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RESUME

Cette these a pour objectifs de décrire la répartition spatiale de An. gambiae et de
An. funestus moustiques vecteurs du paludisme, de Cx. quinquefasciatus vecteur
des filarioses et de Ae. aegypti vecteurs des arboviroses dans la zone sanitaire
Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito (OKT), ensuite d’identifier les paramétres du milieu
qui déterminent cette répartition spatiale et enfin de modéliser la distribution spatiale
de ces espeéeces. lls s’appuient sur les trois hypothéses suivantes : La répartition
spatiale des vecteurs est non aléatoire; la contribution des déterminants
environnementaux dans la répartition spatiale des vecteurs est différentielle et la
connaissance de certains parametres du milieu permet de prédire les fréquences de

population de moustiques vecteurs dans ce milieu.

La zone sanitaire (OKT) est située au sud-ouest du Bénin, entre 1°56’30” et 2°16°20”
de longitude est et entre 6°18’30” et 6°38°20” de latitude nord.

La démarche scientifique repose sur la collecte, I'évaluation et le traitement des
données climatologiques (la température, les précipitations, le nombre de jours de
pluie, 'humidité relative, les vents, la visibilité et la pression de vapeur), des
données géographiques ('hydrographie, le relief, les localités), des données
biotiques (la présence humaine et la végétation) et des données entomologiques (les

captures nocturnes de moustiques sur appat humain et les prospections larvaires).

Il ressort de cette étude une dépendance spatiale et le fait que I'espace (absolu) est
insuffisant pour expliquer la distribution observée. Le nombre de jours de pluie, le
NDVI, le relief, la distance des localités aux cours d’eau saumatres sont les
déterminants de la répartition spatiale de Ae. aegypti. Ceux de An. gambiae, de An.
funestus et de Cx. quinquefasciatus sont: le vent, la visibilité, la pluviométrie,
’humudité relative, la pression, la température, le relief, la distance des localités aux
cours d’eau et la fréquence de production d’alcool. De ces résultats, nous avons
déduit quatre modéles qui ont servi a I'élaboration des cartes de distribution des

guatre espéces vectrices de maladies.

Enfin, cette thése révéle l'importance de I'approche géographique dans la réflexion
sur les questions de santé et cette approche pourrait étre testée sur d’autres sites et

pour d’autres vecteurs de maladies.
Mots Clés : Moustiques vecteurs, Modélisation, Analyse spatiale, Zone sanitaire Ouidah-

Kpomasse-Tori Bossito, Bénin.
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ABSTRACT

This PhD thesis aimed at describing spatial distribution of An. gambiae, An. funestus,
Cx. quinquefasciatus and Ae. aegypti in the sanitary area of Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito. This is to, identify features of the environment which determine this
distribution and at last model the spatial distribution of these species.These
objectives were based on three hypotheses which are: the spatial distribution of
vector is not random; the contribution of environmental determinants in the spatial
distribution of vectors is differential and the possibility, knowing some parameters of

an area, anticipate on the frequencies of mosquitoes vectors in this area.

The area of Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito is at the south west of Benin, between
1°56°30” and 2°16°20” east longitude and between 6°18'30” and 6°38’20” of north
latitude.

The methodology consisted of the collection, the evaluation and treatment of climate
data (temperature, rain fall, the number of days rain, the relative humidity, the wind
speed, the visibility and the vapour pressure), geographical data (bring together the
hydrography, relief, the localities), biotic data (human presence and the vegetation)
and entomological data (night caught of mosquitoes on the human body and larval
prospections).

It results from this methodology a spatial dependence and the fact that the space
(absolute) is insufficient to explain the distribution observed. The numbers of days of
rain, the NDVI, topography, distance home dwellings to brackish rivers are the
determinants of the spatial distribution of Ae. aegypti. Those of An. gambiae, An.
funestus and those of Cx. quinquefasciatus are: the wind speed, visibility, rainfall,
relative humudité, pressure, temperature, topography, the distances from the
localities to freshwater bodies and the frequency for alcohol production. From these
results, we could set out four models which have sewed to the elaboration of map of

An. gambiae , An. funestus, Cx. Quinquefasciatus and Ae. aegypti.

Finally, this thesis reveals the support of the geographical approach to the thought on
the questions of health and this approach might be tested on other sites and other

disease vectors of sicknesses.

Key Words: Mosquitoes vectors, Modeling, spatial analyst, Sanitary district Ouidah-

Kpomasse-Tori Bossito, Bénin.
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INTRODUCTION GENERALE
1. Contexte et justification

