insectary was also used.

WHO cone assay

Twenty nets (10 Olyset distributed in July 2011 and 10 Permanets which are in use
for 1-2 years: 2009-2010) from the study area were randomly selected and submitted
to the efficacy test (cone test) to verify the presence of insecticide residues on the
fibers. Four other nets (2 new untreated nets, 1 unused Olyset, 1 unused Permanet)
were also tested and used as negative and positive controls.

Cone tests were performed according to the WHO protocol (WHO, 2005). Cones
were placed on different sides of LLINs test: 5-10 young females aged 2-5 days of
Anopheles gambiae Kisumu and wild Anopheles gambiae were introduced into each
cone. Mosquitoes were in contact with the different sides for 3 minutes, then were
removed using an aspirator. Once transferred in sterile cups, they were provided with
sugar solution (sugar solution to 10%) and maintained at 27 + 2°C with a relative

humidity of 80 + 10% for 24 hours to assess delayed mortality. After 24 hours, the
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mortality rates were determined for each strain of mosquitoes. Tests were considered
as invalid and repeated when control mortalities exceeded 20%. When control
mortalities were less than 20%, but exceeded 5%, a correction of mortality was made
using Abbot’s formula (1975). Survivors and dead specimens from field bioassays
were kept in different Eppendorf tubes and passed PCR to find the different
mechanisms involved in the resistance to insecticides.

Knock down resistance (kdr) diagnostic

DNA was extracted from field samples of An. gambiae mosquitoes (survivors and
dead from the cone tests) and was used to genotype samples for the kdr “Leu-phe”
allele, using the PCR-based method of Martinez-Torres et al. (1998).

Data processing and analysis

Data obtained from the survey were checked and recorded using Epi Info version 6
and Microsoft Office Excel 2007 for Windows. Simple descriptive statistics such as
frequency and percentage of variables were computed and cross-tables were
performed using R software version 2.11.1. A chi-square test for the comparison of
proportions was performed to compare the proportions of each variable related to
each region.

Summary procedure base packages of this software were used to perform the
frequency distribution of kdr mutations. Then the Fisher's exact test was used to
compare allele frequencies of kdr mutations in the dead and the survivors. The same
test was used to compare mortality rates observed for the different genotypes. The
level of significance was 0.05.

Ethical clearance

This paper used data from the Ouémé post mosquito net free distribution campaign
survey conducted on the behalf the National Malaria Control Program. Because this
was part of the programmatic activity, ethical clearance was exempted. Informed
consent was obtained from each participant.

Result

Nature of nets recorded

During our survey in the four districts, various kinds of nets were found. The majority
of LLIN recorded were Olyset distributed in July 2011 by the NMCP (59.3%: 998
Olyset from a total of 1682 registered) (Figure 2) and 2% of other Olyset. LLINs like

PermaNet (20.9%) and some unidentified but treated nets (17.8%) were also found.
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In the district of Seme, the distribution rate of Olyset NMCP reported is low: 15.6%
against 29.6% in Adjohoun, 26.1% in Dangbo and 28.5% in Missérété district (Figure
2).

Household LLIN coverage and use

Table 1 shows the coverage rate of Olyset distributed in July 2011 in the four
districts. In total, 1996 Olyset should be distributed to 3924 people (children and
adults). Thus, 50.87% of this population has received the new Olyset meaning 1
Olyset for 1.9 person. In Adjohoun and Missérété districts, the rate was higher,
respectively, 70.14% (1 Olyset for 1.4 person) and 60.90% (1 Olyset for 1.6 person).
However, the coverage rate was low in Dangbo district (47.93%: 1 Olyset for 2.1
persons) and very low in Semeé (29.57%: 1 Olyset for 3.4 persons). But in these two
latter districts, if we took into account the other nets available before the distribution
campaign in July 2011, the coverage would be improved: 1 Olyset for 1.16 person in
Seme (86.06%) and 1 Olyset for 1.33 person in Dangbo (75.30%). Among 998 Olyset
distributed, 816 were regularly used. The usage rate was 81.76% (Figure 3). This
rate was high in all localities visited except Missérété where it was less than 80%
(Figure 3).

Households LLIN position and location

In Adjohoun, Dangbo and Seme districts, more than 82% of Olyset NMCP received
by the populations were in use. But at Missérété, the percentage of Olyset in use was
lower (below 70%) (Table 2); 92.35% of the Olysets NMCP not in use were stored.
Overall, in all 4 districts, 81.68% of Permanets and other types of Olyset were in use.
Wear on Olyset after 6 months of use

After six months of use, 14% of Olyset NMCP were found with tears and holes
(Figure 4). The frequency of mosquito holes varied from one district to another:
4.91% in Missérété, 10.81% in Adjohoun, 18.59% in Seme and 24.52% in Dangbo
(Figure 4). Of the 139 Olyset found with holes, 557 holes were recorded average 4
holes per Olyset. The holes of size I, Il and Il represent respectively 27.11%, 41.29%
and 31.60% of all the holes. In Adjohoun and Missérété districts, holes size Il were
the most recorded, respectively 55.23% and 75.51% (Figure 5). In both districts,
there was a significant difference between the frequency of these holes and the holes
of size | and Il (p <0.05). In Sémé, the frequency of holes size Il (47.15%) on the
Olyset NMCP was significantly higher than the holes size Il (33.33%) and size |
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(19.52%) (p <0.05). But in Dangbo, frequencies of holes size | (37.5%) and size Il
(34.37%) were almost the same (p> 0.05) and were significantly higher compared to
the frequency holes size 1l (p <0.05) (Figure 5).

Effectiveness of Olyset after 6 months of use

More than 400 specimens of An. gambiae Kisumu (susceptible reference strain) were
exposed to Olyset after 6 months of use. Most Olyset tested were effective. However,
one of them (1/10) gave a mortality rate less than 80%, the threshold of bio-efficacy
of ITNs on susceptible mosquito strains (Figure 6). However, for the other types of
nets that were in use for more than 6 months, especially mosquito nets of type
Permanet 2.0, the mortality rates of An. gambiae Kisumu were below 65.12% (Figure
7). With the resistant population (local An. gambiae), there was a remarkable decline
in the effectiveness of two types of nets (Olyset NMCP and Permanet). The mortality
rate recorded was between 0 and 36.36% for Olyset after 6 months of use (Figure 6),
and between 0 and 11.76% with Permanets in use for 2 years (Figure 7).

Kdr genotyping

The allele frequency of the kdr mutation in the tested population (154 individuals,
including 26 deaths and 128 live) was 90.26%. The frequencies in dead and alive
mosquitoes were respectively 94% and 89.53%. No significant difference in allele
frequency of this mutation was observed between dead mosquitoes and those alive
(p = 0.4752) (Table 3). As the kdr mutation is recessive, we grouped the genotypes
SS and RS and we compared the mortality rates observed in these individuals with
those observed in individuals with genotype RR. The mortality rate of mosquitoes RS
and SS genotype was 10%, and 17.74% for RR genotype. These rates were not
significantly different (p = 0.45) (Table 4).

Discussion

The large-scale introduction of LLINs has become a priority for malaria prevention.
Access to universal coverage of LLINs and proper use of these nets are a challenge
for an effective control against malaria in sub-Saharan Africa. Many countries are
already investing in the free distribution of mosquito nets. Actually, the overall
coverage is below the WHO target to reach at least 80% of people at risk or suffering
from malaria (WHO, 2008). According to a study by the UNDP (United Nations,
2009), the success in achieving the objective of the sixth MDGs (Objective of the

Millennium Development Goals) and other global targets for malaria depends on
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public awareness about the value of human health, the use of treated mosquito nets
and the provision of effective access to nets.

This survey showed that the Olyset LLIN average coverage in the department of
Ouémeé in 2011 is generally good with a rate of 50.87% (one Olyset for 1.9 person),
which corresponds to the expectations of the NMCP. But, the Olyset coverage rate
was especially low in Dangbo (1 Olyset for 2.1 persons) and very low in Seme (1
Olyset for 3.4 persons). In 2001, before the national campaign distribution of LLINS in
southern Benin, only 4.3% of homes owned an ITN and 2.4% of children under 5
were sleeping under insecticide treated nets (Kinde-Gazard et al., 2004). The
significant increase in coverage after the distribution of LLINS campaigns is quite
logical and has been previously recognized (Matovu et al., 2009, Skarbinski et al.,
2007; Thwing et al., 2008). However, the coverage rate obtained is lower than those
observed in households in Kenya (68%), Niger (70%) and Mali (81%) after the
national campaign distribution (Hightower et al., 2010; Thwing et al.,, 2008;
Cervinskas et al., 1997).

The use of Olyset in turn is better in the whole population (81.76%) except Missérété,
where the Olyset use is lower than 80% (74%). This high use of LLINs observed
among populations of the four districts during the dry season can be explained by the
presence of permanent breeding spots and swamps in those areas, causing a
permanent nuisance of Culicidae. These rates are higher than those recorded by
Ahorlu et al. (1997) and Toe et al. (2009) in previous studies in West Africa during the
same period (dry season). Indeed, these studies that were conducted in Ghana and
Burkina Faso showed that people were less motivated to use the nets during the dry
season with high temperatures at night.

The physical barrier provided by LLINs is very important. It is the first factor of
personal protection against mosquito bites and we must ensure that they retain this
physical integrity. Adjohoun, Dangbo and Sémé showed that more than 10% of
Olyset were torn after only 6 months of use, so there is an accelerated degradation of
nets fiber. The degradation was increased in areas where lake water is permanently
available (Adjohoun, Dangbo and Séme). The proximity with water and high
anopheline densities are some of the reasons of the extensive use of nets and their
regular washing. LLINs fibers were thereby weakened and this reduces their

durability. Indeed, when children urinate or oil stains nets, these nets were
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systematically washed. In other hand, in some communities, another factor
contributing to accelerate the degradation of LLINs are the types of beds (the racks)
and the use of burning lamps. The degradation is less pronounced in Misséréte.
Indeed, in this locality, nets sustained less pressure due to the lower use rate in
comparison with the other districts. In a sociological study conducted in 2005 in the
framework of Pal + program, residents of Kétonou, a district of high nuisance of
mosquitoes like Dangbo and Séme located along lake Nokoué, said that in their area,
people “eat and sleep” in nets. If this statement is true, it shows the frequent contact
that might exist between man and mosquito net in some environments. The results of
the sociological survey at that time showed more than 95% of the population
regularly used their nets. Additional nets were also available for visitors.

The percentage of holed LLINs and the size of their holes vary from one district to
another. The presence of large holes constitutes a big problem because according to
Hill et al. (2006), once LLINs are holed, they lose their protection. But, to reinforce the
effectiveness of holed LLINs and to increase then lifetime, we suggest to provide
repair kits to communities to repair with large holes. Preliminary works showed that
ITNs were effective even if they were holed. Nowadays, due to the high level of
resistance of mosquitoes to insecticides, these data must be updated.

In our study area, the acceptability of LLINs is good. The majority of LLINs distributed
by the NMCP were found hung in households. The LLINs which were not found hung
were stored or given to other family members. This observation was also done in
Niger (Thwing et al., 2008).

The results obtained in this study show a low efficacy of Olyset against wild
population of An. gambiae. As a matter of fact, the mortality rates observed after
exposure specimens of wild An. gambiae to Olyset were very low, confirming the
resistance of these mosquitoes to pyrethroids previously reported by several authors
(Akogbéto and Yacoubou, 1999; Etang et al., 2003; Corbel et al., 2007; Yadouléton
et al., 2010). These low mortality rates are due to fact that pyrethroids affect sodium
channel and vectors carrying the kdr mutation. This target is changed and the
insecticide is no longer the channel’s specific receptor and therefore cannot act.
However, the dead mosquitoes were nevertheless recorded among the individuals
carrying the kdr mutation, indicating that this is probably not the only port of the kdr

mutation that determines the resistance of vectors. It was shown that other
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mechanisms, including enzymatic mechanisms were involved in this resistance
(Djouaka et al., 2008). If this decrease in efficiency was related to the resistance, it
also is possible that the demand of LLINs in the tropics cause a decrease of rigor of
the production control of these LLINs before leaving industries. In addition, some
sampled nets stay long in health facilities in inadequate conditions before being used.
During this long period, it is possible that the active ingredient in the insecticide
content lost some of its effectiveness.

Permanets inefficiency, one to two years after their use, may be due not only to their
usage time but also to some wash soaps used by recipients. In fact, the majority of
Permanets removed (9/10) were washed with detergents (Kogui and Klin) since their
acquisition. However, previous studies showed that some washing soaps have a
negative impact on the effectiveness of insecticide-treated nets (Azondékon et al.,
2007 unpublished).

The results of this study relativize the idea of the concept of "long-lasting” of nets
under field conditions. Indeed, a perforation rate (14%) of Olyset after only 6 months
of use was not low. One wonders if it is the material used in the manufacture of the
net that is in question, or the early perforations are due to a lack of care and
maintenance in households. Nets were distributed free of charge to people regularly
and could be considered as a vulgar tool and lose their value. The rapid wear
associated with low efficiency raises the problem of the choice of materials
impregnated in a context of high vector resistance to insecticides. Each year, we
propose a new formulation of insecticide solution to control resistant mosquitoes or a
new type of ITN with longer duration of action. But on the field, new tools behave as
much the same way as the previous tools.

Conclusion

Overall, access to universal coverage based on one Olyset for two people during the
distribution of LLINs in July 2011 was reached in the department of Ouémé. Taking
into account other nets rather than Olyset, this access is exceeded. However, in
Seme and Dangbo districts, Olyset NMCP coverage is not complete. It is interesting
that the NMCP review its strategy of distributing nets to bring all districts towards
universal coverage. The results show a decrease in efficacy of Olyset towards the
local mosquito populations after only 6 months of use. The concept of LLINs as

defined by the designers did not take into account certain realities of mosquito
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resistance to insecticides and the various pressures that may undergo the use of nets
in communities.

Today, LLINs are freely given to the public in many countries. This gratuity certainly
improves their possession but does not guarantee effective home use. It is the
awareness and involving of the social human potential that can yield results beyond
our expectations and induce the perpetuation of the use of mosquito nets at the

community level.
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Table 1: Coverage rate of Olyset NMCP per district

N Olyset
NMCP
which
Olyset N should be Coverage Coverage
Other NMCP Other people distributed rate (%) rate (%) /
Districts Boroughs Olyset () nets Permanet Total Visited (Ix2) &95% CI district
ADJOHOUN Adjohoun 1 198 25 32 256 568 396 69,72 [66 73] 70,14
Deme 7 98 26 42 173 276 196 71,01 [65 76]
Dangbo
DANGBO Centre 5 96 16 59 176 499 192 38,4834 42] 47,93
Kessounou 3 165 35 31 234 590 330 55,93 [52 60]
MISSERETE Katagon 0 88 21 38 147 405 176 43,46 [39 48] 60,90
Missérété 0 197 20 25 242 531 394 74,20 [70 77]
SEME Djregbe 17 59 120 25 221 497 118 23,74 [20 27] 29,57
Agblangandan 0 97 37 99 233 558 194 34,77 [3138]
Total 33 998 300 351 1682 3924 1996 50,87 [49 52]
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Table 2: Position and place of nets in households per district

Position of LLINs Place of LLINs
o suspended unsuspended
Types of nets Localities i
N % & IC 95% Suitcase On rope Total
82,77 [77,98-

Adjohoun 245 86,90] 47 4 51

Olyset NMCP Dangbo 225 86,54 [81,78-90,44] 32 3 35
Missérété 194 68,07 [62,31-73,45] 86 5 91
Seme 137 87,82 [81,63-92,51] 16 3 19
Adjohoun 8 100 [63,00-100,0] 0 0 0
Dangbo 8 100 [63,00-100,0] 0 0 0

Other Olyset ]
Missérété 0 0 0 0 0
Seme 14 82,35 [56,57-96,20] 3 0 3
Adjohoun 59 79,73 [68,78-88,19] 13 2 15
Dangbo 81 90 [81,86-95,33] 9 0 9

Permanet )
Misséréte 50 79,37 [67,30-88,53] 12 1 13
Seme 107 86,29 [78,96-91,81] 17 0 17
Adjohoun 47 92,16 [81,12-97,82] 2 4
Dangbo 48 94,12 [83,76-98,77] 3 0
Others
Missérété 25 60,98 [44,50-75,80] 16 0 16
Séme 125 79,62 [72,46-85,62] 30 2 32
81,68 [79,74-
Total 1373 83,50] 286 (92,86%) 22 (07,14%) 308

N: number; IC: Confidence interval.
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Table 3: Allele frequencies of the kdr mutation observed in An. gambiae (dead and

survivors) after exposure to Olyset

Status of
mosquitoes Kdr mutation

Total RR RS SS Frequencies (%) p
Survivors 129 102 27 0 89,53 0,48
Dead 25 22 3 0 94
Total 154 124 30 0 90,26

Table 4: Mortality rate of Anopheles gambiae exposed to Olyset according to

genotypes for the kdr mutation

Genotypes N tested N dead Mortality rate (%) p
RR 124 22 17,74 0.45
RS+SS 30 3 10,00
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Figure 1: Map of study area
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Figure 2: Frequency of types of nets faced by district
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Figure 4: Frequency of nets holes in the different districts
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Figure 6: Mortality rate of Anopheles gambiae Kisumu (susceptible strain) and An.
gambiae local population (resistant strain) observed after 24 hours and after 3 min

exposure to Olyset NMCP withdrawn from the study areas.
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Abstract

Background: In Benin, Indoor Residual Spraying (IRS) and long-lasting insecticidal nets (LLINs) are the cornerstones
of malaria prevention. In the context of high resistance of Anopheles gambiae to pyrethroids, The National Malaria
Control Program (NMCP) has undertaken a full coverage of IRS in a no-flood zone in the Oueme region, coupled
with the distribution of LLINs in a flood zone. We assessed the impact of this campaign on phenotypic resistance,
kdr (knock-down resistance) and ace-17 (insensitive acetylcholinesterase) mutations.