« L’environnement agit quotidiennement sur notre santé par le biais du milieu qui
nous entoure : eau, air ou sol. En cas de détérioration brutale de I'environnement,
comme dans les camps de réfugiés par exemple, les impacts sanitaires sont
considérables », affirme la Fondation Nicolas Hulot pour la Nature et 'Homme. Pour
le Centre International de Recherche sur le Développement (CRDI), « Santé des
eécosystemes = santé humaine ». Cette mise en miroir de la santé et de
'environnement n’est pas nouvelle. Le fondateur de la médecine moderne,
Hippocrate, (460 - 377 av. J.-C.) ne disait-il pas que, « pour approfondir la médecine,
il faut considérer d'abord les saisons, connaitre la qualité des eaux, des vents,
étudier les divers états du sol et le genre de vie des habitants». La découverte par
Louis Pasteur du microbe en 1865 et le développement de la microbiologie ont
conduit a la stérilisation, a I'’hygiéne du milieu et a I'assainissement dont I'impact sur
'espérance de vie de 'lhomme est indéniable. Dans les années 1980, I'émergence
de la médecine environnementale et de [I'éco-toxicologie s’inscrit dans cette
dynamique de prise en compte de I'environnement dans les questions de santé et du
bien-étre des hommes (Somé, 2010). Ces progrés médicaux observés au XIXéme et
au XXeme siécle ont aussi permis d’enregistrer des avancées considérables

notamment dans le domaine de I'épidémiologie et de I'entomologie.

Ainsi en 1880 a Constantine, le paludisme, fléau sous les tropiques, mystérieuses

et mortelles fiévres, verra son agent causal, le plasmodium mis en évidence par
Alphonse Laveran, prix Nobel de Médecine en 1907. Entre 1895 et 1898, Ross,
médecin militaire anglais, soupgonne le moustique du genre Anophéle d'intervenir
dans la transmission de cette affection, ce que confirmera Grassi en 1898 (cité par
Damien, 2008). Ces avancées ouvrent alors des perspectives dans le domaine de la

lutte antivectorielle.

La lutte contre les moustiques vecteurs du paludisme fait appel a plusieurs méthodes
dont le contrdle des larves de moustique pour prévenir les fortes densités d’adultes
vulnérants (Sérandour, 2007). Les premiers insecticides utilisés pour lutter contre les
moustiques étaient des substances naturelles comme la nicotine et la roténone

(Tissut et al. 1989). La premiere molécule de synthese, le DDT

Abdoul Sahabi BIO BANGANA/Thése de I’'Université d’Abomey-Calavi 15



Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques dans la

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

(dichlorodiphenyltrichloroethane) découvert en 1939, fut largement utilisée a travers
le monde pour combattre le typhus, les fievres des tranchées et le paludisme
pendant la Deuxiéme Guerre Mondiale (Smith, 2000). Lui succéda une longue liste
de molécules que l'on regroupe par familles aux modes d’actions différents : les
organochlorés, les organophosphorés, les carbamates et les pyréthrinoides. Lors des
premieres années de démoustication en France, 'EID a utilisé des organo-
phosphorés comme le téméphos (formulation commerciale ABATE 500E) entre 1970
et 1989 (EID, 1966). Mais ces molécules peu sélectives et dangereuses pour
'environnement, ont progressivement laissé la place aux bactério-insecticides
comme le Bti (Bacillus thuringiensis var. israélensis) et le Bs (Bacillus sphaericus),
tres sélectifs et sans effet néfaste démontré sur I'environnement (Merrit, 1989 ;
Becker & Margalit, 1993 ; Boisvert & Boisvert, 2000). Ces bactério-insecticides
produisent, aprés ingestion sous forme de spores, des cristaux protéiques toxiques
qui détruisent I'épithélium intestinal des larves, qui meurent rapidement (Nielsen-
Leroux & Charles, 1992). D’autres formes de lutte biologique ont été expérimentées
dans le monde, utilisant des prédateurs des larves de moustigues comme les larves
de libellules, les poissons (gambusies et épinoches), ou des parasites (nématodes,

champignons).

Avec linterdiction d’'usage de 'ABATE dans le cadre de la directive européenne
Biocide 98/8/CE, les bactério-insecticides Bti et Bs sont utilisés en traitement anti-
larvaires, et l'utilisation de fénitrothion (organophosphoré), de deltaméthrine et de
pyréthrine (pyréthrinoides) est permise en pulvérisation contre les adultes de
moustiques (EID, 1966). L'emploi d’insecticides en démoustication rencontre des
contraintes d’ordre écotoxicologique et écologique. La premiére limite est liée a la
capacité des populations de moustiques a développer des résistances a certains
insecticides au fil des générations (Hemingway et al, 2004). L’emploi récurrent du
méme insecticide durant plusieurs années peut induire, chez les individus, une
tolérance ou une mutation leur permettant de contrer I'effet de la matiére active.
Cette résistance peut ainsi se transmettre aux générations suivantes. Les premieres
résistances décrites ont été observées avec le DDT des 1959 (Luen & Shalaby,
1962), puis celles au téméphos et au bactéricide Bs sont apparues au cours des
années 1990 (BenCheik & Pasteur, 1993 ; Rodscharoen & Mulla, 1996). La

deuxiéme limite est liée au choix d’un insecticide respectueux de I'environnement. En
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effet, la majorité des insecticides chimiques commercialisés ont un spectre d’action
large et sont interdits en lutte contre les moustiques. Les insecticides utilisables en
démoustication doivent avoir une faible rémanence dans la zone humide, étre
sélectifs et ne pas s’accumuler dans les tissus des organismes non-cibles de la
faune compagne (Directive Européenne Biocide 98/8/CE). La démoustication doit
donc trouver des compromis pour répondre a une double demande de la société :
limiter efficacement les nuisances et contréler les risques liés aux moustiques, tout
en respectant I'environnement. Depuis une vingtaine d’années, on observe une
demande sociétale grandissante pour la préservation de I'environnement et en
particulier des zones humides, particulierement menacées. Pourtant, notre société
cherche toujours a améliorer son confort de vie, et les nuisances dues aux
moustiques sont rarement tolérées.

Face a ce paradoxe, les disciplines de la biologie et de I'écologie suffisent- elles
pour trouver des solutions applicables aux problemes rencontrés par la

démoustication?

L’environnement est un déterminant majeur de la biodiversité du paludisme a cause
du caractére vectoriel de la transmission des plasmodiums et des préférences
bioécologiques des vecteurs. La saisonnalité, la distribution et la quantité des pluies,
la température, ’humidité, l'altitude, la présence d’eau de surface ou de végétation,
ainsi que des facteurs anthropogéniques, tels que les activités agricoles, lirrigation,
la déforestation, l'urbanisation, la construction de routes ou de barrages, sont
associés au développement des moustiques et indirectement a la transmission des
plasmodiums. Ces facteurs peuvent déterminer I'apparition et la persistance des
gites larvaires, la vitesse de développement des larves, la survie des adultes - et
donc leur densité - ou la vitesse de développement du parasite chez les anopheles
vecteurs (cycle extrinseque). lls peuvent donc déterminer la répartition spatiale et
temporelle de la transmission du paludisme par les moustiques. La répartition
géographique, la densité et la longévité des vecteurs, I'accés aux traitements
antipaludiques efficaces et la sensibilité génétique et immunologique des populations
humaines au parasite sont a l'origine de I'hétérogénéité du paludisme. Dans ce
contexte de concentration des facteurs liés au risque du paludisme, la lutte contre la
maladie doit étre focalisée sur les facteurs les plus vulnérables afin d’optimiser

I'efficacité des méthodes de controle et de réduire leurs colts. Cette focalisation de
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la lutte peut tirer un grand avantage de la connaissance des déterminants
écologiques de la répartition spatiale et temporelle de la transmission et de la
maladie (Machault, 2010). L'obtention de cartes de risques de paludisme
(entomologiques et épidémiologiques) peut étre considérée comme une étape clé
dans le processus de lutte contre la maladie, car ces cartes peuvent permettre de
communiquer avec la population pour un changement de comportement et de diriger
les équipes de terrain vers les lieux et périodes pour lesquelles le risque et le poids

du paludisme sont les plus importants.

Depuis que des satellites d’observation de la terre sont en orbite, ils ont largement
été utilisés pour répondre a des questions de santé, méme s’ils ne sont pas
spécifiguement dédiés a l'enregistrement de données dans ce domaine. De
nombreux travaux ont tiré parti des informations environnementales fournies par les
plateformes spatiales pour l'étude de maladies infectieuses, en utilisant les
techniques de traitement d’images, les SIG (Systémes d’Information Géographique)
et le GPS (Global Positioning System). Parmi ces maladies, le paludisme a fait I'objet
de nombreuses recherches et des cartes et modeles de risque ont été réalisés a tous
les niveaux du cycle de transmission pour évaluer ou prédire différents indicateurs
paludométriques : présence de gites larvaires, densités larvaires, densités et
agressivité vectorielles (nombre de piqlres recues par individu et par unité de
temps), taux d’inoculation entomologique (TIE : nombre de piglres infectées recues
par individu et par unité de temps), taux de prévalence parasitaire, taux d’incidence
des infections plasmodiales et de la morbidité palustre et mortalité attribuée au
paludisme. De plus, les données de télédétection ont permis d’obtenir des
cartographies de populations humaines, ce qui est un point essentiel dans
'évaluation du nombre de personnes a risque de paludisme et du poids de la
maladie (Machault, 2010). La « télé-épidémiologie » a été définie par le CNES
(Centre National d’Etudes Spatiales) comme une approche intégrée visant a associer
des données médicales, épidémiologiques ou entomologiques de terrain a des
données environnementales obtenues par satellites, en s’appuyant sur la
compréhension et la mesure des mécanismes physiques et biologiques qui sont en

jeu.

Chaque année dans le monde, plus de 3 milliards de personnes sont exposées au

risque de paludisme et 'on compte plus de 500 millions de cas aigus entrainant plus
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d’'un million de décés (OMS, 2007). Selon la méme source, dans les pays africains
d’endémie, 25 % a 35 % des consultations, 20 % a 45 % des hospitalisations et 15 %
a 35 % des décés en milieu hospitalier sont dus au paludisme, ce qui constitue une
charge considérable pour des systemes de soins déja fragiles. Au Bénin, le
paludisme se situe au premier rang des affections courantes et représente 35% des
motifs de fréquentation et d’hospitalisation enregistrés dans les centres de santé au
plan national (SNIGS/MS, 2009). Dans la zone sanitaire Ouidah Kpomasseé et Tori
Bossito, malgré les efforts des différents acteurs impliqués dans la lutte contre ce

mal, le paludisme est et demeure omniprésent (tableau I)

Tableau I: Dynamique du paludisme de 2006 a 2010 dans la zone Ouidah-

Kpomasse-Tori Bossito.