Methods: Insecticides used for malaria vector control interventions were bendiocarb WP (0.4 g/mz) and
deltamethrin (55 mg/m?), respectively for IRS and LLINs. Susceptibility status of An. gambiae was assessed using
World Health Organization bioassay tests to DDT, permethrin, deltamethrin and bendiocarb in the Oueme region
before intervention (2007) and after interventions in 2008 and 2010. An. gambiae specimens were screened for
identification of species, molecular M and S forms and for the detection of the West African kdr (L1014F) as well as
ace-1% mutations using PCR techniques.

Results: The univariate logistic regression performed showed that kdr frequency has increased significantly during
the three years in the intervention area and in the control area. Several factors (LLINs, IRS, mosquito coils, aerosols,
use of pesticides for crop protection) could explain the selection of individual resistant An. gambiae. The Kdr
resistance gene could not be the only mechanism of resistance observed in the Oueme region. The high
susceptibility to bendiocarb is in agreement with a previous study conducted in Benin. However, the occurrence of
ace-1% heterozygous individuals even on sites far from IRS areas, suggests other factors may contribute to the
selection of resistance other than those exerted by the vector control program.

Conclusion: The results of this study have confirmed that An.gambiae have maintained and developed the
resistance to pyrethroids, but are still susceptible to bendiocarb. Our data clearly shows that selection of resistant
individuals was caused by other insecticides than those used by the IRS and LLINS.
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Background

Anopheles gambiae Giles (Diptera: Culicidae) is the
major malaria vector in West Africa. In Benin it mainly
transmits Plasmodium falciparum which is responsible
for malaria [1]. An.gambiae exists in two distinct mole-
cular forms, referred to as ‘M’ and ‘S’ based on the var-
iation observed in molecular markers [2]. In sub-
Saharan Africa, insecticide treated nets (ITNs) and
indoor residual insecticide spraying (IRS) are the corner-
stones of malaria vector control [3]. These vector con-
trol methods aim to reduce morbidity and mortality
caused by malaria. ITNs and IRS have each been shown
to be highly effective methods of malaria vector control
in their own right. A recent review of the evidence of
cost and consequences of large-scale vector control for
malaria concluded that both ITNs and IRS are highly
cost effective vector control strategies [4]. ITNs have
been the mainstay of vector control in many countries
in which the disease is endemic and where infrastruc-
ture limits or precludes the implementation of IRS [5].
Unfortunately the resistance of An.gambiae to insecti-
cides used for malaria vector control has occurred. This
resistance has been associated with all insecticidal com-
pounds used for insect vectors of human disease, includ-
ing African malaria vectors [6]. The ongoing spread of
insecticide-resistant genes, such as the well-character-
ized kdr mutations [7,8] in populations of the major
African malaria vectors, An. gambiae and its sibling spe-
cies An. arabiensis [9-12], can seriously jeopardize the
efficacy of vector control programs [13]. It has been
shown that in West and West-Central Africa, the
L1014F allele was frequent in the S molecular form of
An. gambiae [9,14,15], whereas only few M form popu-
lations from the gulf of Guinea presented kdr-w alleles
at low frequencies [14,15], except in a few urban and
peri-urban coastal areas where it reached high frequen-
cies [16,17]. Several recent studies conducted in Benin
[18-21] have also indicated that An.gambiae is highly
resistant to pyrethroids and DDT, but not to bendio-
carb. It is in this context that the National Malaria Con-
trol Program (NMCP) has undertaken a full coverage of
the IRS in no-flood zones in the Oueme region coupled
with the distribution of mosquito treated nets in flood
zones. In the situation of vector resistance to pyre-
throids, the ability to use other families of insecticides is
one of the alternatives available for the malaria vector
control. Thus, bendiocarb WP, which gave good results
in experimental huts [20], was chosen by the NMCP for
the IRS at the community level. Following the first
spraying campaign implemented (July/August 2008),
three other cycles (March/April 2009, March/April
2010, July/August 2010) of treatment were conducted in
the Oueme region. Despite the residual activity of
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bendiocarb which was 4 months on cement surfaces
[20], the number of rounds in 2008 and 2009 was
dependent on financial resources available. IRS was not
implemented in the flood zone because of the presence
of water bodies, which could be at risk of contamination
by insecticides. Therefore, 48,819 LLINs (Long-Lasting
Insecticidal Nets, Permanet 2.0) were distributed to
47,524 households, with particular attention to children
under-five and pregnant women, in October 2008 and
May 2009. A quantity of 35,120 kg of deltamethrin
100% (719.4 mg per net) was contained in 48,819 LLINs
distributed in the flood zone. For house spraying, a total
of 128,132 kg of bendiocarb 80% was sprayed onto the
walls of 166,910 human dwellings to protect a popula-
tion of 512,491 in a no-flood zone.

Under these conditions, it is possible that the level of
initial resistance has changed. Elsewhere in East Africa,
no selection effect from the long-term use of ITNs on
phenotypic resistance was noticed [22,23], whereas other
studies reported a rapid increase of kdr mutation after
four years of ITNs community use in Kenya [24] and in
Equatorial Guinea [17] following a large-scale insecticide
residual spraying (IRS) program. There was a similar
case in West Africa, where an increasing Leu-Phe
knockdown resistance mutation in Anopheles gambiae
from Niger following a nationwide long-lasting insecti-
cide-treated nets implementation at the end of 2005
[25] was reported. Other studies have shown the effect
of insecticide treated nets (ITNs) with pyrethroids on
An. gambiae populations and the possible selection of
kdr alleles either in laboratory experiments [26] or
experimental huts trials [27]. In Benin, the susceptibility
levels of populations of An. gambiae to carbamates and
organophosphates, the association of the reported high
kdr frequency with the resistance phenotype, and the
occurrence of other possible mechanisms of resistance
are poorly understood. The present study aimed to
report the first case of the impact of the three years of
large scale of IRS and LLINs interventions on phenoty-
pic resistance, kdr and ace-1* alleles in natural popula-
tions of An. gambiae s.l. from southeast Benin. The
results provide crucial information about potential
effects of wide-scale IRS and LLIN coverage on kdr and
ace-1" mutation selection and possible effects on pheno-
typic resistance to deltamethrin and bendiocarb in order
to improve the malaria vector control programs.

Methods
Study area
The study area is located in the Southeast of Benin
(West Africa) and includes four districts of the Oueme
region: Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme (Figure
1). The four districts covered 977 km? and an estimated
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Figure 1 Map of the study area.

64,799 households. Oueme region has a sub-equatorial
type climate with a monthly average temperature ran-
ging from 20°C to 34°C and an annual average rainfall
between 1,300 and 1,700 mm. Malaria transmission is
stable in the Oueme region, which is irrigated by the

river Oueme, Lake Nokoue and the lagoon of Porto-
Novo. These streams determine two ecological zones in
the Oueme region: a plateau zone and a flood zone. In
the present study, the plateau zone is referred to as the”
IRS area”, and the flood zone is called “LLIN area”. An
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estimated distance between 5 and 7 km separated the
plateau and the flood areas. This distance was sufficient
enough to prevent migration of mosquitoes from one
area to another. The density of the human population
was as high in IRS areas as in the flood zone, so that
mosquitoes do not need to fly far away for blood feed-
ing [28]. According to RTI, the coverage rate of IRS was
more than 90% for each of the first three rounds.

In a context where universal access to LLINs was pro-
moted, it was not easy to find a good control area. How-
ever, Porto-Novo, an area that presents the same
ecological and geographical characteristics as the four
districts mentioned above was chosen as control.

There is no IRS and free distribution of LLINs in
Porto-Novo. Nevertheless some people who had bed
nets, especially children and pregnant women, used
them, but the proportion of consistent users was low.
Before IRS implementation and the free distribution of
LLINSs, a baseline study of phenotype resistance with kdr
and ace-1® frequencies in An.gambiae populations was
carried out in the study area. The baseline data is
shown here for a comparison before and after
interventions.

Insecticides used for IRS and ITNs

Bendiocarb 80%WP (Wettable powder) was selected for
spraying onto the walls in IRS area. The application
dose was 0.4 g/m” of bendiocarb on walls of houses.
The four applications were implemented by volunteers
selected from the local community and trained by the
Research Triangle Institute (RTI) team, the implement-
ing partner of the U.S. Agency for International Devel-
opment. Nets distributed in the flood zones (LLIN area)
were PermaNet 2.0. PermaNet 2.0 is a WHO recom-
mended polyester LLIN coated with the pyrethroid del-
tamethrin to a target dose of 55 mg/m? (+ 25%).

Study design and mosquito collections

The mosquito sampling was conducted before the
implementation of the IRS and LLIN free distribution,
to provide baseline data on kdr and ace-1% mutation fre-
quency, whereas other collections were carried out dur-
ing two years after interventions (in 2009, 13 months
after the first round of IRS and 11 months after the first
LLIN distribution; in 2010, 24 months after the first
round of IRS and 23 months after the first LLIN distri-
bution). To carry out this sampling, four villages, includ-
ing two in the IRS area and two in the LLIN area were
randomly selected in each district and two human
dwellings were chosen per village for mosquito collec-
tion using human landing catches (HLC). Similarly, four
villages were chosen in the control area that had
received no intervention (two as IRS control area and
two as LLIN control area). Adult mosquitoes were
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collected twice a month with one collector located
inside and another outside in each village. Mosquito col-
lections were carried out twice a month, during three
months in the wet season (September to November) in
2007, 2009 and 2010. The same human dwellings were
used for HLC during the study and their characteristics
were the same throughout the study. Female An. gam-
biae species were morphologically identified using mor-
phological keys [29] and put into microtubes with
dessicant, and then stored between -20 and -28°C in the
laboratory before processing. Additionally in the same
period of wet season in 2007, 2009 and 2010, some lar-
val samples were simultaneously collected. Ten of the
previous villages including two in each district of
Dangbo and Misserete IRS area, two in each district of
Adjohoun and Seme LLIN area, two in the control area
were taken into account. In each village selected An.
gambiae larvae and pupae were collected using the dip-
ping method on several breeding sites (brick pits, pools,
marshes, streams, ditches, pits dug for plastering tradi-
tional huts, puddles of water, water pockets caused by
the passage of cattle and gutters) near human dwellings
where the conditions of blood meals are available for
Anopheles. The larvae and pupae were kept in separated
labeled bottles related to each locality. Some of the lar-
val samples were reared up to adult emergence at the
CREC (Centre de Recherche Entomologique de Coto-
nou, Benin) insectary under standard conditions (25 +
2°C; 80% + 4%: Relative Humidity), for further bioassay
tests. A strain of An. gambiae (Kisumu) was used as
reference strain to compare the susceptibility levels of
the field populations.

Species identification

All mosquitoes collected by HLC and all live and dead
specimens of An. gambiae from the bioassay test were
subjected to the An. gambiae species specific PCR assays
for species identification [30]. Aliquots of DNA
extracted from PCR positive specimens of An. gambiae
s.s. were subjected to PCR assays for identification of
the molecular ‘M’ and ‘S’ forms [31].

PCR detection of the kdr and ace.1® mutations
Polymerase chain reaction diagnostic test for detection
of kdr “Leu-phe” mutation was carried out on An. gam-
biae mosquitoes as described by Martinez-Torres et al.
[7]. The PCR-RFLP diagnostic test was used to detect
the presence of G119S mutation (ace.I® gene) as
described by Weill et al. [32].

Insecticide susceptibility test

The insecticide susceptibility test was carried out before
and after the interventions in two districts (Dangbo and
Misserete) of the IRS area and in two others districts
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(Adjohoun and Seme) for the LLIN area. Female mos-
quitoes aged 2-5 days old were exposed to diagnostic
doses of various insecticides for susceptibility tests using
insecticide-impregnated papers, as described by the
standard WHO testing protocol [26]. The following
insecticides were tested: deltamethrin (0.05%), perme-
thrin (0.75%), DDT (4%) and bendiocarb (0.1%). The
emphasis was also put on deltamethrin, because of a
distribution of PermaNets by the NMCP in the swampy
area. The use of DDT is justified by the detection of
cross-resistance between pyrethroids and organo-chlor-
ine in Anopheles populations [9]. Bendiocarb (carba-
mate) was the insecticide used in the IRS area situated
far from flood zone. For each district, five test tubes
were used: one untreated paper as a control and four
treated papers to expose mosquitoes. Control tubes con-
tained filter papers impregnated with silicon oil (insecti-
cide carrier) only, whereas treated papers were
impregnated with diagnostic doses of insecticide plus
carrier. An average of twenty-five mosquitoes were
introduced into each tube. Females of An. gambiae used
in this study were exposed for one hour to insecticide-
treated papers and monitored at different time intervals
(10, 15, 20, 30, 45, 60 minutes) to record the “knock-
down” times. After 1 hour exposure, mosquitoes were
transferred into holding tubes and provided with cotton
wool wet with a 10% honey solution. Mortalities were
recorded after 24 hours and the susceptibility status of
the population was graded according to the WHO
recommended protocol [33]. Dead and surviving mos-
quitoes from this bioassay were kept separately in Car-
noy solution at -20°C for further molecular
characterization.

Statistical analysis

Using R software version 2.11.1 [34], a univariate logistic
regression, was performed with kdr frequency as the
dependent variable and the year as a covariate with
ANOVA test to determine the association of kdr fre-
quency (dependent variable) on the one hand with the
localities and also with the years 2007, 2009 and 2010
(covariates) on the other hand. This regression has also
been used to appreciate the kdr frequency in the inter-
vention areas compared to the control areas. This was
the same to test the association between mortality rates
(dependent variable) to insecticides and localities (cov-
ariates). The ANOVA test was used to assess this asso-
ciation. The Wald test has been used to compare kdr
frequency and mortality rates in the intervention areas
with the control areas. To compare the ace-1 frequency
between the intervention areas and the control areas we
used the Fisher exact test (Genepop software) [35] as
the gene is rarely observed in mosquitoes tested. Simi-
larly the comparison of the kdr and ace-1 frequencies
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from one year to another in each locality was performed
using Fisher’s exact test and chi-square test. A Kendall
correlation test was used to study the correlation
between mortality rates and survivors to deltamethrin
with kdr frequency. The significance level was set at 5%.

Ethical approval

This study received the approval of the Ministry of
Health and the National Ethics Committee. The volun-
tary mosquito collectors gave their consent before parti-
cipating in the study. They were also subjected to
regular medical check-ups with preventive treatments of
malaria. They were all vaccinated against yellow fever.

Results

Species and molecular forms of Anopheles gambiae
Species and molecular forms of An. gambiae s.1. col-
lected from 2007-10 by HLC are shown in Table 1. Dur-
ing this study, An gambiae s.s was the only member
identified in the An. gambiae complex. The analysis
showed that all An. gambiae s.s collected were molecu-
lar M form. No S form was found during the study
period.

Kdr and ace.1® frequencies in An. gambiae s.1. collected
by HLC

The kdr mutation was the main mechanism of pyre-
throid resistance identified in all localities from 2007 to
2010. Univariate logistic regression, performed with kdr
frequency as the dependent variable and year as a cov-
ariate with ANOVA test, showed for the whole IRS
area, that the kdr frequency was associated with the
time (p < 0.05) and decreased significantly in 2009 com-
pared to 2007 (OR = 0.756 < 1; p < 0.05). However, it
has increased significantly in 2010 compared to 2009
(OR = 8.120 > 1; p < 0.05). Conversely, in the LLIN
area, the increase in kdr frequency was not significant in
2009 compared to 2007 (OR = 1.295 > 1; p > 0.05) but
it was significant in 2010 compared to 2009 (OR =
5.107 > 1; p < 0.05). Indeed, the kdr gene frequencies
observed were similar in 2007 and 2009 in Dangbo, Mis-
serete, Adjohoun and Seme LLIN area but had signifi-
cantly increased in 2010 (Table 1). In the control area
the level of kdr gene frequencies was very high and
stable from 2007 to 2010 (p > 0.05). The ace-1% muta-
tion was 0% from 2007 to 2009 in all localities. But in
2010, heterozygous (RS) individuals of ace-1* mutation
were detected in all localities 24 months after the first
round of IRS, except in Adjohoun, Seme LLIN and con-
trol LLIN. This variation (0-13%) was significant in
Seme IRS in contrast to insignificant increase (p > 0.05)
noticed in the localities of Control IRS, Dangbo IRS,
Misserete IRS and Dangbo LLIN. A univariate logistic
regression with ANOVA test showed that the increase



Padonou et al. Parasites & Vectors 2012, 5:72
http://www.parasitesandvectors.com/content/5/1/72

Page 6 of 11

Table 1 Species identification, molecular forms, kdr and ace-1"frequencies in An.gambiae s.l. collected by HLC

Species Molecular forms kdr mutation ace.1® mutation
(M form) (M form)
Localities Years N Ag M form RR RS SS kdr f RR RS SS ace.1?

Control IRS 2007 22 22 22 20 2 0 0.95° 0 0 22 0?
2009 21 21 21 18 3 0 092° 0 0 21 0?

2010 39 39 39 35 04 0 0.95° 0 5 34 0.06
Adjohoun IRS 2007 74 74 74 28 34 12 061° 0 0 74 0°
2009 122 122 122 48 56 18 062° 0 0 122 0?
2010 24 24 24 21 3 0 0.94° 0 0 24 0?
Dangbo IRS 2007 150 150 150 85 59 6 0.76° 0 0 150 0?
2009 263 263 263 133 115 15 0.72° 0 0 263 0?

2010 68 68 68 65 3 0 098° 0 4 64 003°
Misserete RS 2007 89 89 89 58 31 0 0.83° 0 0 89 0°
2009 129 129 129 86 35 8 0.80° 0 0 129 0?

2010 46 46 46 43 3 0 0.97° 0 2 44 0.02°
Seme IRS 2007 122 122 122 109 1 12 0.90° 0 0 122 0?
2009 190 190 190 143 17 30 0.80° 0 0 190 0?

2010 22 22 22 19 3 0 0.93° 0 6 16 0.13°
Control LLIN 2007 150 150 150 110 40 0 0.87° 0 0 150 0°
2009 101 101 101 90 11 0 0.95° 0 0 101 0°
2010 43 43 43 38 5 0 0.94° 0 0 43 0?
Adjohoun LLIN 2007 52 52 52 14 30 8 0.56 0 0 52 0?
2009 24 24 24 8 16 0 067° 0 0 24 0?
2010 17 17 17 15 2 0 0.94° 0 0 17 0?
Dangbo LLIN 2007 124 124 124 66 54 4 0.75° 0 0 124 0°
2009 96 96 96 50 40 6 0.73° 0 0 96 0°

2010 58 58 58 55 3 0 0.97° 0 3 55 0.02°
Seme LLIN 2007 72 72 72 60 0 12 0.83° 0 0 72 0?
2009 44 44 44 31 12 1 0.84° 0 0 44 0?
2010 7 7 7 7 0 0 12 0 0 7 0?

Ag: An. gambiae; kdr f: kdr frequency; ace.1 ¥ f: ace.1 ¥ frequency. Numbers in the same column sharing the same superscript do not differ significantly (p > 0, 05)

of kdr frequencies is associated with the intervention
areas and similarly with the control area (p < 0.05). As
the ace-I1% allele was rarely observed in mosquitoes
tested, the Fisher exact test, revealed that the ace-I* fre-
quency was similar in the intervention communities
compared to the control area (p > 0.05).

Insecticide susceptibility

The susceptibility of adult mosquitoes (reared from lar-
val collection) to permethrin (0.75%), deltamethrin
(0.05%), DDT (4%) and bendiocarb (0.1%) from 2007-10
is presented in Figure 2. The resistance status of the
mosquitoes was based on the decrease in the mortality
rates according to WHO criteria. From 2007-10, the
susceptible strain Kisumu of An. gambiae displayed
mortality rates above 98% for the 4 insecticides tested
(Figure 2). The 24 h post-exposure mortality rate of An.
gambiae s.| from all localities showed resistance to

DDT, permethrin and deltamethrin. In contrast, these
mosquitoes were highly susceptible to bendiocarb with a
mortality rate more than 99% (Figure 2). Univariate
logistic regression, performed with mortality rate as the
dependent variable and localities as a covariate with
ANOVA test, showed that the phenotypic resistance to
DDT and pyrethroid was associated with the localities
(p < 0.05). Indeed, logistic regression performed, showed
a decrease of mosquito

susceptibility for permethrin (OR = 0.70 [0.51 - 0.95]),
p < 0.05), deltamethrin (OR = 0.27 [0.15 - 0.51]), p <
0.05) and DDT (OR = 0.16 [0.11-0.24]), p < 0.05) in
Seme LLIN and for DDT (OR = 0.54 [0.39 - 0.75]), p <
0.05) in Adjohoun LLIN. This finding was similar to
Misserete IRS for permethrin (OR = 0.53 [0.39 - 0.72]),
p < 0.05), deltamethrin (OR = 0.27 [0.15 - 0.51]), p <
0.05) and DDT (OR = 0.47 [0.34 - 0.66]), p < 0.05), to
Dangbo IRS for permethrin (OR = 0.63 [0.47 - 0.84]), p
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Figure 2 Variation of mortality rates per insecticide from 2007
to 2010 in each locality.

< 0.05) and DDT (OR = 0.51 [0.37 - 0.71]), p < 0.05)
compared to the control IRS area. Concerning the mor-
tality rate of An. gambiae to deltamethrin (OR = 0.51
[0.26 - 1]) and permethrin (OR = 0.82 [0.6 - 1.12]) in
Adjohoun they were similar (p > 0.05) to the control
LLIN area. The susceptibility to bendiocarb did not
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change in the LLINs and IRS areas compared to the
control area (p > 0.05).

Kdr and ace.1® frequencies in survivors and dead
(susceptible) An. gambiae s.I. to insecticides

Ace-1® mutation was not detected in 2 survivors and all
200 randomly drawn dead mosquitoes from the reared
strain of An. gambiae s.l specimens which were scored
for the allele. The kdr genotyping performed on dead
and surviving mosquitoes to deltamethrin showed that
100% of them were An gambiae s.s M form. During the
study period, kdr frequencies in alive and dead mosquito
specimens from Dangbo IRS, Misserete IRS, Seme LLIN
and Control area have been relatively high and has not
varied significantly (p > 0.05) (Tables 2, 3). Kdr frequen-
cies were respectively in the range of 0.78-0.91 for alive
and 0.72-0.90 for dead mosquitoes (Tables 2, 3).
Whereas in the Adjohoun LLIN area, it was stable at
0.60-0.64% in 2007-09 and varied to 0.83 in 2010 for
live specimens (Table 2). This is the same with the kdr
allelic frequencies in dead mosquitoes, specimens which
were in the range of 0.67-0.66% in 2007-09 and varied
to 0.77 in 2010 (Table 3). The correlation coefficients
between the kdr frequency in survivors and mortality
rates to deltamethrin were respectively -0.54 (P > 0. 05),

Table 2 Kdr frequency in surviving An.gambiae s.I. population 24 h post-exposure to insecticides

Locality Years Number of survivors Species Molecular kdr mutation
tested Ag forms
M
RR RS SS kdr frequency
(%)
Control area 2007 27 27 27 21 6 0 0.89°
(Plateau zone)
2009 30 30 30 24 6 0 0.90°
2010 25 25 25 22 3 0 0.86"
Control area (Flood zone) 2007 25 25 25 21 4 0 0.92°
2009 28 28 28 23 5 0 091°
2010 25 25 25 22 3 0 0.82°
Adjohoun (LLIN area) 2007 50 50 50 22 20 8 0,64°
2009 30 30 30 11 14 5 0,60°
2010 24 24 24 16 8 0 083°
Dangbo (IRS area) 2007 58 58 58 37 17 4 0,78°
2009 60 60 60 38 22 0 0.82°
2010 25 25 25 19 6 0 0.88°
Misserete (IRS area) 2007 56 56 56 40 16 0 0.86%
2009 30 30 30 23 6 1 0.87°
2010 22 22 22 18 4 0 091°
Seme (LLIN area) 2007 54 54 54 49 1 4 0,92°
2009 21 21 21 19 2 0 0,95°
2010 25 25 25 20 5 0 0,90°

Ag: An. gambiae; Numbers in the same column sharing the same superscript do not differ significantly (p > 0, 05)
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Table 3 Kdr frequency in dead An.gambiae s.l. population 24 h post-exposure to insecticides
Locality Years Number of Species Ag Molecular kdr mutation
dead forms
tested M
RR RS SS kdr frequency
(%)
Control area (Plateau zone) 2007 27 27 27 20 7 0 0.87°
2009 30 30 30 22 8 0 0.87°
2010 25 25 25 20 3 2 0.86°
Control area 2007 25 25 25 20 5 0 0.90°
(Flood zone)
2009 28 28 28 20 8 0 0.86°
2010 25 25 25 19 3 3 0.82°
Adjohoun 2007 50 50 50 21 25 4 067°
(LLIN area)
2009 30 30 30 15 10 5 0,66°
2010 24 24 24 14 9 1 077°
Dangbo 2007 58 58 58 33 19 6 0,73°
(IRS area)
2009 60 60 60 34 22 4 0,75°
2010 25 25 25 15 6 4 0.72°
Misserete (IRS area) 2007 56 56 56 39 17 0 0.85°
2009 30 30 30 22 6 3 081°
2010 22 22 22 18 4 3 0.80°
Seme (LLIN area) 2007 54 54 54 45 5 4 0.88°
2009 21 21 21 15 5 1 0,837
2010 25 25 25 19 4 2 0,84°

Ag: An. gambiae; Numbers in the same column sharing the same superscript do not differ significantly (p > 0, 05)

-0.43 (P > 0. 05) and 0.84 (P < 0.05) in 2007 year, 2009
and 2010.

Discussion

The results have shown that An. gambiae s.s. M form
was the major malaria vector species biting in the
Oueme region. This corroborates previous reports [21]
of the anopheline distribution in southeast Benin, which
explained the absence of the S molecular form by the
ecological characteristics of the Oueme region that did
not support its selection. The findings have also shown
that kdr gene frequencies were stable from 2007 to 2009
in the LLIN area but had significantly increased in 2010.
Despite the LLIN distribution, the cause of this stability
of kdr gene frequencies from 2007 to 2009 is unknown,
because the same results were obtained in the control
area that has not benefited from the distribution of
LLINs. But, a similar trend reported by a study in Bioko
between 1998 and 2001 showed no evidence of kdr in
the An. gambiae s.s. population despite the use of pyre-
throid-impregnated bednets [36]. It was on the basis of
this study that the decision was made to implement IRS
with a pyrethroid insecticide in Bioko [37]. However, in
2010, a significant increase of kdr mutation frequency

was observed in Dangbo, Misserete, Adjohoun and
Seme LLIN around 23 months after the first LLIN dis-
tribution, and 16 months after the second. This increase
was corroborated with the strong correlation (correla-
tion coefficient R* = 0.84; P < 0.05) between the kdr fre-
quency and the survival rate obtained among the An.
gambiae s.l. populations tested with deltamethrin.
Indeed the main mechanism of resistance to pyrethroids
is the mutation Leu 1014F kdr allele in Benin. Recent
studies have shown that this mutation is expanding in
the South [21,38] and North Benin [38]. This high
mutation could explain the resistance to deltamethrin in
An. gambiae collected from HLC and breeding sites of
all localities including the control area, in 2010, two
years after the implementation of vector control. Simi-
larly, the resistance to permethrin and DDT has been
maintained and became higher. These findings corrobo-
rate previous studies that had reported resistance of An.
gambiae to DDT and permethrin in Benin [18,21,39]
and in Ethiopia [40] to DDT, permethrin and deltame-
thrin. Although suspected, the selective pressure exerted
by the promotion of mosquito nets by the Ministry of
Health and the free distribution of LLINs in the Oueme
region, causing the kdr increase within An. gambiae
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populations is doubtful. Because the findings showed a
significant decrease in deltamethrin mortality rates from
85% to 46% in LLIN area and 32% to 22% in IRS area
and control area. Other previous studies have shown
that the selection of resistance to pyrethroids in the
populations of malaria vectors was due to the extensive
use of LLIN [41,42]. Hence, resistance selection in the
An. gambiae population to deltamethrin seemed most
likely to have been developed as a consequence of expo-
sure of adult mosquitoes to this insecticide from LLINs
distributed in LLIN areas. Moreover, the high domestic
pyrethroid use [18,21], the contamination of soil by
using pesticides for crop protection [18] in the Oueme
region, could justify the resistance to deltamethrin in
control and IRS areas who had not benefited from the
distribution of LLINs. This hypothesis was supported by
previous studies in Mali that showed an increase in kdr
frequencies in the absence of any wide-scale control
program [12]. This diversity of factors (LLINs, IRS, mos-
quito coils, aerosols, use of pesticides for crop protec-
tion) that select individual resistant An. gambiae could
also explain the spatial variation of low susceptibility of
mosquitoes to insecticides. Kdr resistance gene was not
the only mechanism of resistance observed in the
Oueme region. This could justify the highest kdr fre-
quency observed among the strain susceptible to delta-
methrin. According to previous studies in Benin, high
activity of esterases and oxidases was detected in popu-
lations of An. gambiae and Culex quinquefasciatus resis-
tant to pyrethroids [26]. Hence, further investigations
are required to determine the role of kdr in conferring
resistance and the presence of other resistance mechan-
isms involved in the different classes of insecticides [43].
Indeed, when exposed to several insecticides, An. gam-
biae develops a resistance to these chemicals through
several mechanisms of adaptation. Therefore, major
challenges to malaria control in Africa must include the
monitoring of resistance of mosquitoes to insecticides,
but should also involve the education of people on the
appropriate use of insecticides.

After four rounds of bendiocarb IRS from 2008 to
2010, An. gambiae remained susceptible to bendiocarb.
This finding is in agreement with a previous study con-
ducted in Benin [20,21,44] and in Bioko where the num-
ber of An. gambiae s.s. exiting through window traps
were significantly reduced and remained low with subse-
quent IRS rounds with a bendiocarb [4]. This suscept-
ibility of An. gambiae to bendiocarb may be explained
by the absence of individual homozygous RR in the
Oueme region. In Culex pipiens populations the ace-1
mutation has been associated with a high fitness cost
[45] and the same may be true in An. gambiae s.s. as
the frequency of the ace-1 mutation in mosquito popu-
lations declines rapidly after a few generations in the
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absence of selection pressure from organophosphates or
carbamates insecticides [46]. Similarly, Djogbenou et al.
reported that the main cost of resistance found for An.
gambiae mosquitoes homozygous for the G119S muta-
tion was that they were significantly more likely to die
during pupation than their susceptible counterparts [47].
But after the fourth round of IRS in 2010 heterozygous
(RS) individuals of ace-1 mutations were detected in a
few localities, with a significant variation (0-13%) of ace-
1 frequency in Seme IRS in contrast to insignificant
increase (p > 0.05) noticed in the localities of Control
IRS, Dangbo IRS, Misserete IRS and Dangbo LLIN. This
occurrence of heterozygous individuals, in the interven-
tion area in 2010 could be attributed to a high selection
pressure, because two rounds of IRS had been carried
out that year. However, the occurrence of heterozygous
individuals even at sites far from the sprayed areas, sug-
gests other factors than those exerted by the vector con-
trol program. The ace-1 mutation may have migrated
from treated to untreated areas, explaining the parallel
increase in those areas. Conversely, the greater fre-
quency of ace-1 mutation in An. gambiae specimens in
Seme IRS, despite the fact that they are interspersed by
at least 5 km with untreated control area and LLIN
area, may suggest a possible migration of ace-1 mutation
to untreated areas. If migration is restricted, the selec-
tion pressure in the untreated areas may be caused by
other than the one induced by IRS. Indeed, recent stu-
dies [18,48] showed that this region has a different bio-
climatic characteristic with high rainfall (1,500 mm
annually), where insecticides are extensively used for
agriculture. This suggests that selection of resistant indi-
viduals has been caused by insecticides used for other
purposes apart from those used by the IRS, although it
is difficult to identify the specific activity with the pre-
sent study.

Conclusion

The results of this study have confirmed that natural
populations of An.gambiae in the Oueme region have
maintained and developed their resistance to pyre-
throids, but are still susceptible to bendiocarb. In Africa
the pyrethroid resistance had highly increased in An
gambiae populations. This increase coincided with the
period where chemical vector control was deployed with
unprecedented levels of coverage in Africa. In this con-
text there was selection of resistant individuals in the
treated areas (LLINs and IRS), however, in untreated or
control areas, the selection of resistance recorded may
have been caused by unknown factors other than LLINs
and IRS. These findings have important implications for
malaria vector control programs using IRS and LLIN.
Firstly, assessment and monitoring of resistance to pyre-
throids and bendiocarb in malaria vector control should
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be a priority to help correct the current malaria preven-
tive activities and guide in the selection of insecticides
to use in the future for malaria vector control in Benin.
Secondly, strategies for resistance management [49,50]
should be implemented to delay the development or
expansion of insecticide resistance by the rotation or the
mixture of different classes of insecticides with different
target sites. Thirdly, it is necessary to implement a dia-
logue and partnerships between the fields of health and
agriculture in order to coordinate the appropriate use of
insecticides with reciprocal benefits for both parties.
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Several published reports have been devoted to insecticide resistance in Anopheles gambiae in Africa.
However, there are still not enough published reports about the impact of insecticide resistance on
malaria transmission. In this study, we proposed to investigate the presence of the circum-sporozoite
antigen of Plasmodium falciparum in A. gambiae carrying kdr and Ace-1 genes. A. gambiae (3,112) were
analyzed using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), circum-sporozoite protein (CSP) test.
The DNA from these samples was extracted and a polymerase chain reaction (PCR) was performed
using kdr and Ace-1 markers. We used Chi-square statistical test to determine the relationship between
the resistance genotypes and the rates of infections with P. falciparum. The results showed that the kdr
allele was found at a very high frequency (0.80 on average) in the 14 populations of A. gambiae s.s.
sampled inspite of their molecular forms (M or S). The Ace-1 gene was also observed in some localities,
but at a low frequency (0.3 on average). The ELISA-CSP tests performed on parous females carrying the
kdr gene showed that there was no significant difference between the allele frequencies of infected and
non-infected females. kdr and Ace-1 resistance genes did not affect the A. gambiae s.s. infection with P.

falciparum.

Key words: Resistance, mutation, P. falciparum, circum-sporozoite protein (CSP).