Année 2006 2007 2008 2009 2010
Total Paludisme 26533 25542 25252 34035 27634
Total Affections 64047 65606 67745 77078 66111
Pourcentage Paludisme 41,40% 38,90% 37,30% 44,20% 41,80%

(SNIGS/MS/2006 a 2010).

Pourquoi depuis plusieurs décennies, le paludisme continue d’étre un probléme
majeur de santé publique ?

Il est largement admis aujourd’hui qu’une lutte anti-vectorielle ne sera efficace a long
terme qu’a la condition d’'une connaissance approfondie des cycles de transmission,
de la biologie et de [I'écologie des vecteurs. La non prise en compte de
'hétérogénéité comportementale des vecteurs impliqués dans le systéeme de
transmission, c’est-a-dire, la méconnaissance de la biologie et de I'écologie des
vecteurs, a été sans doute a la base des échecs enregistrés dans I'éradication du
paludisme en Afrique (Chauvet et al., 1969). L’état actuel des connaissances sur
'écologie des anophéles reste insuffisant pour permettre la mise en place de
mesures efficaces de contrdle vectoriel. Par exemple, les causes de I'hétérogénéité
spatiale observées dans I'abondance et la distribution des membres du complexe
Anopheles gambiae sont encore méconnues. Il en est de méme pour les
meécanismes qui interviennent dans la régulation des populations. Il est devenu ainsi
nécessaire, dans la perspective du controle de la population des vecteurs, de

prendre en compte cette diversité spécifique (Somé, 2010).
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Compte tenu des effets dévastateurs de cette maladie sur la santé de la population
mondiale, de nombreux projets ont été initiés. Certains visent une meilleure
connaissance de la biologie, de I'écologie et de I'éthologie de I'espece An. gambiae,
voire de ce complexe d’espéeces, pour plus d’efficacité dans le contrdle de la
population vectorielle. Ainsi, le projet REFS « Recherche en Entomologie, Formation
et Stratégie de Prévention», sur lequel s’appuie cette thése, est initié conjointement
par le Centre de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC) et llnstitut de
Recherche pour le Développement (IRD). Parmi les objectifs a atteindre, trois ont
retenu notre attention :

- décrire le biotope des quatre genres de moustique : Anopheles, Culex, Aedes, et
Mansonia rencontrés dans la zone d’étude, tout en mettant un accent particulier sur
les vecteurs du paludisme, de la dengue et des filarioses.

- identifier les parameétres du milieu favorisant la présence des quatre principaux
vecteurs (Anopheles gambiae (Giles, 1902), Anopheles funestus, Culex
guinquefasciatus et Aedes aegypti)

- modéliser la distribution spatiale de ces espéces vectrices de maladies.

Pour atteindre ces objectifs, le projet «Recherche en Entomologie, Formation et
Stratégie de Prévention» a mis en place un protocole de recherche a plusieurs
niveaux dont l'aire d’application la plus détaillée (le niveau géographique) coincide

avec une zone de méso endémie du paludisme et sur une durée de trois ans.

2. Enoncé du sujet

Le projet «Recherche en Entomologie, Formation et Stratégie de Prévention» dont
dérive ce travail d’étude et de recherche, vise a résoudre un probléme de santé dans
lequel intervient I'environnement en tant que cadre de vie du vecteur. Cette
problématique souleve un aspect important, celui de la distribution spatiale des
vecteurs du paludisme, de la fievre dengue et des filarioses, d’ou le titre que porte
cette étude :

« Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du
paludisme et autres moustiques dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito».

Aussi, ce travail de recherche s’inscrit-il dans la problématique « environnement et

santé », dans le volet lutte contre les vecteurs. Il ne s’agit pas d’une recherche
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epidémiologique, encore moins de recherche médicale, mais plutét une étude dont le
but est de contribuer a la lutte contre les vecteurs du paludisme et des filarioses par
une meilleure connaissance de la géographie des moustiques vecteurs. La présente
étude propose une méthode d’étude de la répartition spatiale des vecteurs. Son
ambition est de répondre a des questions essentielles dans la définition de politique
et de stratégie de lutte anti-vectorielle. Ces questions sont les suivantes : comment
sont repartis, dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomassé et Tori Bossito, les
moustiques vecteurs de maladies? Dans I'environnement, qu’est-ce qui détermine

cette répartition spatiale?

3. Les objectifs de la recherche
3.1 Objectif général

Ce travail a pour objectif général d’étudier les facteurs environnementaux de la
répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques vecteurs de

maladies dans la zone Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito.
3.2 Objectifs spécifiques

- décrire la répartition spatiale de An. gambiae, An. funestus, Cx. quinquefasciatus et
Ae. aegypti dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito.
- identifier les parametres du milieu qui déterminent cette répartition spatiale ;

- modéliser la distribution spatiale de ces espéces.

4. Hypotheses

Ces objectifs s’appuient sur trois (03) hypotheses :

- la répartition spatiale des vecteurs est non aléatoire ;

- la contribution des déterminants environnementaux dans la répartition spatiale des
vecteurs est différentielle.