INTRODUCTION

Malaria is regarded as the most important parasitic
diseases responsible for high morbidity and mortality
(Gentilini, 1991). The recent WHO world malaria report
2011 (WHO, 2011) showed an estimated 216 million
malaria cases worldwide in 2010 of which 81% occurred
in Africa. In Benin, malaria is endemic and seasonal
throughout the year. Overall malaria represents 37% of
the hospital consultations and it is one of the first causes
of morbidity and mortality recorded in hospitals. Pregnant
women and children under five are the most vulnerable

*Corresponding author. E-mail: ossraz@yahoo.fr. Tel: (229)
97689285. Fax: (229) 21308860.

persons at risk (PNLP, 2007). Malaria is mainly
transmitted in tropical Africa by Anopheles gambiae s.I.
and Anopheles funestus (Louise et al., 2009; Djénontin et
al.,, 2010a). In the past, A. gambiae s.l. was considered
as a unique species, but cytogenetic studies based on
chromosomal inversions showed that it is rather a
complex made of seven species presenting the same
morphological patterns (Hunt et al., 1998). Among the
seven sibling species, A. gambiae s.s and A. arabiensis
are responsible for 90% of malaria transmission in the
African tropics (Mouchet et al.,, 2004). Plasmodium
falciparum (Pf) is the most virulent parasite species which
causes severe and complicated malaria. Infection by P.
falciparum is reported worldwide in Central and Latin
America, Asia and South East Asia, Pacific Islands and
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Sub-Saharan Africa where P. falciparum is predominant
(WHO, 2009).

To date, there has not been any available vaccine
against malaria, yet the possible anti-malaria chemopro-
phylaxis still remain absolutely restrictive; therefore,
vector control would essentially be the primary means of
malaria prevention. The two main control methods
against Anopheles vectors are Indoor Residual Spraying
(IRS) and Long Lasting Insecticidal Treated Nets (LLINS)
(OMS, 2006). But the longstanding use of insecticides,
especially in agricultural areas, has led to the develop-
ment of insecticide-resistant strains in the midst of the
vector populations (Akogbéto and Yakoubou, 1999;
Chandre et al, 1999a; Diabaté et al.,, 2001). The
resistance mechanism developed by Anopheles vectors
to insecticides is mainly due to a target genetic mutation
called kdr mutation. The mutation results in both the
reduction of “ knockdown” and the lethal effect of py-
rethroids used for mosquito net treatment (Chandre et al.,
1999b; Corbel et al., 2004). The reports of Fanello et al.
(2001) and Weill et al. (2000) in West Africa showed the
presence of kdr mutation in the S molecular form of A.
gambiae s.s. In Benin, and later in many West African
countries, the kdr mutation was detected in both the S
and M molecular forms of A. gambiae s.s. (Akogbéto,
2001; Djenontin et al., 2010b) at a very high frequency
(Djegbé et al.,, 2011). Resistance to carbamates and
organophosphates, due to the glycine to serine sub-
stitution at position 119 (G119S) in the gene that encodes
for acetylcholinesterase 1 (Ace-1) (Weill et al., 2003) was
also reported in A. gambiae s.s. from West Africa
(Djogbénou et al., 2008a; Weill et al., 2004). This G119S
mutation is found in association with resistance in the M
and S molecular forms (Ahoua et al.,, 2010), and
sequence comparison between forms at this locus sug-
gests a unique mutational event that co-occurs in both
forms through introgression from the S form (Djogbénou
et al., 2008b).

In a recent study from Centre de Recherche
Entomologique de Cotonou (CREC) (Gnanguenon et al.,
2013), it was shown that the A. gambiae specimens
carrying kdr resistance gene, especially the RR geno-
types (resistance homozygotes), were more likely to pass
through the holes of LLINs better than the sensitive SS
(susceptible homozygotes). Actually, the number of mos-
quitoes analyzed through this study was only indicative.
Hence, the author suggested that the study will need to
be carried out on a more significant sample size from
several localities. Previous reports have shown that kdr
resistant mosquitoes stay longer in contact with the nets
despite the excito-repellent effect of the insecticide treat-
ment. This fact appears to be an advantage in tackling
kdr resistant mosquitoes for further control measures of
this particular strain.

In addition, the impact of insecticide resistance in
malaria vectors on the efficacy of Insecticidal Treated

Nets (ITNs) and IRS has been reported in experimental
huts in South Benin by N’guessan et al. (2007). This
report showed a high survival rate of resistant A. gambiae
from huts with either ITNs or an IRS treatment.
Contrastingly in the susceptible area of North Benin, the
mortality rate of A. gambiae was above 90% in treated
huts. Similarly, a most recent report by Asidi et al. (2012)
confirmed a loss of household protection from ITNs in
areas of South Benin where A. gambiae is pyrethroid
resistant. To date, the impact of vector resistance at
operational level has not yet been observed where ITNs
and IRS are being widely used (Henry et al., 2006). If the
insecticide resistance has an impact on the vector control
operations, then resistant mosquitoes would be more
infected than susceptible mosquitoes in areas where the
selection pressure by LLINs or IRS is high. As a matter of
fact, the resistant mosquitoes were supposed to be older
since the susceptible mosquitoes were more exposed to
the lethal dose of impregnated materials and get killed
subsequently.

In this study, we evaluated the strength of association
between mosquitoes carrying a resistance allele and the
presence of circum-sporozoite protein (CSP) within the
two molecular forms M and S of A. gambiae s.s. We then
investigated the presence of circum-sporozoite antigens
of P. falciparum in some females of A. gambiae collected
from several localities of Benin. The females carrying
sporozoites were then genotyped and compared to
uninfected control samples from the same population. A
contingency table helped to show if there was a strong
association between the risk of infection in both
molecular forms (M and S) and the resistance genotype.

METHODOLOGY
Study areas

This study was conducted from 2009 to 2011 during both dry and
rainy season in 14 localities selected from the transect south to
north which includes the major ecological systems and various
agricultural practices throughout Benin: Séme, Dangbo, Adjohoun,
Adjara, Missérété and Tori-Bossito located in a cereal zone in the
South of Benin; Bame located in a rice zone in the center of Benin;
Pehunco, Kouandé, Cobly, Boukoumbé, Tanguiéta and
Toukountouna located in a cotton and cereal growing area in high
altitude of northwest Benin; Malanville, a rice growing zone in North
Benin at the boarder of Niger Republic (Figure 1).

The diversity of ecological facies was taken into account in order
to collect both M and S molecular forms of A. gambiae with related
frequencies of RR, RS and SS resistance genotypes for compa-
rison. Moreover, it was not obvious at the beginning to find a great
number of A. gambiae infected with P. falciparumin the current
context of widespread use of treated nets by the populations. But
we thought we could increase our chance of finding an area where
A. gambiae infection rate would be relatively high by varying the
ecological areas.

In the localities of the south and center, the climate is
characterized by a low temperature (23°C). The average annual
temperature is 27°C with an annual rainfall mean varying from 820



Osse et al. 33

OCQ'O" 1 °O'IO"E 2°O‘IO"E 3°0'0"E 4"0"0"E
‘ijb . Y
- o Z
5 \ NIGER 5
= & ) o
= ¥, o) “@Malanville &
z z
o o
2 °
= z
S 5
=k ro
o o
= z
=3 Ke)
o o
o o)}
= z
o] | 5
o TOGO ) o
% f NIGERIA 4
z e s
o] ’ o)
o \ Uy ¥ S
P 3 %% {7 % Adighoun g
W-L\ Z‘;-E g". ,-"‘ ‘,?; bo
){‘»‘ ‘ \’ crlt_:o-mlsserete
Ton-Boss jarra
s r\mlu “" Seme-Podji
. \ .—= Atlantic Ocean .
0 00" 1°0'0"E 2°0'0"E 3°0'0"E 4°0'0"E
Cereal area 1-1 500 000 ©_20 a0 30 120 120
@Rice area m Kilometers
@Colion area
Main street
—Rivers and Lakes
[JLimits of Benin . _

Figure 1. Map of Benin showing the localities in the northern and the southern sites of the study area.
Source: Fond topographique IGN 2004, Benin, Razaki OSSE and Virgile Gnanguenon.
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Table 1. Frequency of kdr alleles and genotypes observed in the M and S forms of A. gambiae s.s. in North and South Benin.

kdr mutation L1014F

Locality M Form Frequency S Form Frequency
RR RS SS R (%) S (%) RR RS SS R (%) S (%)
Seme 64 3 0 97.76 2.24 - - - - -
Danghbo 120 3 0 98.78 1.22 - - - - -
Adjohoun 117 55 13 78.1 21.9 4 10 0 64.28 35.72
Adjara 148 3 0 99 1 - - - - -
Missérété 41 2 0 97.67 2.33 - - - - -
Tori-Bossito 247 78 45 77.29 22.71 27 16 29 48.61 51.39
Bame 175 62 2 86.19 13.81 2 0 0 100 0
Pehunco - - - - - 10 14 0 70.83 29.17
Kouandé - - - - - 24 2 0 96.15 3.85
Cobly - - - - - 15 4 0 89.47 10.53
Boukoumbé - - - - - 9 16 0 68 32
Tanguiéta - - - - - 22 3 1 90.38 9.62
Toukountouna - - - - - 12 9 3 68.75 31.25
Malanville 33 27 18 59.61 40.39 4 0 0 100 0
Total 945 233 78 84.51 15.49 129 74 33 70.33 29.67

to 1,200 mm. By contrast in the north, the climate is characterized
by a long dry season from November to April and one rainy season
from May to September. The average temperature is about 27°C
with an annual rainfall of 750 mm.

Mosquito collection

The mosquitoes analyzed were collected using three sampling
methods: (1) human landing catches (HLC), (2) indoor pyrethrum
spray catches (PSC), and (3) window-traps (WT) installed at the
windows of selected houses.

For the HLC collection, two villages were selected per site and
two houses per village to collect mosquitoes. The collection was
carried out twice a month by adult volunteers who have given their
informed consent. In each house, a collector was positioned inside
and another outside. They caught any mosquitoes that landed on
their legs with an aspirator from 9.00 p.m to 5.00 a.m. Considering
the risk of malaria transmission, the collectors were given an
antimalarial prophylaxis as a prevention against malaria. During the
course of this study, all mosquito collectors were monitored for any
malaria symptom noticed, an immediate parasitological test would
take place followed by an antimalarial treatment if necessary.

For the indoor pyrethrum spray catches, we used pyrethrum
spray and white canvas spread on the floor to collect knocked down
mosquitoes from 7 to 9 a.m.

Regarding to the WT collection mentioned earlier, four bedrooms
were selected in each of the villages chosen for the study. The
window-traps used were made of a mesh of terylene (synthetic
fiber) mounted on a cubical iron frame with an edge measuring 30
cm, with 1 side drawn into a funnel to direct mosquitoes into the
trap (Bar-Zeev and Self, 1966). The trap was fixed to a plywood
sheet that could be fitted to window frames of differing sizes. The
traps were placed before dusk and emptied of mosquitoes at 7 a.m.

Laboratory processing of mosquitoes collected

The collected mosquitoes were identified using a morphological

identification key of Coluzzi (1964). The specimens of A. gambiae
were stored separately according to the locations they were
collected from, then labeled and conserved in Eppendorf tubes
containing silica gel. The whole Eppendorf tubes were stored in a
freezer at -20°C before any further analyses.

Any mosquito that was to wundergo the enzyme-linked
immunosorbent assay-CSP test (ELISA-CSP) as well as the
polymerase chain reaction (PCR) test was divided in two parts: the
head-thorax was kept to process ELISA-CSP and the abdomen left
to perform PCR. The search for the circum-sporozoite antigen of P.
falciparum was carried out following the method of Wirtz et al.
(1987). The carcasses (abdomen, legs and wings) of each
mosquito were used to identify molecular forms and genotypes of
kdr and Ace-1 mutations according to the protocols described by
Favia et al. (2001), Martinez-Torres et al. (1998) and Weill et al.
(2004), respectively.

Data analysis

The genotype differentiation between the vectors that tested
positive and negative to the ELISA-CSP test regarding kdr and Ace-
1 mutations was tested using Fisher's exact test with GENEPOP
software. Chi square test was used to reveal if there was any possi-
ble association between A. gambiae s.s. that tested positive to CSP
and the resistant genotypes for kdr and Ace-1 mutations.

RESULTS

Allele frequency of kdr and Ace-1 mutations in the M
and S molecular forms

A total of 3,112 females of A. gambiae from different
localities were analyzed. The two M and S molecular
forms of A. gambiae s.s. were identified with a complete
predominance of the M form (93.04%, n=1,975) in the
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Table 2. Positivity indexes in CS of P. falciparum regarding the M and S forms of

A. gambiae s.s.

. M form S form

Locality Total tested
CS+ CS+ (%) CS+ CS+ (%)

Seme 175 9 5.14 - -
Danghbo 207 17 8.21 - -
Adjohoun 226 10 4.42 - -
Adjara 334 13 3.89 - -
Missérété 75 4 5.33 - -
Tori-Bossito 534 35 6.55 - -
Bame 424 29 6.84 - -
Pehunco 105 - - 3 2.86
Kouandé 76 - - 9 11.84
Cobly 352 - - 15 4.26
Boukoumbé 180 - - 3 1.67
Tanguiéta 46 - - 4 8.7
Toukountouna 56 - - 4 7.14
Malanville 322 14 4.35 1 0.31
Total 3,112 131 5.7 39 477

localities of Southern Benin, while the S form (94.87%,
n=815) was found to be more frequent in the northern lo-
calities, except Malanville which showed a higher rate of
the M form (95.12%, n=322) (Table 1). A sample of 1,492
individuals belonging to the two molecular forms was
analyzed with PCR for kdr mutation. The allele frequency
of this mutation varied from 59.61 (Malanville, n=78) to
99% (Adjara, n=151). The kdr frequency was 84.51%
regarding the M molecular form specimens from the
southern sites of Benin and 70.33% of the S form was
mainly recorded in the specimens from the northern sites
(Table 1). The susceptibility of each of the two forms for
kdr mutation was calculated using the proportion kdr
frequency in the M and S forms relative to the localities
where the two populations were found in sympatry. Thus,
in Malanville (Northern Benin), the frequency was higher
in the S form (100%, n=4) than the M form (59.61%,
n=78), which is in agreement with the results of a large
number of published reports from West Africa (Dabiré et
al., 2008). On the other hand, it was contrastingly
different in the South Benin sites of Adjohoun where
78.10% of the M form (n=185) and 64.28% of the S form
(n=14) (P<0.05) was recorded. Similarly, in Tori-Bossito
(Southern Benin), 77.29% of the M form (n= 70) and
48.61% for the S form (n=72) (P<0.05) were recorded
(Table 1). The Ace-1 mutation was only observed in the
localities of Adjara, Seéme, Pehunco, Cobly and
Toukountouna at a very low frequency varying from 2.63
(Cobly, n=19) to 10.41% (Toukountouna, n=24). The
average frequency for the M form was 3% and 3.71% for
the S form.

Positivity index of the circum-sporozoite antigen of P.
falciparum in the M and S forms of A. gambiae

The results of the ELISA-CSP tests (Table 2) showed a
mean positivity index of 5.46% for An. gambiae s.s. which
varies from one locality to another. It was 1.67% in
Boukoumbé against 11.84% in Kouandé. The positivity
index in A. gambiae s.s. with M molecular form reached
5.70% varying within localities where 3.89% was
recorded in Adjara and 8.21% in Dangbo. In the S
molecular form individuals, the mean positivity index of
CSP from the northern sites was 4.77% varying from
0.31% in Malanville to 11.84% in Kouandé. There was no
significant difference in sensitivity between the M and S
forms for CSP P. falciparum (P>0.05).

Genotypes and “presumed phenotype” of kdr and
Ace-1 genes in the A. gambiae s.s. tested either
positive or negative for the CS antigen of P.
falciparum

Table 3 of the results show the relationship between the
presence of kdr and Ace-1 resistance genes and the
positive-testing for the CS antigen of P. falciparum in A.
gambiae s.s. The results in this table help to compare the
genotypes and the presumed phenotypes (susceptible or
resistant) for kdr and Ace-1 mutations among A. gambiae
s.s. individuals that tested positive or negative for the
CSP antigen of P. falciparum. No association was found
between the resistant (or sensitive) genotype and the
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Table 3. Genotypes and presumed phenotypes ([R], [S]) of kdr and Ace-1 mutations in the A. gambiae s.s tested
positive and negative for the CS antigen of P. falciparum.

. kdr mutation L1014F Ace-1 mutation G119S
Locality CSP P
RR RS SS [R] [S] RR RS SS [R] [S]
ceme “ 8 1 o0 8 1 . 0 0 9o 0 O
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presumed phenotype of the vectors and their positive- between the resistant (or sensitive) genotype and the
tests to CSP (P>0.05). presumed phenotype of the vectors and their positive-

With the Ace-1 gene, there was no significant difference tests to CSP (P>0.05).



DISCUSSION

The study of mosquitoes as vectors and the transmission
process were an important preliminary not only to
understand the epidemiology of malaria but also to
implement an efficient and targeted control of these
vectors (Omumbo et al., 2005).

The results of this research have shown that kdr gene
(Leu-Phe) was found at a very high frequency (0.80 on
average) in A. gambiae s.s. populations regardless of the
forms (M or S). The development of the resistance to dif-
ferent insecticides used in public health, particularly, the
class of pyrethroids, has been reported in Céte d’lvoire
(Elissa et al., 1993), Kenya (Vulule et al., 1999), Nigeria
(Awolola et al., 2008), Cameroun (Etang et al., 2003) and
Benin (Takken et al., 2003; Djénontin et al., 2009;
Yadouleton et al., 2011) during the last decade. The kdr
mutation plays a tremendous role in the development of
A. gambiae resistance to dichlorodiphenyl trichloroethane
(DDT) and pyrethroid insecticides in Africa as reported by
numerous authors (Ranson et al., 2000; N'Guessan et
al., 2010). The development of resistance mechanisms in
malaria vectors is well reported (Enayati et al., 2003), but
the factors leading to the selection of resistance remain
unknown especially in rural areas where the production of
cereals does not require the use of insecticides.
However, it is obvious that the development of resistance
is related to both the bio-ecology of mosquito vectors and
the intensity of the selection pressure exerted by the use
of insecticides in public health and agriculture. In our
opinion, any pressure on a mosquito, be it a larvae or an
adult, could trigger off a defensive reaction from the
mosquito that could create a mechanism to control such
a pressure in a far future.