- la connaissance de certains paramétres d’un milieu, permet de prédire les

fréequences de population de moustiques dans ce milieu.
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5. Approche méthodologique

Ce travail s’inscrit dans une approche pluridisciplinaire qui integre a la fois : la

biogéographie comme cadre théorique de structuration de I'étude, I'entomologie,
comme discipline qui fournit les connaissances sur les vecteurs (An. gambiae, An.
funestus, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti), la sociologie comme discipline qui
fournit les connaissances sur les habitudes de vie et les comportements a risque des
populations en liaison avec les moustiques. L’analyse spatiale, la télédétection, le
systeme d’information géographique et I'analyse de données statistiques peuvent
étre appréhendés comme des meéthodes et techniques de structuration et de
traitement de données. Ce travail s’inscrit dans une démarche de construction d’'une
structure formalisée qui rende compte des relations spatiales entre An. gambiae, An.
funestus, Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti et le milieu. Il doit permettre une
représentation formelle simplifiée de la distribution spatiale de chaque espece de
moustique a travers une fonction mathématique et une carte de distribution. Le
processus de construction de ces modeles offre une approche de problemes anciens
(la chorologie des especes) avec des outils nouveaux et des méthodes réactualisées

par les nouvelles technologies de traitements de I'information spatiale.

6. Plan de thése

Cette thése est structurée en deux parties. La premiere, intitulée «cadrage
thématique, démarche scientifiqgue et méthode», pose les bases de la réflexion. Elle
est composée de trois chapitres. Le premier chapitre, «état de la question, définition
du champ conceptuel et positionnement scientifigue», définit le champ
d’investigation. Il permet une analyse des concepts et insére I'étude dans une
discipline scientifique, ce qui est indispensable a l'orientation de la réflexion. Le
second chapitre « généralités sur les moustiques et les maladies vectorielles» est
une présentation des maladies vectorielles a moustique et des moustiques vecteurs.
Ces éléments constituent les objets de I'étude, les porteurs de la problématique et
des informations traitées dans cette thése. Leur connaissance est indispensable a la
compréhension du probleme étudié, au traitement des données, a I'élaboration de la
meéthodologie et a linterprétation des résultats. Dans le troisieme chapitre «
Approche méthodologique » sont présentées les outils et techniques de collecte et

de traitement des données.
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La deuxieme partie de ce travail, « Résultats et Discussions», est orientée vers la
vérification des hypothéses et I'évaluation des objectifs. Elle est composée de trois
chapitres. Elle présente les résultats du travail a travers « la caractérisation de la
faune culicidienne et répartition des vecteurs » au chapitre 1V. Le chapitre V contient
« les paramétres environnementaux et répartition spatiale des moustiques vecteurs :
une relation a formaliser ». Le chapitre VI propose « une discussion, une conclusion

générale et des suggestions».
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PREMIERE PARTIE :
CADRAGE THEMATIQUE, DEMARCHE SCIENTIFIQUE ET
METHODE
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CHAPITRE | : ETAT DE LA QUESTION, DEFINITION DU CHAMP CONCEPTUEL
ET POSITIONNEMENT SCIENTIFIQUE.

Cette étude comme d’autres, s’intéresse a la distribution spatiale des moustiques
vecteurs de maladies. Elle se situe dans le domaine de la santé. Les travaux
antérieurs sur la géographie des espéces, la sociologie des populations, I'analyse
spatiale, les maladies a transmission vectorielle et I'épidémiologie, ont donné une
richesse aux concepts qui s’expriment par la diversité des interprétations. lls ont
apporté beaucoup a I'évolution de la perception des termes et des techniques qui
sont en usage dans cette thése. Dans cet ensemble de résultats scientifiques et
techniques, il faut trouver sa voie en faisant un usage original des acquis pour
répondre a une problématique donnée. Pour cela, il faut partir de ce qui est fait et
définir son champ d’investigation en reprécisant les concepts structurants du theme
et en indiquant un positionnement scientifique. C’est I'objet de ce chapitre.

Ce chapitre est structuré en 2 sections. La premiére section s’ancre dans la
littérature scientifique pour faire une synthese sur les différents travaux qui abordent
la question de la distribution spatiale et temporelle des vecteurs de maladies. Elle
doit permettre aussi de montrer le réle de la géographie dans I'étude des
problématiques liées a la santé et positionner ce travail sur le plan scientifique. La
seconde section situe ces investigations dans le champ de la géographie. Elle
s’appuie sur le paradigme biogéographique qui lui fournit des hypothéses et des

indicateurs pour construire un schéma conceptuel.

1.1. Géographie et étude des relations entre environnement et santé.

L'espace physique est classiqguement reconnu comme étant I'objet d'étude principal
de la géographie et on peut le comprendre car, étymologiquement, il s'agit bien, mot
pour mot, de la description de la terre. Cependant, il faut dire qu'au méme moment
ou cette terre s'affirmait comme objet d'étude de la géographie, on s'est apercu d'une
autre réalité, a savoir qu'on ne pouvait écarter I'homme de cette problématique, dans
la mesure ou il vit sur cette terre et la transforme au gré de ses besoins sans cesse
croissants et diversifies (Assako, 2005). Ainsi s'est constituée toute une série de
branches de la géographie, ayant pour centre d'intéréts I'homme. Tantot cette