The kdr mutation was initially detected in the cotton
areas, first in the midst of populations including the S
molecular form of A. gambiae s.s. before spreading in the
M molecular form by introgression (Weill et al., 2000).
The results obtained in Malanville, Northern Benin where
kdr frequency was higher in S form than in M form, were
consistent with this hypothesis even if the number of S
form is low. This recalls the work of Djogbenou et al.
(2010) and Djegbé et al. (2011) in Benin who showed the
predominance of M form in Malanville, probably because
of the abundance of rice fields irrigated by the Niger
River. However, if this hypothesis is true, then the
contrasting data showing the highest frequency of kdr
gene in the M form in Adjohoun and Tori-Bossito in the
south would still be unexplained. Presumably it could
have occurred by a long term effect of adaptation to
bioecological changes further to the appearance of kdr
mutation in Southern Benin. Owing to the short period of
its life cycle and the quickness of mosquito
reproducibility, the transfer of kdr gene into the M form
could have developed and spread very quickly
(Yadouleton et al., 2010).

Osse et al. 37

Besides the resistance to pyrethroids, a low resistance
of A. gambiae s.s. to carbamates (Ace-1) was also
noticed. A similar level of resistance was reported by
Djogbénou et al. (2008b) and Yadouléton et al. (2010).
This early onset of Ace-1 gene is to be carefully con-
sidered with great interest since National Malaria Control
Program in Benin has been using Bendiocarb for IRS
during the past 5 years as part of its malaria control stra-
tegies. This situation remains a serious concern as the
exertion of selection pressure could increase and spread
the level of Ace-1 gene later in the near future. Therefore,
it appears urgent to set up an in country resistance
monitoring framework where WHO bioassay kits could be
performed. The baseline data would be initially collected
and compared later on with those from areas treated with
Bendiocarb to monitor the development of Ace-1 gene
and vectors susceptibility. This monitoring will greatly
contribute a better management of insecticide resistance
in malaria vectors and a correct choice of products for an
effective malaria transmission control.

Our research showed that A. gambiae s.s is the main
malaria vector in Benin with a positivity index in CS of P.
falciparum of 11.84 varying from one locality to another.

In a recent field study (Gnanguénon et al., 2013), it was
shown that the kdr gene enables A. gambiae populations
carrying this mutation to pass through the holes of treated
nets. Similarly, it is probable that the A. gambiae s.s.
carrying kdr mutation are more likely to transmit malaria
since they are resistant to insecticides and live longer
than susceptible mosquitoes which do not carry the mu-
tation (Rivero et al., 2010). It is important to mention that
susceptible mosquitoes are theoretically considered more
vulnerable whenever in contact with external aggressions
(LLINs, IRS). Yet, the ELISA-CSP tests performed on
parous females carrying the kdr mutation and the ones
not carrying it showed the same level of P. falciparum
infection. This result is in agreement with the report by
Koffi et al. (2002) in Cbte d’lvoire. These results corrobo-
rate also with those of Vézilier et al. (2010) who showed
in specific experimental conditions that esterase and
acetylcholinesterase-based insecticide resistance did not
have a clear effect on the infection rate of Plasmodium
relictum or oocyst burden in Culex pipiens mosquitoes.
Moreover, recent works showed that insecticide resis-
tance levels in wild Culex quinquefasciatus mosquitoes
are negatively correlated with the density of the filarial
parasite Wuchereria bancrofti, and the parasite develop-
ment is blocked at the L1 stage in laboratory mosquitoes
selected for artificially high levels of insecticide resistance
(McCarroll and Hemingway, 2002; Curtis, 2001).

Conclusion

Malaria is transmitted by two molecular forms of A.
gambiae s.s populations in Benin where the M form is
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mostly located in southern forest and humid savanna
areas and the S form in the northern dried savanna
areas. The two forms are resistant to insecticides espe-
cially DDT and pyrethroids. The main resistance mecha-
nism identified in both forms is the kdr mutation with a
high frequency recorded in the S form as well as the M
form conversely to reports from Coéte d’lvoire, Burkina
Faso, Mali and other countries of the region.

The hypothesis stating that A. gambiae s.s. populations
carrying kdr mutation are more likely to transmit malaria,
was not verified in the present study. Therefore, there
was no significant difference in positive-testing for CSP of
P. falciparum in the A. gambiae with RR, RS and SS
genotypes (P>0.05). Our findings showed that there is no
association between the presence of kdr gene and P.
falciparum infectivity. In addition, the M and S molecular
forms have the same sensitivity towards the malaria
parasite.
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Abstract

The characterization of culicidy fauna in 28 villages of the health district Ouidah Kpomassé and Tori-Bossito was
carried out during five months (October and December 2007, January, March and May 2008)., Adults mosquitoes
were collected by human landing caught from 22:00 PM to 06:00 AM. 44693 adult mosquitoes were caught. 29
species were identified in the 28 hamlets by taxonomic studies. The specific richness varies between 8 species
(Agokon) and 19 species (Agadon), while abundance vary between 688 individuals (Hekandji) and 4577 individuals
(Kindjitokpa). Five species are common on the whole of the 28 sites: Aedes aegypti, Culex annulioris, Culex gr.
decens, Culex quinquefasciatus and Mansonia africana. The maximal index of equitability was 0, 47 in Dokanmey
showing a large spatial heterogeneity in the 28 localities. The differences noted between the 28 communities would be

related to differences in the biotic and abiotic conditions in the area.
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Introduction

Studies from Hamon and et al., (1954) as well as the
exhaustive revision of the African species by Gilles &
De Meillon (1968) and Gilles & Coetzee, (1987) remain
until now the relevant base of documentation on
taxonomy, the biology and the distribution of Culicidae

in Africa. (Diagne, 1994).

The transmission of malaria and the filarioses is not
homogeneous in intertropical Africa because of the
éco-climatic variations. Many species of anopheles
allow the transmission of malaria between human in a
permanent, temporary or occasional way (Diagne,
1994). These anopheles occur in different ecological
areas and have contracted trophic behaviours

(Mouchet et al., 2004).

Anopheles gambiae is the disease vector frequently
studied in Africa. However, knowing the biogeography
of these mosquitoes can provide us useful information
for Dbetter understanding of their diversities,
interactions etc.). Furthermore on their viability or not
of their settlements (individual number and genetic
diversities); their evolution (progression, regression).

In the district of Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito (OKT)
in Benin, there is no recent data on biogeography of
mosquitoes since these insects are the vectors of many
diseases such as malaria which kills every 30 seconds a
child in Africa and which represent in Benin the main
cause of morbidity and hospitalization of children less
than 5 years (Kindé, 2011). Due to the consequence of
malaria and filarioses disease, many strategies are
developed and implemented against vectors to better
control these diseases. However, based on the
plasticity of the genome of the mosquitoes and their
capacity to adapt to the several modifications of their
environment resistance to one or more insecticides has
been reported in several species of the Anopheles
gambiae complex, the main malaria vector in these
regions (OMS, 2006) and this may impair vector
control strategies. This situation is occurring in the

district Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito, where the

climatic and ecological conditions are favourable to the

proliferation of these mosquitoes.

Rural character of this area in addition to the
abundance of many dregs, made of this medium a
framework favourable to the development of
Anophelinae, Culicinae and Aedinae. In addition, the
aspect of the dwellings and the worship lifestyle of the
population could support the development of the

mosquitoes.

o N . o
Map. 1. Sanitary district Ouidah- Kpomasse-Tori

Bossito showing the prospected localities.

Many entomological studies were carried out these last
years by the Entomological Research centre of
Cotonou, for the majority in little before prospected
areas or not, in particular the area of Grand Popo,
Malanville and Ketonou, within the framework of
epidemiological studies on malaria and the filarioses
(Djénontin, 2009). Within the framework of the
Research project in Entomology, Formation and
Strategies of preventions (REFS), entomological and
epidemiologic studies were led in 28 hamlets of the
health district Ouidah- Kpomassé- Tori Bossito from
October to December 2007 and January to May 2008.

Within the framework of this project, it is question of
using the indices of diversity, abundance and the equal
distribution with other parameters to gather the 28
hamlets in 4 categories of 07 hamlets. Each category
will receive a specific intervention to create anthropic

disturbances being able to lead to the fall of specific

32 I Bio-Bangana et al.



Int. J. Biosci.

diversity and the abundance of the mosquitoes with an
ultimate aim of carrying out interventions targeted

against the vectorial diseases.

Materials and methods

Site of study

The present study was done from October 2007 to May
2008 in the district of Ouidah-Kpomasseé and Tori
Bossito (3°87' N and 11°52' E), located at the south-
west of Benin (Map 1). This area is largely cleared and
the original Equatorial forest does not exist anymore
but in small islands of negligible extension. Currently,
the vegetation is characterized by a shrubby bush,
associated with more or less dense settlements of palm
trees with oil, which one finds on the plates either in a
natural state, or in industrial plantations (District of
Gakpé). However, one can distinguish a certain
number of quite distinct vegetable formations:
coconuts; a bush pre-littoral consisted of tufts of
rhyzophora on the current cord which finishes with the
coastal lagoon; the marshy savanna more or less
formed of loudetia and various cyperaceous in the low
area; the shrubby thicket with prevalence of Eleasis
guineensis ; classified plantations and forests. Apart
from the hydromorphe grounds located in bottoms
marshy dregs, the health district of Ouidah-Kpomasse
and Tori Bossito is dominated by the ferralitics
grounds. The hydrographic network is dense, made of
many marshy dregs and river among which the Toho
lake, the Couffo river which is thrown in the Aheme
lake. The health district of Ouidah-Kpomasse and Tori
Bossito belongs to the subequatorial field and its
climate of the subequatorial type, shows two seasons of
rains (September-November and March-June) which
alternate with two dry seasons (February December
and July-August). This climate is characterized by the
abundance of the rains (1200 mm/year); such
precipitations are very favourable to the existence of
mosquitoes. They indeed represent the independent
factor of immersion of the breeding sites with
mosquitoes and they are mainly responsible for the

main part of the surfaces of hatching (Kermogant,

2012

1906). An annual average temperature contrasted
between 27 and 31°C according to the seasons and

annual thermal amplitude of 3, 5°C.

Sampling of the hamlets.

The hamlets of intervention were selected from March
to June 2007, following a census of 850 hamlets
covering the whole area of Ouidah-Kpomasse and Tori
Bossito. These hamlets were selected according to well
defined criteria (hamlet not having health centre,
population considered ranging between 350 at 400
inhabitants, variation of at least 2 km between two
hamlets, grouped dwellings and geographically

accessible).

Larval prospection

Every 6 weeks, a larval prospection campaign was
organized in a radius of 500 meters of each of the 28
hamlets of studies. The larval density of each breeding
sites was measured using Bruce-Chwatt (1985)

method.

Capture and Identification of anthropophiles
mosquitoes

Research method consists in mosquito capturing
during the months of October 2007, December 2007
and January 2008 on voluntary individuals using
Human Landing Catch (HLC). Adults mosquitoes were
collected during 2 nights consecutive in each of the 28
selected hamlets. The collection of the mosquitoes was
made by waked up volunteers placed outside and
inside 4 dwellings chosen by hamlet from 22:00 to
6:00 of following day (Djenontin and Al, 2010). The
captured mosquitoes were identified by using the
taxonomic key of determination of Gilles & De Meillon
(1968) and Gilles & Coetzee (1987).

Data analysis
The simplest index to measure the biodiversity is the
number S of categories decreases by 01 so that a

collection including/understanding only one category
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has a null Dbiodiversity. This index is

written] HI =S —1| and is called richness

(Pavoine, 2005).

The relative abundance |, _ nk| or ( nk =

N

effectif of the species of row k, N=total effectif) of each
species as defined by Barbault (1992) was calculated;

The index of diversity of Gini Simpson:

S
He-s(p) =1-" p?.
k=1

allowed us to express the diversity (Simpson, 1949).

The equitability |z — |5 enabled us to

1
(-1

define the equal distribution of effectives between the
present species. Just like the index of diversity of Gini
Simpson, Es lies between 0 and 1 (Barbault, 1992).
Software PASW version 18.0 enabled us to test with the
test of correlation of Pearson the relations between
precipitations and the number of adults of mosquitoes
on one hand and the relations between the number of
adults and the number of larval breeding sites on the
other hand.

Results

Specific richness of culicidienne in the health district
of Ouidah, Kpomasse and Tori-Bossito

From October 2007 to May 2008, we recorded 29
species of Culicidae in the 28 hamlets (Table 1). All
species belong to two sub families (Culicinae and
Anophelinae) and to seven genus (Aedes, Anopheles,
Coquilletidia, Culex, Erecmapodites, Mansonia and
Uranotenia). The sub family of Culicinae (22 species) is
approximately three times richer in species than that of
Anophelinae (7 species). The Culex genus is richer in
species (11 species) than the Anopheles genus (7
species); Aedes (6 species); Mansonia (2 species);
Coquilletidia (1 specie); Erecmapodites (1 specie) and
Uranotenia (1 specie) (Table 1). From these species of
mosquitoes, 05 (belonging to the subfamily of

Culicinae) were captured in all 28 hamlets. It is about:

2012

Aedes aegypti, Culex annulioris, Culex gr. decens,

Culex quinquefasciatus and Mansonia africana.

Evolution of the specific richness according to the
biotope

The specific richness or number of species varies from
one village to another. The strongest specific richness
was recorded in Agadon (19 species) follow-up of: Hla
(18 species); Adjahassa and Soko (17 species) follow-up
of Manguévier (16 species); Satré and Wanho (15
species); Agouako,  Ayidohoué, Kindjitokpa,
Guézohoué, Hounkponouhoué and Tanto (14 species);
Adjame and Dokanmey (13 species); Zoume,
Assogbénou Daho, Hékandji and Hinmadou (12
Aidjeédo, Abénihoué,
Dékponhoué, Lokohoué and Tokoli (11 species). The

species); Amouléhoué,
lowest specific richness were observed in Tokoli
Vidjinnagnimon (10 species); Agokon and Todo (8
species). This variation of the richness in the 28
hamlets would be related to the diversity of the larval

breeding sites in the area.

Relative abundance of culicidienne fauna in the health
district of Ouidah, Kpomasse and Tori-Bossito

During the study, 44693 mosquitoes were captured.
The Culex and the mansonia represent the abundant
genus (49. 29% of Culex and 44. 87% of mansonia of
the whole of the captured mosquitoes), Aedes and
Anopheles are minority (3. 25% for Aedes and 2. 55%
for Anopheles). The genus Coquilletidia (0. 01%),
Erecmapodites (0. 01%) and Uranotenia (0. 00%) are
the genus the least met in the area. The relative
abundance of culicidienne fauna by species arise as
follows: Ae. aegypti Linné (1.58%), Aedes gr. Palpalis
(0,00%), Aedes gr. Tarsalis (0.02%), Aedes
luteocephalus (0.14%), Aedes sp (0.09%), Aedes
vittatus  (1.33%), Anopheles brohieri (0.002%),
Anopheles coustani (0.02%), Anopheles funestus Gilles
(1.30%), Anopheles gambiae Gilles (0.72%), Anopheles
nili Théobald (0.004%), Anopheles pharoensis
(0.44%), Anopheles ziemanni Gruenberg (0.07%),
Culex annulioris (1.37%), Culex gr. decens (29.91%),
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Culex nebulosis (6.22%), Culex quinquefasciatus
(9.81%), Culex tigripes Charmoy (0.12%), Cx sp
(0.06%), Cx thalassius (0.06%), Culex duttoni
Théobald (0.12%), Culex poicilipes Théobald (0.04%),
Culex perfuscus Edwards (0.004%), Culex fatigans
(1.58%), Erecmapodites gr. Quinquevittatus (0.01%),

Mansonia africana (44.84%), Mansonia uniformis

2012

(0.02%), Coquilletidia aurites (0.01%) and Uranotenia

gr. billinéata (0.002%).

Evolution of the relative abundance of culicidienne

fauna according to the biotope

Table 1. Distribution of mosquitoes abundance, Specific richness, Simpson Indice of diversity and Equal distribution

Indice in the health district Ouidah Kpomasse and Tori Bossito from October 2007 to May 2008.

Hamlet Andance Simpson Equal
Relative Specifi{: Indice of distribution

abund ance richness diversitv Indice

ADJAME 2446 5.5% 13 0.4 0.36
AGOUAKO 471 1.1% 14 053 0.45
AIDJEDO 1471 2.3% n o552 0.42
AMOULEHOUE 2059 8% 11 053 0.43
ASSOGRENOU 1675 379 12 o52 .42
AYI DOHOUE 813 1.8% i o7 0.30
ADJAH ASSA 1286 20% 17 0.40 0.43
DO FKANMEY e le) 1.8% 13 .50 0.47
KINDJITOKPA 4577 10.2% 14 o35 0.28
VIDJINNAGNIMON 2320 5.2% 10 55 O
GUEZOHOUE 1718 2.8% 14 0.38 0.30
HEEANDWL 638 1.5% 12 035 0.26
HIXNALADOTT 282 7.3% 12 033 0.24
HLA 2200 5.1% 18 0.24 0.18
AGOKON 05 1.8% a8 048 0.33
HOUNKEPONOUHOUE 1006 2.3% 14 o35 0.27
ABENIHOUE 3015 6.7% il 0.32 0.22
DEKPONHOUE 1550 3.5% il 0.39 0.29
MAMNGUEVIER 2315 5.2% 16 o021 0.14
SATEE 882 2.0% 15 o0.38 0.31
SOEKO 1320 2.0% 17 0.30 032
TANTO o5 200 g o.5h 0.8
LOKOHOUE 2456 5.5% 11 0.45 0.36
TODO 395 0.7% 8 o051 0.37
TOKOLI 658 1.5% 11 0.46 0.36
WANHO 8Boo 2.0% 15 0.46 0.39
AGADON 1376 3.1% 10 0.46 0.40
ZOUME 239 05% 12 035 0.26

44603 100.0% 20

Relative abundance vary from one hamlet to another.
The higher abundance was recorded in Kindjitokpa
(10. 2%) while the lowest one was noted in Zoume (0.
5%). Table 1 in appendix indicates the distribution of

this relative abundance in the other hamlets.