derniere est étudiée comme élément et acteur de regroupements sociaux qui, de
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maniere volontaire ou forcée, se constituent ou se désagregent, selon un rythme non
toujours prédéterminé (géographie de la population). Tantét, la géographie
s'intéresse a I'homme dans ses modes de production, d'échange et de
consommation (géographie économique) ou dans ses modes de vie, mettant en
évidence une remarquable passerelle avec la sociologie et ['anthropologie
(géographie culturelle). Claval, (2001) a largement montré cette pluralité et cette
diversité de thématiques autour desquelles se construit I'approche géographique.
Que vient chercher la géographie dans un questionnement sur la santé humaine ?
La maladie est-elle un phénoméne qui entre dans le domaine de compétence des
géographes et pourquoi ? Ce sont des questions récurrentes auxquelles il faut
apporter des réponses qui imposent de définir non seulement la géographie mais
également sa démarcation avec les autres sciences dans un esprit de conciliation
(Some, 2010). C’est a cet homme, acteur de la transformation du milieu, que la
maladie s'attaque. C'est lui qu'elle affaiblit et méme élimine dans bien des cas, le
soustrayant de toutes les considérations économiques, politiques et sociales. Par
ailleurs, on se rend compte que la plupart des maladies qui affectent I'hnomme
proviennent directement ou indirectement de l'environnement qu'il partage soit avec
les agents pathogenes (bactéries et virus notamment) soit avec les vecteurs de ces
derniers (insectes, animaux voire I'écobiotope méme). Il s’agit d’offrir une place a la
géographie dans ce processus de lutte contre les maladies sans tomber dans ce que
Bavoux (2007) qualifie de « boulimie et débordement pangéographique ». Les
réponses a ces questions s’appuient sur une définition de l'objet d’étude de la
géographie et sa place dans I'étude des problématiques liées a la santé. Il est
guestion, tout en délimitant le champ de compétence de la géographie, de montrer
comment elle interagit avec les autres disciplines pour contribuer a une réflexion sur
les questions de santé. Cette analyse du role de la géographie dans I'étude des
guestions de santé se fonde sur trois axes :

- 'axe conceptuel qui repose sur une évolution de la perception de la lutte contre les
maladies en général et les maladies a transmission vectorielle en particulier, et offre
l'opportunité d’une nouvelle contribution de la géographie a la résolution des
problémes de santé,

- 'axe méthodologique fondé sur 'approche géographique dans le cadre de la lutte

contre les maladies,
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- 'axe technologique orienté vers l'utilisation des outils propres au géographe dans

I'étude des problémes de santé (Somé, 2010).

1.1.1 Géographie et lutte contre les maladies

La plupart des maladies qui affectent 'homme proviennent directement ou
indirectement de l'environnement que ce dernier partage soit avec les agents
pathogénes (bactéries et virus notamment) soit avec les vecteurs de maladies
(insectes, animaux et le biotope). C'est pour cette raison que s'est développée la
géographie de la santé, qui par rapport a d'autres applications des sciences de
'homme, étudie les pathologies en les situant dans leur contexte physique et en
évaluant leurs conséquences sur la fonctionnalité de l'espace et des groupes
humains qui le peuplent.

Ce paragraphe se subdivise en deux sous paragraphes. Le premier est consacreé a la
définition de l'objet de la géographie. Le second se focalise beaucoup plus sur la
relation entre cet objet et les questions de santé.

1.1.1.1 L’objet de la géographie : I'espace

La premiére personne a utiliser le mot « géographie » était Eratosthéne (276-194
avant J.-C.) pour un ouvrage aujourd'hui perdu mais l'arrivée de la géographie est
attribuée a Hérodote (484 - 420 avant J.-C); aussi considéré comme étant le premier
historien. Durant son évolution sur plus de 2500 ans, la géographie a connu de
nombreuses remises en cause et de nombreuses reconstructions de son objet.
L’'unanimité au sein méme de la discipline n’est pas définitivement acquise.
Toutefois, la tendance actuelle a laquelle nous souscrivons et qui semble fédérer une
grande partie de la communauté des géographes, consiste a dire que I'objet de la
géographie, c’est I'espace et son organisation. « Comme beaucoup d’autres, nous
pensons que l'objet de la géographie contemporaine porte sur l'espace, son
organisation et ses usages. L’espace est formé, soit par des lieux définis par leurs
coordonnées géographiques, soit par des portions plus ou moins étendues de la
surface terrestre dont les éléments sont des lieux unis par des relations
fonctionnelles que leur conférent ou leur ont conféré les sociétés humaines »
(Chamussy et al, 1977; Ciattoni et al, 2005 ; Somé, 2010).
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Cette définition de I'objet de la géographie basée sur I'espace est sans doute la plus
répandue aujourd’hui dans l'enseignement supérieur. « L’espace est, en réalité
'ensemble des lieux répertoriés et qualifiés par les géographes, la totalité des signes
gu’ils identifient et interprétent pour différencier les objets, les phénoménes a la
surface de la terre. Les géographes l'inventorient, le découpent et le raménent a des
éléments isolables et combinables, parlant par exemple d’espaces naturels, ruraux,
urbains, pergus, vécus, etc. lls le cartographient, en extraient les structures
directrices, en décryptent les formes, les fonctions et les dynamismes. La géographie
permet de répondre aux questions suivantes qui sont essentielles dans tout
processus humain : & quoi ressemble la terre ? Ou sommes-nous sur la terre et
gu’est-ce qu’il y a sur la terre ? « La géographie donne aux hommes la connaissance
de I'espace dans lequel ils se situent et les clés pour déchiffrer ses fonctionnements
et projeter ses usages » (Bavoux, 2007). La notion d’espace se congoit donc comme
milieu géographique, c’est-a-dire un espace doté de propriétés définies en fonction
des problématiques de développement de 'homme. Dans le cadre de ce travall,
'espace milieu de vie, habitat des moustiques, influence leur répartition. Sa
dimension géométrique (forme, taille) comme ces caractéristiques biophysiques,
participe a la distribution des fréquences des vecteurs du paludisme et d’autres

maladies dans I'espace.

1.1.1.2 Relation entre espace et lutte contre les maladies

L’espace et ses usages étant I'objet d’étude de la géographie, la lutte contre la
maladie s’inscrit en partie dans les compétences du géographe. Cette participation
de la géographie a la réflexion sur les problemes de santé est particulierement
éloquente dans le cas du paludisme, des filarioses, de la dengue et de la fievre jaune
gui sont des maladies a transmission vectorielle. Leur propagation au sein des
humains n’est possible que par lintermédiaire d’un vecteur dont la survie dépend
énormément du milieu géographique, de l'environnement. La lutte contre les
maladies, surtout celles a transmission vectorielle, tire d’énormes intéréts de la
géographie qui permet de caractériser 'espace. Si 'espace et ses usages font partie
intégrante de l'objet de la géographie, tout usage de I'espace n’est pas forcement
géographique. La géographie a son originalité dans l'usage de I'espace comme

moyen de lecture et compréhension des phénomenes.
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1.1.2 Contribution de la géographie a la lutte contre les maladies.

L’'objet de la géographie justifie son implication dans la recherche sur les questions
de santé. L’approche des phénoménes spatiaux en géographie a cependant des
spécificités. En effet, 'approche méthodologique des géographes, en tant que
spécialistes du spatial, differe sans doute des autres disciplines scientifiques et
constitue une deuxiéme raison de I'implication de la géographie dans le domaine de
la lutte contre les maladies. Comment I'espace intervient-il au plan méthodologique
en géographie ? En quoi cette approche de I'espace constitue-t-elle un apport dans

'analyse des problématiques de santé ?

1.1.2.1 L’espace dans I'analyse géographique

Les géographes, dans leur pluralité, ont une conception assez partagée de I'espace
qui est leur dénominateur commun. Pour eux, I'espace est une porte d’entrée dans la
connaissance des phénoménes. Il est le ferment d’'un ensemble de questions
permettant de connaitre 'état, le fonctionnement et la dynamique des phénomeénes.
Ces questions fondent une approche particuliére en géographie : I'analyse spatiale.
Cette derniere, en tant qu’approche géographique, localise les phénomeénes, révele
leurs structures et leurs configurations. Elle s’appuie sur I'organisation spatiale des
phénomeénes pour les comprendre et les expliquer. Considérer I'espace comme
source de compréhension des phénomeénes est en soit une approche qui confére a
la géographie, science de l'espace, une dimension originale. Ainsi, pour le
géographe, le caractére d'un lieu dépend, au moins partiellement, de sa situation
dans I'espace. La récurrence de certaines structures et configurations spatiales doit
donc étre étudiée pour comprendre et expliquer le fonctionnement et le dynamisme
des phénomeénes dans I'espace. La statistique classique, non spatiale par tradition,
est largement batie sur le postulat d’'un espace neutre, simple support des
phénomeénes étudiés. Dans cette perspective, la localisation d’observations dans
'espace (absolu) et leur position les unes par rapport aux autres (espace relatif)
n’exercent aucune influence sur la nature méme de ces observations. «Cette
négation de la premiere loi de la géographie de Tobler, selon laquelle chaque
phénomeéne est relié a tous les autres, mais des phénoménes proches dans I'espace
auront tendance a étre davantage liés que des phénoménes éloignés, ne peut que

faire frémir le géographe » (Banos, 2001 cité par Somé, 2010). Cette position
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centrale de lI'espace comme moyen de compréhension des phénoménes est si
importante qu’on ne saurait faire de la géographie en dehors de I'espace. C’est du
moins ce qu’affirme Abler et al., (1971 in Banos, 2001) en disant : «la géographie
n’aurait pas lieu d’étre si 'ubiquité caractérisait toute chose ».

L’analyse spatiale, approche spécifique de I'espace dans I'analyse des phénomeénes,
est née dans les années 1960 dans le monde anglo-saxon et s’est particulierement
appuyée sur des disciplines comme I'économie spatiale et la sociologie de I'Ecole de
Chicago. Ses précurseurs sont Von Thinen, Christaller et, beaucoup plus tard Paul
Claval et Philippe Pinchemel. Elle prend corps dans les différentes branches de la
géographie qui lui fournissent les paradigmes spécifiques. L'étude de I'armature
urbaine d’un pays n’utilise pas les mémes concepts que celle relative a I'organisation
agraire, méme si ces deux études peuvent interférer dans certains cas. Ainsi
'espace est territoire, biotope ou écosystéme et autre chose en fonction des
circonstances. Il est percu, vécu ou construit. Il est physique ou conceptuel. Cette
diversité d’appréhensions de l'espace en géographie s’integre dans différents
schémes dont les branches de la discipline sont porteuses. L'espace est donc un
élément de fécondité dans I'entreprise scientifique du géographe. Il est a la fois
diversement utilisé selon les circonstances et porte toujours en lui une source
d’explication et de compréhension des phénomenes a étudier.