Evolution of diversity according to the biotope
It can be interpreted as the probability that two drawn

individuals randomly in the sample be different

species. It is included/understood in the interval [0; 1
[. Its value decreases with the regularity of the
distribution. He-s=0 if only one species has a frequency
of 1, Hes =1-1/k if k present species have the same
Pk=1/k frequency. 01 Value is reached for a number k
infinite of species, of null frequencies. For an identical
regularity, the index of diversity of Gini-Simpson
increases with the number of species, Simpson, (1949).

Index of Simpson calculated starting from the data
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recorded on each locality (Hg-s ranging between 0. 21
and 0. 56) show that diversity in this area is very
variable; the distribution of the index of diversity of

Gini-Simpson per hamlet is consigned in Table 1.

Evolution of the equal distribution according to the
biotope

The informations obtained with the richness and the
indices of diversity are supplemented by the variations
of the equal distribution of taxon within the hamlets.
The values of equitability and the difference in
equitability also make it possible to apprehend
seasonal dynamics (Bernez, 2000). The equitability
(Es) lies between 0 (only one species at a frequency of
1) and 1 (all the species have the same frequency). An
expression of the equitability is often given starting
from the index of diversity of Gini-Simpson (Es=Is-
1/S-1) (Pavoine, 2005). The settlement of the
mosquitoes of the 28 prospected sites appears
heterogeneous in comparison with the value of the
indices of equitability which exceeded 0. 47 forever (in
Dokanmey). Nevertheless, heterogeneity is more
remarkable in Manguévier (Es= 0. 14). The
distribution of the index of equitability per hamlet is

consigned in Table 1.

Table 2. Temporal variation of culicidienne
abundance according to rain and the larval breeding

sites in the health district Ouidah, Kpomassé and Tori

Bossito.
Month Abundance Rain Number of
culicidienne Breeding sites

October _2007 18145 125.7 465
December_2007 9133 14.2 309
January_2008 2048 9.9 310
March_2008 2920 80.3 250
May_2008 13230 165.8 530

Relation between precipitation and abundance of the
mosquitoes

The test of correlation of Pearson shows that the
monthly variations of the adults of Culicide are

strongly correlated with pluviometry in all the 28

2012

hamlets (r = 0.45). The Fig. 1 and Table. 2 indicates
that the abundance of the -culicidae decreases
systematically from October to January. It is weak
between January and December. It increases in March
(a few weeks after the first rains of the year), to reach a

second peak in May.

Linear relation between larval breeding sites and
abundance of the mosquitoes

The test of correlation of Pearson shows that the
monthly variations of the adults of Culicidae are
strongly correlated with the frequency of the larval
breeding site in all 28 hamlets (r= 0. 68). Indeed, Fig.
2 and table. 2 indicates that the abundance of the
culicidae decreases systematically from October 2007
to January 2008. It is weak between January and
December. It increases in March (a few weeks after the
filling of the larval breeding sites by the first rains of

the year), to reach a second peak in May.
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Fig. 1. Temporal variation of culicidienne abundance

according to rain.

20000 €00
18000

18000
14000
12000
10000 -+ 200

8000
8000 200
4000 100
2000 ’_‘
o t T T 0
N
e e

3 =
h‘\ﬂdi}m 3.2
[ Abundance culicidienne
Month —e— Number of Breeding sites

Fig. 2. Temporal variation of culicidienne abundance

Abundance culici dienne
Larval breeding sites

P »° (:iac‘am‘?*”zo01

according to larval breeding sites.

Discussion
The study shows that the mosquito fauna in the 28

hamlets is rich and is diversified. These results
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corroborate those of Djénontin et al, (2010) which
working in the same site had obtained Culex gr.
decens, Mansonia africana, likes the most abundant
species. The weak correlation (0. 45) between
pluviometry and abundance culicidienne explains a
weak link between these two parameters. This
correlation does not explain it only the determinants of
abundance, since the test of Fisher of the linear model
gives a probability of 0. 213. Pluviometry explains only
45% of the variation of abundance culicidienne. The
strong correlation (r = 0. 68) between the abundance
culicidienne and larval breeding sites explains a strong
link between these two parameters. The larval breeding
sites explain 68% of abundance culicidienne. The larval
breeding sites and pluviometry do not explain alone
abundance culicidienne in the area of Ouidah
Kpomasse and Tori Bossito. The high abundance of the
culicidae in this area would be as related to the
favourable conditions as offered the anthropic
activities (production of alcohol, water provision in the
marshes, instrument of conservation of water not
closed) and natural (proliferation of the marshes,

depth of the ground water).

The strong specific richness observed in the hamlets of
Hla, Adjahassa, Agadon and Soko (between 16 and 19
species) would be related on the depth of the ground
water on one hand and the traditional manufacture of
alcohol on the other hand. Indeed in this area, the
ground water is very deep (65 meters of altitude in
Agadon). This situation obliges the populations to
preserve water in the barrels, the earthenware jars,
basins... etc. To this comes to be added the artisanal
manufacture of alcohol which accentuates the
requirement of water and thus the stressing of the
instruments of conservation of water in these localities
and it costs the proliferation of various species of
mosquitoes. These results corroborate those of Tsila,
2003 and Patrick, 2010 who working on a lake in
Cameroon had noticed that the specific richness and
the high abundance of the mosquitoes could be related

to the favourable conditions which offered the
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anthropic activities (the exploitation of sand on the
edges of the domestic Nkolbisson Lake and the
excessive deposit of refuse by the bordering
populations create favourable conditions with the

development of many species of mosquitoes).

A comparative study of the recorded data shows the
significant differences in indices of diversity from one
site to another. Several biotic and abiotic factors would
explain the strong density of mosquitoes observed
during the rainy season (n= 18145 in October and
n=13230 in May) compared to the dry season (n= 9133
in December; n=2048 in January and n=2920 in
March). Indeed, during May and October, the repeated
rains contribute to maintain a ground gorged with
water. Such a ground is very favourable to the
production of the larval breeding sites, since without
hydrous contribution, the mosquitoes cannot develop.
This situation added to the argillaceous texture of the
ground of this medical area would limit the infiltration
of rainwater by places, and maintains for a good period
of the rainy season the temporary breeding sites of
mosquitoes. Let us also underline that during this
period; the sunning is moderated, which would limit
the evaporation of water and the evapotranspiration by
the plants. After emergence of the larvae and because
of the shade of bulky vegetation, the young mosquitoes
exophiles do not find any difficulty to colonize their
places of rest. These factors are very favourable to the
nesting and the proliferation of the mosquitoes in rainy

season in opposition to the dry season.

The weak proliferation of the mosquitoes of the Aedes
genus (n= 3. 25%) in a medium however favourable to
their development (existence of many larval breeding
sites consisted earthenware jars) was confirmed by
other researchers. Indeed our results are similar to
those of Karch obtained on culicidienne fauna and its
harmful effect in Kinshasa in 1990. This situation
would be explained by the fact that the captures started
as from 10 p.m., hour in which the Aedes do not bite

any more, their activities being diurnal. (Karch, 1990).
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In the same time, the weak proliferation of the
anopheles mosquitoes (n=2.55%) would be related to
the fact that our research tasks on the capture of the
mosquitoes started from October, at which time the
temporary and semi permanent breeding sites of these

dipterous rarefy.

The Culex and Mansonia represent the genus the most
present in the health district Ouidah- Kpomasse- Tori
Bossito. They pose an enormous problem of harmful
effect in particular in the majority of the localities. This
strong proliferation would be related to the natural
factors and anthropic (retaining tanks of rainwater,
water resulting from the drainage for the gardening but
also to the many hollows and marsh) which maintain a
permanent humidity in certain localities of this health

district (Bio-Bangana, 2012).

The entomological study undertaken in the health
district Ouidah Kpomasse and Tori Bossito in October
and December 2007 then in January, March and May
2008 permitted to know specific diversity, the
abundance and the equal distribution of the
anthropophiles mosquitoes in this area of Benin. These
various indices enabled us to obtain several ecological
information on the viability or not of the settlements,
their distribution. The fight against the mosquitoes in
the health district Ouidah Kpomasse and Tori Bossito
requires the taking into account of all these elements
for the regrouping of the 28 hamlets in 04 groups of 07
hamlets. Anthropic disturbances or unusual factors
(various strategies) in the various groups of hamlets
will make it possible to make decrease the diversity
and the abundance of the mosquitoes in the area.
Taking into account all these geographical, cultural and
entomological data about culicidian fauna in Tori-
Bossito area is important to implement integrated fight

method against disease vectors.
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Abstract

Background: In many parts of Africa as in Benin, the main strategies of vector control are based on the scaling-up
of Long Lasting Insecticide Treated Nets (LLITNs) and indoor residual spraying (IRS). The need to understand the
biological implications of IRS in large scale and full coverage of LLITNs is paramount. It is in this context that the
present study was conducted. It aims to evaluate the effect of a large scale IRS using a non-pyrethroid insecticide
and full coverage of deltamethrin treated nets on the behavior of An. gambiae s.I. in the intervention areas
compared to untreated areas used as controls.

Methods: Mosquitoes were collected using human landing catches, pyrethrum spray catches and window exit
traps to assess reduction of entry rate, endophily rate, endophagy rate and overall mortality rate in natural
populations of An. gambiae s.Il. before IRS and LLITNs intervention (2007) and after in 2008 and 2010.

Results: In the IRS arm, endophily rate was 67.13% before intervention and 4.5% after intervention, whereas in the
control arm it was stable at 51.67% (P > 0 .05). In the LLITN arm endophily rates also decreased after intervention.
After the IRS, no gravid mosquitoes were collected from all treated localities, but LLITN performance was not that
spectacular. The proportion of mosquitoes biting indoors in the IRS arm decreased from 67.09% before intervention
to 42.85% after intervention, compared to a low but significant decrease (71.31% to 57. 46%) in the LLITN arm.

The use of vector control tools and behavior of the host would be the main factors that modify the behavior of
taking a human blood meal observed on An. gambiae s.I. inside human dwellings.

Conclusion: The impact on the behavior of An. gambiae s.l. observed with the bendiocarb used in IRS was highly
effective compared with the free distribution of LLITNs in terms of mortality and the decrease of proportions of
indoor feeding. Despite this efficacy, there is a need for complementary tools and research of alternative strategy
oriented on effective health education, and the use of powerful tools such as IRS, LLITNs, larviciding and repellents.
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Background

Malaria remains the most important parasitic disease in
Benin causing significant mortality and morbidity despite
concerted efforts to control it. In many parts of Africa, the
main strategies of vector control are based on the scaling-
up of Long Lasting Insecticide Treated Nets (LLITNs) and
indoor residual spraying (IRS) [1,2]. Many studies have
shown the efficacy of indoor residual IRS and LLITNs in
reducing malaria transmission and prevalence [3]. How-
ever, these methods, especially ITNs, rely on the use of
pyrethroid insecticides. Unfortunately the recent evolution
and spread of pyrethroid resistance in West Africa in the
Mopti (M) molecular form of Anopheles gambiae s.s is a
major concern for the sustainability of malaria prevention
in Africa [4,5]. This is the reason why the research of alter-
nate solutions using a non-pyrethroid insecticide became
a priority [6]. In Zimbabwe, when bendiocarb was tested
for its residual efficacy and irritation in malaria vector
control, the results showed for up to 20 weeks after treat-
ment, a mortality of 100% of An. arabiensis over the
thatch but with a less pronounced irritant effect [7]. In an-
other study in the Philippines, selective application of
bendiocarb was very promising both in terms of efficiency
and cost-effectiveness for the control of An. flavirostris
[8]. Asidi et al., have shown that the carbosulfan net gave
significantly higher killing of An. gambiae s.l. than all py-
rethroid treatments except the impregnated net with del-
tamethrin [9]. In Benin, a recent study [10] that included
four months of evaluation of various insecticides in ex-
perimental huts, showed that Sumithion 40 WP (Feni-
trothion), Master Quick ZC (mixture of chlorpyriphos
250 g/l + deltamethrin 12 g/l), and Ficam M (bendiocarb
800 g/kg), proved to be good alternatives against
pyrethroid-resistant Anopheles. However, bendiocarb is
the only product that the National Malaria Control Pro-
gram (NMCP) has selected for the implementation of IRS
in Benin, because the Master Quick ZC formulation is not
approved by the World Health Organization Pesticide
Evaluation Scheme for use. With regard to Sumithion
40 WP, doubts were raised on its safety in terms of its sec-
ondary effects and odor [10]. The choice of a control
method based on IRS is a decision of Benin to reinforce
the action of the LLITNs and this approach is stated in
the control plan of the National Malaria Control Program.
To reach this goal, two rounds of IRS of bendiocarb were
carried out in the study area by the Research Triangle In-
stitute (RTI), in collaboration with the population based
on community involvement to ensure the sustainability of
the strategy. IRS has been used for plateau zones (IRS
arm) situated far from flooding areas, and LLITNs have
been distributed to families of villages situated in flooding
zones (LLITN arm) where implementation of IRS has not
been adopted. The National Malaria Control Program
strongly hopes to reduce malaria burden through this

Page 2 of 10

program. Indeed, according to results of trials sponsored
by WHO in Garki in northern Nigeria [11], IRS led to a
considerable decrease in the total vector population and
reduction in the incidence of malaria among children, the
plasmodic index and fever, and an apparent effect on mor-
tality of 1-4 year old infants. In Kenya, IRS of fenitrothion
in Kisumu [12] and the use of LLITNs in the south coast
of Kenya [13], showed a decline in populations of An.
funestus s.l. and An. gambiae s.l. by the IRS, while the high
bed net coverage was followed by a much reduced human
biting rate and a diminishing role of An. gambiae s.s. in
malaria transmission. The monitoring of behavioral
responses of mosquitoes to insecticides is critical to the
understanding of how chemicals function in the control of
disease transmission [14]. As the international community
has now prioritized national and regional elimination with
a long-term ultimate goal of malaria eradication [15], the
need to understand the biological implications of IRS in
large scale and full coverage of LLITNs is paramount.
After the implementation of the IRS in Benin by the
NMCEP, it is important to understand its impact on the be-
havior of An. gambiae s.I. in contact with walls treated
with insecticide. In this context, the present study aims to
evaluate the effect of a large scale IRS using a non-
pyrethroid insecticide and full coverage of deltamethrin
treated nets on the behavior of An. gambiae s.lin the
intervention areas compared to untreated areas used as
controls.

Methods

Study area

The study was conducted in 4 districts of Oueme region
in South-East of Benin (Figure 1): Adjohoun, Dangbo,
and Seme-Misserete Kpodji which are retained by the
health authorities for the first indoor residual spraying
campaign in Benin. The four districts cover an area of
977 km® and an estimated 64,799 households. There are
62,890 children aged <5 years in 174 villages [16]. From
2002 to 2006, Oueme was the region with the highest
rates of malaria-associated mortality [16]. The region is
characterized by a sub-equatorial type climate. Our
study also included Porto-Novo, which served as a con-
trol because it has the same ecological and geographic
characteristics as the four districts mentioned above.
Porto-Novo is the administrative capital of Benin, also in
Oueme region (Figure 1). Oueme region is characterized
by the presence of two types of environment. The first
environment is a plateau zone situated far from flooding
areas. In the plateau area, mosquito breeding sites are
created particularly during the rainy seasons; more than
90% of households have been treated with bendiocarb at
a dose of 400 mg/m> The second environment is the
peripheral area represented by a swampy zone on the
border of the Oueme River and Lake Nokoue. This
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peripheral area is made up of marshy land converted to
vegetable gardens. Land management in this vegetable
growing area creates a perfect breeding site for An. gam-
biae s.l, the main vector of malaria, which is highly re-
sistant to pyrethroids [16]. In the present study, the
plateau zone is referred to as the “IRS arm”, and the
swampy zone is called “LLITN arm”. In the swampy
zone, IRS was not implemented because of the presence
of the two bodies of water, which could be at risk of con-
tamination by insecticides. Therefore, LLITNs were dis-
tributed to these households in this area, and particular
attention was given to children less than five years of
age and pregnant women [17]. An estimated distance
between 5 and 7 km separated the plateau and the flood
areas [18]. This distance was sufficient enough to pre-
vent migration of mosquitoes from one area to another.
The houses in both areas are generally built in a similar
shape. These houses are made of either mud or cement
with large eave gaps facilitating entry and exit of mos-
quitoes [16]. However, the human population density is
high in both areas, and mosquitoes do not need to travel
far to feed [17].

Indoor residual spraying of bendiocarb in the plateau
area and LLITNs distribution in the swampy area

Two rounds of IRS of bendiocarb were carried out in
the plateau areas (IRS arm) of districts of Adjohoun,
Dangbo, Misserete and Seme. The first round was car-
ried out in July 2008 and the second, eight months later,
in March 2009. Indeed, in a recent study, this insecticide
appeared especially efficient in phase II evaluation
against malaria vectors [17]. The two applications were
completed by volunteers selected from the local commu-
nity and trained by the RTI team, the implementing
partner of the U.S. Agency for International Develop-
ment. According to RTI, the coverage rate was more
than 90% for each of the two rounds. In the swampy
areas a total of 48,819 LLITNs (Permanet 2.0; Vester-
gaard Frandsen, Lausanne, Switzerland) were distributed
in October 2008 and May 2009. They were distributed
to 47,524 households. According to RTI, more than 90%
of children less than five years of age and pregnant
women received LLITNS.

Mosquito sampling and identification

The sampling was carried out in 4 villages (2 in the plat-
eau area and 2 in the peripheral area) per district by
using indoor and outdoor human landing catches (HLC)
to identify the changes in biting behaviour of mosquitoes
induced by the presence of bendiocarb on the walls or
deltamethrin in the fiber of PermaNets. The sampling
was carried out every month for two consecutive nights
per survey (8 person-night per district per survey).
Catches were conducted between 21.00 and 05.00 hrs.
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Teams of collectors were rotated among the collection
points on different collection nights to minimize sam-
pling bias. Informed consent from all volunteers was
obtained before their participation in the study.

Human landing catches were carried out during
January 2008—December 2009 and spanned two rounds
of IRS. To measure the impact of the intervention on
the endophagy rate, we compared the values indicated
for the same periods, January—July 2008 before inter-
vention and January—July 2009 after intervention. We
excluded August-December 2008 and 2009 from the
analysis because these two periods were those of IRS
implementation, but there is no available database for
these periods for before and after intervention.

In addition, to evaluate the impact of interventions on
reduction of entry rate, endophily rate and mortality rate
induced by the presence of insecticides, 4 bedrooms
were selected in each intervention area. Mosquitoes
were collected by using window exit traps. The collec-
tions of live mosquitoes were carried out using a mouth
aspirator and transferred into holding tubes and pro-
vided with cotton wool wetted with a 10% honey solu-
tion to record delayed mortality after 24 h. Dead
mosquitoes collected in the trap and on the floor inside
the bedroom were transferred into plastic cups to be
identified and used to determine the immediate mortal-
ity. Furthermore, in the meantime, morning catches
within the same bedrooms were undertaken using py-
rethrum spray catches.

The sampling of mosquitoes was carried out in the
same bedroom and at the same frequency during the
intervention periods before and after.

All anophelines were sorted and assigned to species
based on morphological characters using standard identifi-
cation keys [19]. The female mosquitoes belonging to An.
gambiae s.l.were classified according to the state of their
abdomens (unfed, partially fed, fully fed or gravid) [20].

Parameters measured

Reduction of entry rate is the difference of the number
of An. gambiae s.l. captured after intervention multiplied
by 100 and divided by the number caught before inter-
vention in the same bedroom.

Endophily rate is the percentage of the number of An.
gambiae s.l. at rest divided by the total number collected
by indoor residual spraying and the window trap.

Endophagy rate is the percentage of the number of indoor
bites divided by the total number of indoor and outdoor bites.

Overall mortality rate is immediate mortality rate +
delayed mortality rate recorded after 24 h.

Statistical analysis
Data were analyzed using SPSS version 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). The efficiency of the intervention was
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evaluated by using the Kruskal-Wallis test to compare
parameters (blood feeding rate, gravidity rate, endophily
rate) between the periods before and after intervention.
The Fisher exact test was used to compare mortality
rates between these two periods. The significance level
was set at 5%.

Ethical approval

This study received the approval of the Ministry of
Health and the Centre for Entomological Research of
Cotonou (CREC). The voluntary mosquito collectors
gave their consent before participating in the study. Ma-
laria prevention and curative treatments were provided
to all sleepers according to World Health Organization
(WHO) recommended regimen on the basis of fever and
detectable P. falciparum parasitemia. They were all vac-
cinated against yellow fever.

Results

Decrease of entry rate of An. gambiae s.I. after
interventions

Before IRS interventions during May to July 2008 a total
of 928 An.gambiae were collected by exit window traps
and PSC, for all localities Adjohoun, Dangbo, Misserete;,
Misserete, and Seme. But after IRS interventions, this
number had fallen drastically to 89, representing a re-
duction of 90.40% over the same period. Despite a lower
irritancy of bendiocarb, it induced a strong repellent ef-
fect on the behavior of An. gambiae s.l. after IRS. In
many localities the reduction of An. gambiae s.l. entry
rate, was very significant (Table 1), particularly in Seme
IRS arm where no An. gambiae s.l. were caught by exit
window traps and PSC. While in the untreated control
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IRS arm, there was an opposite trend (Table 1): the
number of An. gambiae s.l. increased by a proportion of
50%. But in the LLITN arm there was a reduction of
entry rate in Adjohoun (20.88%), whereas in Dangbo
and Seme there was an increase of entry rate of mosqui-
toes in the respective proportions of 21.95% and 14%.

Decrease of endophily rate

During the period before intervention, from a total of
928 An. gambiae s.l. captured by window exit traps and
PSC, 623 were endophilic (67.13%) in the IRS arm. But
after IRS interventions, only 4 An. gambiae s.l. were
caught in the bedrooms in Dangbo from a total of 89
An. gambiae s.l., whereas in the control the endophily
rate was stable at 51.67% (P >0 .05) (Table 2). In peri-
pheral areas of Adjohoun, Dangbo and Seme where
LLITNs were distributed, endophily rates also decreased,
respectively to 11.11% (8/72), 52% (52/100), 32.50%
(74/216) after LLITNs interventions. But in Dangbo
the decrease was not significant (P >0 .05) (Table 2).
In the control LLITN arm, the variation of endophily
was not significant between the two periods before
(53.33%) and after (52.08%) intervention (P>0 .05).
When comparing the impact of IRS and LLITN in the
same districts in terms of reduction of An. gambiae
s.l. endophily rate, the decrease due to the IRS (100%)
was higher than the decrease due to LLITN (43.95%)
in the district of Seme. This has been observed less
significantly in Adjohoun and Dangbo.

Gravidity rate of An. gambiae s.I
Before intervention, 348 An. gambiae s.l. from a total of
928 (37.5%) were gravid in the IRS arm. Misserete, and

Table 1 Reduction of entry rate of Anopheles gambiae s.I. observed before and after two interventions in districts of

Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme

Districts Number of females Number of females Reduction of
caught before intervention caught after intervention entry rate %
(May-July 2008) (May-July 2009)
IRS arm
Adjohoun 84 32 61.90
Dangbo 84 48 4285
Misserete 84 5 94.04
Misserete 5 288 4 98.61
Seme 388 0 100
Akron Control 88 132 -50
LLITN arm
Adjohoun 91 72 20.88
Dangbo 82 100 —21.95
Seme 90 216 —-140
Akron Control 404 384 495




Padonou et al. Parasites & Vectors 2012, 5:262
http://www.parasitesandvectors.com/content/5/1/262

Page 6 of 10

Table 2 Endophily rate of Anopheles gambiae s.I. observed before and after two interventions in districts of Adjohoun,

Dangbo, Misserete and Seme

Districts Before intervention (May-July 2008) After intervention (May-July 2009)
Number of Number of Endophily rate Number of Number qf Endophily rate
fomales Amgambies  Men  Confdence TS Amgambiee e Confdence
IRS arm
Adjohoun 84 58 68.83° [58.02-78.69] 32 0 0° [0.00-1091]
Dangbo 84 53 63.33° (51.87-73.37] 48 4 8.33° [232-19.98]
Misserete 4 84 52 61.83° [50.66-72.29] 5 0 0° [0.00-52.20]
Misserete » 288 210 73% [67.39-77.97] 4 0 o° [0.00-60.25]
Seme 388 250 63.67° [59.44-69.20] 0 0 - -
Akron Control 88 45 49.33° [40.24-61.95] 132 68 51.67° [42.66-60.30]
LLITN arm
Adjohoun 91 55 60.50° [49.64-70.54] 72 8 11.11° [4.92-20.73]
Dangbo 82 50 61.50° [49.57-71.57] 100 52 52° [41.78-62.10]
Seme 90 55 60.83° [50.25-71.21] 216 74 32.50° [27.95-41.00]
Akron Control 404 216 5333° [4847-5842] 384 200 52.08" [46.96-57.18]

For the mean of each district, values of the same line which carry same letters in exposant were not significantly different (p > 0.05).

Adjohoun had the highest (41.6%) and lowest (30.16%)
rates. After the IRS no gravid mosquitoes had been col-
lected in all localities (Table 3). Compared to IRS,
LLITN performance was not as spectacular (Table 3).
The rate of gravidity fell to 31.08% and 24.98% respect-
ively in Adjohoun and Dangbo, whereas it increased to
25.01% in Seme. The gravidity rate in the control has
also decreased from 2.5% in the IRS arm and 14.17% in
the LLITN arm (Table 3).

Decrease of endophagy rate

Before intervention An. gambiae s.I. was endophagic in all
localities (Figure 2). The proportion biting indoors were
85.43%, 72.14%, 79.57%, 70.43% and 64.43% in Porto
Novo, Adjohoun, Dangbo, Misserete ;, Misserete , and
Seme respectively (Figure 2). But after IRS intervention
An. gambiae s.l. tends to take a blood meal preferably on
catchers installed outside rooms in the IRS arm (Figure 2).
Indeed, the proportion biting indoors in the IRS arm

Table 3 Gravidity rate of Anopheles gambiae s.l. observed before and after IRS and LLIN intervention in districts of

Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme

Districts Before intervention (May-July 2008) After intervention (May-July 2009)

Number of Number of Gravidity rate Number of Number of Gravidity rate

Gught  mosquitoes  Mean  Confidence  (CORSS B e Mean  Confidence

interval interval

IRS arm
Adjohoun 84 26 30.16° [21.31-41.98] 32 0 o° [0.00-10.91]
Dangbo 84 31 36° [26.63-48.13] 48 0 o° (0.00-742]
Misserete 4 84 29 33.66° [24.48-45.70] 5 0 o° [0.00-52.20]
Misserete 5 288 120 41.16° [35.91-47.60] 4 0 o° [0.00-60.25]
Seme 388 142 36.16° [31.79-41.61] 0 - - -
Akron Control 88 35 41° [29.49-50.77] 132 53 40° [31.72-49.04]
LLITN arm
Adjohoun 91 41 44337 [34.60-55.85] 72 22 30.55° [20.24-42.53]
Dangbo 82 38 46.66° [35.25-57.70] 100 35 35° [25.73-45.19]
Seme 90 35 3866° [28.79-49.75] 216 101 4833° [39.96-53.65]
Akron Control 404 176 42.33° [38.67-48.56) 384 133 36.33° [29.88-39.63]

For the mean of each district, values of the same line which carry same letters in exposant were not significantly different (p > 0.05).
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After intervention

significantly (p < 0.05) decreased from 67.09% before inter-
vention to 42.85% after intervention (24.24% of reduction),
compared to a low but significant decrease (71.31% to 57.
46%) in LLITN arm. This was not the case in the control
area (p > 0.05) during the period after intervention.

Mortality rate of An. gambiae s.I

We have noticed that all live mosquitoes collected in
window traps and transferred into plastic cups were
dead before 24 hours had elapsed. Therefore, we have
considered them as mosquitoes immediately dead, in-
cluding all dead mosquitoes collected from floors and in
the exit window traps. In the IRS area before interven-
tion the mortality rate was almost zero (4/928 An. gam-
biae s.l. were dead) (Table 4). However, after the IRS, the
lethal effect of bendiocarb was very significant, with
mortality rates of 64.58%, 80% and 75% respectively
observed in Dangbo, Misserete ; and Misserete »
(Table 4). In Adjohoun this rate was lower (37.5%),
whereas it had been 0% in the control area (p >0.05)
(Table 3). However, after distribution of LLITNs, the
mortality rate increased respectively to 8.33%, 23% and
13.88% in localities of Adjohoun, Dangbo and Seme.
Compared to the lethal effect of bendiocarb in IRS areas,
LLITNs are proven less effective.

Discussion

The high decrease of entry rate (42.85 & 100%) of An.
gambiae s.l. natural populations into bedrooms, could be
explained by the large scale of IRS with bendiocarb that

created a stressful environment, which in turn could
lead to impressive reduction of entry rate of mosquitoes.
This is consistent with previous studies that showed that
the unpleasant atmosphere created by the presence of
bendiocarb on the walls inside houses is harmful to the
mosquitoes and leads to an increase in the exit rate [17].
Conversely, the strong irritant effects that we observed
during the evaluation in experimental huts [10] for del-
tamethrin, showed reduction of entry rate was less ef-
fective in LLITNs areas. This difference in efficacy could
be due to the mass community effect of bendiocarb used
on a large scale. Indeed, in IRS areas, 2,623 kg of bend-
iocarb were sprayed in 142,814 bedrooms during the
first intervention and 2,751 kg in 156,233 bedrooms dur-
ing the second intervention; 90 to 100% of bedrooms
were treated, according to RTI (Research Triangle Inter-
national) who carried out the spraying operation. This is
consistent with previous studies that showed that
community-wide use of insecticide-treated bednets
(ITBN) engenders a mass effect [21]. The data analyzed
on a cohort of children, revealed for those not using
ITBNS, an increasing level of ITBN usage within the area
surrounding each child was associated with a decreased
risk of developing malaria. This effect was significant in
areas at distances of up to 1.5 km away from each child
[21]. In addition, some beneficiaries of LLITNs do not
use them, but continue to use the untreated nets they
had before. Prior to free distribution of LLITNS, it was
shown that heat, choking, beliefs and taboos seem to be
barriers to the use of bednets in the study area [16]. It is
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Table 4 Mortality rate of Anopheles gambiae s.l. observed before and after IRS and LLITN interventions in districts of

Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme

Districts Before intervention (May-July 2008) After intervention (May-July 2009)
Number of Number of Mortality rate Number of Number of Mortality rate
females dead . Mean Confidence females dead . Mean Confidence
caught mosquitoes Interval caught mosquitoes interval
IRS arm
Adjohoun 84 2 2.3? [0.29-8.34] 32 12 37.5° [21.10-56.31]
Dangbo 84 1 1.04% [0.03-6.46] 48 31 64.58° [49.45-77.84]
Misserete 4 84 1 1.11°% [0.03-6.46] 5 4 80° [28.36-99.50]
Misserete » 288 0 0? [0.00-1.27] 4 3 75° [19.41-99.37]
Seme 388 0 0? [0.00-0.95] 0 - - -
Akron Control 88 1 0.83° [0.03-6.17] 132 0 0® [0.00-2.76]
LLITN arm
Adjohoun 91 0 0? [0.00-3.98] 72 6 9.72° [3.12-17.26]
Dangbo 82 0 0? [0.00-4.40] 100 23 25.69° [15.17-32.49]
Seme 90 1 0.16% [0.03-6.04] 216 30 1413 [09.57-19.23]
Akron Control 404 0 0? [0.00-0.91] 384 0 o* [0.00-0.96]

For the mean of each district, values of the same line which carry same letters in exposant were not significantly different (p > 0.05).

also possibly due to their poor living standards. People
sell LLITNs to address other problems, as was the case
in trials sponsored by The WHO in the Congo and Tan-
zania [22]. For LLITNs to be fully effective, requires that
community members are actively involved in the
process, to ensure that nets are used even during sea-
sons when such use is unpleasant because of the heat
and insect bites do not seem numerous enough to justify
it [22].

The endophily rate of An. gambiae s.l. observed before
the IRS and LLITN interventions corroborates previous
reports of anopheline behaviour [23,24]. However, after
the IRS and LLITN interventions a dramatic decrease of
the endophily rate was observed in IRS area. This could
be explained by a strong decrease in the proportion of
gravid and half gravid mosquitoes, according to Table 3.
The unpleasant atmosphere created by the presence of
bendiocarb on the walls inside houses was harmful to
the mosquitoes and might be the cause of this shift in
behavior. Furthermore, the impressive reduction of entry
rate of An. gambiae s.l. could justify this shift. Despite
this deterrent effect a low proportion of An. gambiae s.1.
enter bedrooms. But once on the walls, they absorb the
bendiocarb which kills them and they do not have time
to bite and to rest inside to digest their blood meal. In-
deed, other studies previously conducted [10,25,26] have
shown the effectiveness of alternative insecticides such
as carbamates to control An. gambiae s.l. resistant to
pyrethroids. Furthermore, the present study confirms
the absence of An. gambiae s.l. resistance to bendiocarb
in southern Benin [16,27]. Conversely, An. gambiae s.1.
resistance to pyrethroids [18,25,28] was corroborated

and could justify the difference in efficacy of LLITNs
impregnated with deltamethrin compared to that using
IRS based on bendiocarb.

The findings have also demonstrated that large scale IRS
can alter An. gambiae s.l. populations and reduce the epi-
demiological importance of indoor-biting mosquitoes.
This decrease was also observed in the LLITNs area, but
in a lower proportion. This is consistent with others stu-
dies showing that IRS [17] and ITNs in Somalia [29] and
Tanzania [30] can reduce the mean density, survival, infec-
tiousness and fitness of mosquito populations.

Conversely, in the control area An. gambiae s.l.
remained endophagic in the period after intervention,
whereas it has been more exophagic in intervention
areas. In this context, the human-biting behaviour of
vectors in Oueme region appears to be independent of
population density for these species [31]. Nevertheless, a
very plausible case [32] is presented that correlates
community-wide ITN use with significant changes in the
biting profile of the principal malaria vectors. This indi-
cates that factors relating to locality and seasonal cli-
matic variations would have little effect on shifts of
behaviour of taking human blood.

The use of vector control tools and behaviors of the host
would be the main factors that modify the behavior of
sucking human blood observed on An. gambiae s.l. In-
deed recent studies [33,34] showed that the long-term in-
door application of residual insecticides contributes
towards an increased tendency for outdoor feeding among
malaria vector populations. This is expected to erode the
efficacy of malaria vector control interventions over time,
much as increased insecticide resistance would [35].
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Despite the effectiveness of bendiocarb used for IRS, it
has the disadvantage of having a short residual effect
[10,36]. In this case it appears that the LLITNSs, although
providing modest efficacy against pyrethroid resistant
An. gambiae s.l., are necessary to supplement IRS be-
cause of the long duration of the action of deltamethrin
and the role as a mechanical barrier played by this tool
[17,22], against mosquitoes. Regardless of a shift in host
seeking behaviour of An. gambiae s.l., other possibilities
for outdoor anti-vector interventions need to be
explored, in combination with ongoing IRS and LLITN
distribution because of the short residual effect men-
tioned above.

Conclusion

The impact on the behaviour of An. gambiae s.l
observed with the bendiocarb used in IRS was highly ef-
fective compared with the free distribution of LLITNs in
terms of mortality and the decrease of proportions of in-
door feeding. However, this decrease is not enough to
prevent a new infection of Plasmodium falciparum by
outdoor biting mosquitoes. In this case it would be advis-
able for people to go to bed early and to avoid infective
bites outdoors. Therefore, the personal protection and col-
lective protection respectively conferred by the IRS and
LLITN are not enough to eradicate malaria. There is
therefore a need for complementary tools [37,38], and re-
search of alternative strategies oriented on effective health
education, people’s empowerment and participation, and
the use of powerful tools like IRS, LLITNS, larvicides and
repellents.
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Extraction d’ADN au CTAB, sur moustique entier
Myriam et Cécile, avril 2003
D’apreés : une technique que faisait Myriam dans son ancien labo ; pas de publication a ce jour.

1- Broyer chaque moustique dans 200 ml de CTAB 2%

2- Mettre au Bain-Marie 65° pendant 5 minutes

3- Ajouter 200 ml de chloroforme - Mélanger par inversion.

4- Centrifuger 5 minutes a 12 000 rpm, a TA

5- Prélever la phase supérieure et la mettre dans un autre tube

6- Ajouter 200 ml d’Isopropanol sur ce surnageant - Bien mélanger par inversion
7- Centrifuger 15 minutes a 12 000 rpm et TA

8- Vider 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 MEDTA 20 ml 10 mM
NaCl 81.8¢g 1.4 M
CTAB* 20¢g 2%
ddH20 QSP 1L

* Cetyl trimethyl ammonium bromide
Mélanger sous agitateur magnétique.
Conserver a TA.
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PCR diagnostique An. gambiae s.l.
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 uM) 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

Tag 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

940A 94° b
Amplification : ] 3| 30 720|720
3’ [30%, 30, 10“]40c 5’ @ 56°C —
10" 5‘
Taille attendue 30"
An. gambiae : 390 bp Y oC *
An. arabiensis : 315 bp 36
An. melas : 464 bp N
40 cycles
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Formes moléculaires M et S d’An. gambiae
ISA, janv 2003

Polymorphisme d’un segment de l’espace intergénique (IGS) de ’ADN ribosomal

Réf : Favia G, Lanfrancotti A, Spanos L, Siden-Kiamos | & Louis C. Molecular characterization of
ribosomal DNA polymorphisms discriminating among chromosomal forms of Anopheles gambiae
s.s. Insect Mol Biol. 2001, 10(1):19-23.

Amorces

R3 : GCAATCCGAGCTGATAGCGC

R5 : CGAATTCTAGGGAGCTCCAG
Mop int : GCCCCTTCCTCGATGGCAT
B/S int : ACCAAGATGGTTCGTTGC

Conditions PCR
Avec la Taq Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 pl par réaction

Réactifs Conc. finale pour 1 rxs a 25 pl
Tampon de Taq 10 X 1 X 2.5 ul
contenant 15 mM MgCl, 1.5 mM

MgCl 25 mM 1 mM 1.0 ul

5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul

Primer R3 (10 uM) 7.5 pmoles 0.75 ul

Primer R5 (10 pM) 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 ul

ddH,0 14.45 pl

DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 ul

94OA 94° A
Amplification : 30| 30" ' 72° 72°
3’ [30“, 30“, 45“]28(5, @ 63°C _-'
L 45n 5

Taille attendue 30"
R3/R5 : ~1300 bp I eoc |
M: 727 bp -
S: ~475 bp 28 cycles
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Mutation Kdr
ISA, janv 2003

Polymorphisme dans un géne 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 wl

Primer D1 (10 puM) 6 pmoles 0.6 ul

Primer D2 (10 uM) 6 pmoles 0.6 ul

Primer D3 (10 pM) 20 pmoles 2.0 ul

Primer D4 (10 pM) 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

9404 94° i
Amplification : —_‘
3’ [30“, 30“, 104(]35(:5! @ 55°C 3! 30 72 72
10" 5'
Taille attendue L
D1/D2 : 293 bp 30"
D1/D3:195bp  Résistant 1 ssc
D2/D4 : 137 bp  Sensible -/
35 cycles
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Mutation Ace 1 chez Anopheles

Isa et Alphonsine, juin 2003

Polymorphisme dans le gene ace-1 qui code pour ’acéthylcholine estérase Ache1.
La mutation se situe au niveau de U’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 pul
ddH,0 17.95 pl
DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pl
Amplification : 94oA 94° A
3’ [30%, 30, 30“]35.5” @ 62°C
3 30" 72° |72°
Taille attendue r—
Ex3AG : 541 bp 30"
Vérifier 5pl de produit de PCR sur gel d’agarose 1.5% 30"
62°C
Digestion enzymatique ' \ ) v
Réactifs Conc. finale | pour 1 rxs a 25 pl 35 cycles
Tampon de l’enzyme 1 X 2.5
10 X ul
Alu |l (5 U/pl) 2.5U 0.5 ul
ddH,0 14.0
pl
Produit PCR 8.0
ul
Incuber a 37°C pendant 3 heures, voire toute la nuit.
Vérifier la réaction en faisant migrer 10ul de la digestion sur un gel d’agarose 2%.
100 bp 100 bp
800 bp
Tailles attendues
- 541
Génotype SS RR 403
taille 403 bp 253 bp
150 bp 200 bp 253
138 bp 138 bp 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 0: 45 pl/15 ml PBS

b) Mettre 50 ul/puits (a pipette 8 canaux, pte jaune) de chaque ACm de capture

* SCREEN : mélange des plasmodiums a tester (n x 50 pl)
* monospécifique : uniquement du plasmodium étudié (1 x 50 pl)
Laisser la nuit sur la paillasse (ou le W.E. a 4°C).

07 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER
08 - METTRE 200 pl de BB par puits (screen ou monospécifique)
pendant 1 H sur paillasse.
Pendant ce temps faire décongeler les moustiques a tester (Téte Thorax dans BB)

09 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER

10 - METTRE 50 pl du broyat de moustique par puits. Bien vérifier qu’on met dans le bon puit.
Laisser pendant 2 H sur paillasse.

11 - Environ 10 minutes avant la fin des 2h, préparer les ACm CONJUGUES,
si nécessaire reconstituer le lyophilisat (cf. fiche)

12 - VIDER LA PLAQUE. LAVER 2 FOIS AU PBS/TWEEN 20
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13 - METTRE 50 pl/puits de 'ACm CONJUGUE, correspondant a 'ACm de capture (pour Screen =
3 x 50 pl) LAISSER 1 H sur paillasse

ACm conjugués a Peroxydase dans BB, : il faut faire les essai de dilution a chaque nouvelle

commande
CONJUGUES Pour 1 plaque 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 pul/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 ul/15 ml BB

14 - Environ 5 minutes avant la fin de 'heure, préparer le SUBSTRAT de la peroxydase (selon
Lhuillier, Sarthou et al) :
Pour 3 plaques :
* 5 mg d'Ortho-tolidine dans 0,25 ml de N,N-diméthyl formamide
* 30 ml de Tampon citrate
*12 pul 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) 10g de BSA (Sigma A 7906)
AGITER 2H

(pour les calculs une plaque , moustiques a broyer compris : 100 ml de BB)
* PBS/TWEEN 20 - 500 pt de Tween 20 dans 1l de PBS, agiter (Sigma P 1379)

Substrat de Peroxydase = Pour 3 plaques :
*5 mg d'Ortho-tolidine dans 0,25 ml de N,N-diméthyl formamide
* 30 ml de Tampon citrate
*12 pl de H202 a 10% (ou 4 pl a 30% , ou 6 pl a 20% ).

Tampon Citrate pH4
- préparer le Tampon Citrate pH4 : Pour 1 litre :
Acide citique, 1 H20 11,77 g
Hydroxyde de Sodium 4,48 ¢

Dissoudre la soude dans 200 ml d'eau bidistillée, puis l'acide citrique dans
cette solution. Ajouter 400 ml d'eau bidistillée. Ajuster le pH a 4 avec de lacide
Chlorhydrique 1N. Compléter a 1 | avec de l'eau bidistillée.

RECONSTITUTION DES ANTICORPS MONOCLONAUX LYOPHILISES (ACm)
* milieu reconstitution = 1/2 volume H0 + 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 pg / ml)
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QUANTITE D'ACM NECESSAIRE :

- Sensibilisation : ACm capture dans du PBS
DILUTIONS RECOMMANDEES PAR WIRTZ :
P. falciparum capture =0.10pg / 50pl 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 / 50pul 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 o: 45 ul/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 / 50pl 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 pl/5 ml BB v 210 30 ut/15 ml BB
p. vivax 247 : 2 ul/5 ml BB v 247 6 ul/15 ml BB

p. malariae 15 ul/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
i 20ul de I 1000ul BB 100pg
Témoin pos
P. vivax 210 Stock Pv210 lyophilisé (25 ug) | 25 pl d’eau dist
A 5ul de stock 500ul BB 500ng
B 10ul de A 1000ul BB 5000pg
C 20ul de B 500ul BB 200pg
*D 200ul de C 800ul BB 40pg
Témoin pos
P. vivax 247 Stock Pv247 lyophilisé (25 25ul d’eau dist
Hg)
1 5ul de stock 500ul BB 500ng
2 40ul de 1 1000ul BB 20ng
3 100ul de 2 700ul BB 2.5ng
Témoin pos

PM : NAAG au 1/8000 déja dilué
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CENTRE DE RECHERCHE ENTOMOLOGIQUE DE COTONOU (CREC)

CONTROLE DE QUALITE DES MIILD : QUESTIONNAIRE

I- IDENTIFICATION

I1I- MOUSTIQUAIRES

1- Combien de personnes dorment dans cette case ?
Adultes ------ Enfants ----------

2- Combien de moustiquaires aviez vous dans la case ?

(Demander a voir les moustiquaires)
3- Regarder le nombre de moustiquaires par catégorie
Olyset PNLP C] Autres Olyset C] Permanet [:] Autres C]
4- Les moustiquaires sorties sont elles réellement en usage dans la case ?
Oui (suspendue) () Non (non suspendue) (] Sinon, c’est gardé ot ?-------------
5- Etat des moustiquaires

Propre (] Sale ]

6- Moustiquaire est-elle trouée?

11 OUI "] NON (une seule réponse possible)
Si oui, Nombre de trous : Total taille' : Total taille * : Total taille * :
!, Impossible d’insérer le pouce dans le trou. %, Possible d’insérer le pouce dans le trou, pas le poing.

%, Possible d’insérer le poing dans le trou.

7- Combien de personnes ont dormi hier sous moustiquaires 7--------==--===========--=-——--




SUMMARY

From 2008 to 2010, the Benin National Malaria Control Program (NMCP), supported by the
President’s Malaria Initiative (PMI), implemented Indoor Residual Spraying (IRS) for the
first time in Ouémé department. This large scale campaign which prevented over 350, 000
people from mosquito bites proved highly successful with a 94% drastic drop of the
Entomological Inoculation Rate (EIR). But, as the intervention was costly and burdensome,
the NMCP chose to implement the IRS in an area where just a single round of it will be
sufficient to protect the same number of people a year long. However, IRS withdrawal in
Ouémé department was a source of public concern about the possible bounce of malaria
transmission in this department in the future. Thus, the NMCP decided to replace the IRS by
another control intervention, namely the Long Lasting Insecticidal Nets (LLINS), which were
distributed to all households to appease the population and thus study the impact of the full
coverage in LLINs on malaria transmission. Actually, this study aimed to see if the use of
LLINs could effectively replace IRS in case it is given up due to its high cost.

The study was carried out in the districts of Adjohoun, Dangbo, Missérété and Seme-Kpodji,
previously under IRS, and Olyset nets were distributed to the population. The district of
Adjara which did not receive any interventions was considered as the control. During IRS and
after IRS withdrawal, mosquito collections were organized to follow the dynamics of malaria
transmission and possible changes in the behavior of mosquitoes, the evolution of resistance
mechanisms (Kdr and Ace-1) and vectors susceptibility to insecticides. Moreover, the
coverage rate, usage rate and physical integrity of Olyset nets were performed through a
survey in the four districts previously under IRS.

The results showed that during the third IRS campaign, a dramatic decrease of Entomological
Inoculation Rate (EIR) was recorded. But after IRS withdrawal, despite an Olyset usage rate
greater than 80%, this was not effective enough to reduce malaria transmission. As a matter of
fact, the bite rate of An. gambiae, their blood feeding rate inside the houses and their
longevity increased after replacing IRS by LLINs. Exophily after IRS withdrawal decreased
significantly in all areas (p<0.001) suggesting that mosquitoes were more likely to rest in
houses with LLINSs, than in houses subjected to IRS. In addition, the An. gambiae populations
have maintained their resistance level to pyrethroids. However, throughout the study period
An. gambiae remained susceptible to bendiocarb.

It appears from this study that the IRS and Long Lasting Insecticidal Nets are the two best
vector control interventions currently available in Benin. But, due to the high resistance of
vectors to pyrethroids, the performances of impregnated nets are below expectations.

Keywords: Malaria, IRS withdrawal, bendiocarb, LLINS, An. gambiae, EIR, longevity,
resistance



RESUME

De 2008 a 2010, le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) a mis en
ceuvre, pour la premicre fois dans le département de 1’Ouémé au Bénin, la Pulvérisation
Intradomiciliaire d’Insecticide (PID) grace a I’appui de PMI (President’s Malaria Initiative).
Cette campagne de lutte de grande envergure qui a protégé plus de 350 000 habitants contre
les pigQres de moustiques a connu un grand succes avec une reduction drastique de 94% du
Taux d’Inoculation Entomologique (TIE). Mais compte tenu du cotit et de la lourdeur de
I’opération, le PNLP a préféré transférer la PID dans une autre zone ou un seul tour de PID
suffit pour protéger le méme nombre de personnes toute 1’année. Toutefois, 1’arrét de la PID
dans I’Ouémé a soulevé quelques inquiétudes dans la population relatives, a 1’avenir, au
rebond éventuel de la transmission du paludisme dans ce département. Pour calmer la
population, le PNLP a décidé de remplacer la PID par une autre intervention de lutte, les
Moustiquaires Imprégnées d’Insecticides a Longue Durée d’action (MIILD) qui ont été
distribuées a tous les ménages et d’étudier I’impact de la couverture totale en moustiquaires
sur la transmission du paludisme. L’étude a pour but de vérifier si 1’utilisation des
moustiquaires est une alternative efficace en cas d’arrét ou d’abandon de la PID pour des
problemes de co(t.

L’étude a été réalisée dans les communes de Adjohoun, Dangbo, Misséréte et Seme Kpodji,
précédemment sous PID. La commune de Adjara non traitée, a servi de témoin. Apreés I’arrét
de la PID, des moustiquaires Olyset ont été distribuées a la population. Pendant et aprés 1’arrét
de la PID, des récoltes de moustiques ont été organisées dans les cing communes pour suivre
la dynamique de la transmission du paludisme et les changements éventuels de comportement
des moustiques, 1’évolution des mécanismes de résistance (Kdr et Ace-1) et de la sensibilité

des vecteurs aux insecticides. Par ailleurs, une enquéte portant sur le taux de couverture, le
taux d’utilisation et ’intégrité physique des Olyset dans les quatre communes précédemment
sous PID a été réalisée.

Les résultats ont montré que lors de la 3°™ campagne PID, une baisse spectaculaire du Taux
d’Inoculation Entomologique (TIE) a été enregistrée. Mais, apres ’arrét de la PID, malgré un
taux d’utilisation des Olyset supérieur a 80%, cela n’a pas suffi a maintenir la transmission a
son niveau initial. En effet, aprés le remplacement de la PID par les moustiquaires
imprégnées, le taux de piqlre des anophéles, leur taux de gorgement a I’intérieur des maisons
et leur age physiologique ont augmenté. L’exophilie des anopheles apres 1’arrét de la PID a
significativement baissé dans toutes les zones (p<0,001) montrant que les maisons dont les
murs sont traités au bendiocarb sont plus désagréables au repos des anophéles que celles qui
contiennent les moustiquaires imprégnées. De plus, les populations de An. gambiae ont
conservé leur niveau de resistance aux pyréthrinoides. En revanche, pendant toute la période
d’étude, An. gambiae est demeuré sensible au bendiocarb.

Il ressort de cette étude que la PID et les Moustiquaires Imprégnées d’Insecticide a Longue
Durée d’action sont les deux meilleures interventions de lutte antivectorielle disponibles a
I’heure actuelle au Bénin. Mais, en raison de la forte résistance des vecteurs aux
pyréthrinoides, les performances des moustiquaires imprégnees sont en deca des attentes.

Mots clés: Paludisme, arrét PID, bendiocarb, MIILD, An. gambiae, TIE, longévité, résistance.