Dans le cadre de ce travail, I'espace, lieu de vie des Anopheles, des Culex et des
Aedes, vecteurs du paludisme et d’autres maladies, présente une variabilité d’état
qui le rend plus ou moins propice a la vie de ces Culicidés. L’espace contribue plus
ou moins directement a I'amplification ou a la réduction de la transmission du
paludisme. Nul ne peut donc comprendre la propagation du paludisme en excluant
'espace qui détermine, au moins en partie, le cycle de transmission de la maladie.
Cette vision de l'espace, milieu de vie, provient de la biogéographie et a été
déterminante dans la conceptualisation de la démarche de cette étude. Ainsi,
'analyse spatiale en tant qu'approche géographique a pris corps dans le paradigme
biogéographique et a permis de proposer une perception objective de la distribution
spatio temporelle des principaux vecteurs du paludisme et ceux d’autres maladies

vectorielles.
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1.1.2.2 Analyse spatiale et analyse des problemes de santé

La lutte contre les maladies nécessite de comprendre leur étiologie et leur mode de
diffusion. Dans le processus d’éclosion des maladies, I'espace peut prendre une
importance particuliere, car la maladie survient dans certains milieux et pas dans
d’autres, parce que l'espace y offre les conditions favorables. Les travaux de
Vanessa Machault (2010) sur l'utilisation de données d’observation de la terre par
satellite pour I'évaluation des densités vectorielles et de la transmission du paludisme
en est une illustration éloquente. Cela est particulierement vrai pour les maladies
infectieuses et les maladies a transmission vectorielle.

La géographie peut permettre de révéler I'organisation spatiale de la maladie en
mettant en exergue les structures et les configurations spatiales. Elle connait un
renouveau dans les années 1960 avec des ambitions de modélisation et de
quantification. C’est le triomphe des quatre grandes familles, celle de Von Thinen,
celle Christaller révisée par Losch, celle de Reilly et Thiessen, et moins congriment
celle de Brunet (2000). C’est la période d’apparition des modéles de diffusion
associés au calcul des probabilités. C’est aussi 'époque des modéles de simulation
qui visaient a reproduire des systemes dynamiqgues. Ces modeles s’intéressaient a
anticiper les chances ou les effets d'un changement. C’est encore I'avénement des
modeles de configurations spatiales, notamment de réseaux et graphes sagittaux,
visant a modéliser des systemes (Somée, 2010).

La géographie, a travers la statistique spatiale exploratoire et I'analyse des
configurations spatiales, a prouvé son importance dans la compréhension des
problemes de santé et dans la lutte contre les maladies. Lorsqu’il s’agit de maladies
a transmission vectorielle, comme c’est le cas dans ce travail de recherche, I'analyse
de la répartition spatiale des especes vectrices de maladies peut apporter une
contribution importante dans la compréhension de I'occurrence et de la répartition
spatiale des phénomenes morbides. Cette compréhension soutient la conception des
plans de riposte efficace.

L’approche spatiale de la géographie apporte certes une contribution intéressante a
la connaissance et a la lutte contre les maladies. La mise en oeuvre de cette
approche est possible grace a [l'utilisation des technologies dont il convient
également d’analyser la contribution a la résolution des problématiques liees a la

santé.
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1.1.2.3 Techniques géographiques et étude des problemes de santé

La géographie de la santé s'appuie sur une tres longue tradition, initiée par
Hippocrate lui-méme qui avangait le role du climat et de I'environnement, mais aussi
de la localisation géographique, sur l'apparition des maladies. Si elle s'est longtemps
cantonnée a une « géographie médicale » (avec par exemple Maximilien Sorre qui,
en 1933, soulignait que l'environnement, altéré par I'homme, facilite la diffusion des
maladies), la géographie de la santé a élargi son champ de recherches depuis trente
ans. Elle étudie les maladies selon les inégalités de répartition territoriale, mais
également la géographie des soins médicaux en termes d'inégalités spatiales
d'accés, d'offres et de besoins. Les recherches qui prennent en compte le contexte
social et économique ainsi que l'environnement (tant physique que climatique),
s'orientent maintenant vers les inégalités au sein de territoires beaucoup plus
restreints, comme les villes (Somé, 2010). Les géographes utilisent certaines
techniques en vue d’opérationnaliser leur approche. |l s’agit essentiellement de la
cartographie, des systémes d’information géographiques et de la télédétection. Selon
le cas, les outils spatiaux servent a formuler des hypotheses, a vérifier les
hypothéses posées, a orienter les activités de terrain et a faire des projections

(Pin-Diop, 2006). Ces techniques offrent de ce fait des possibilités de production de
données et de traitement fort utile dans de nombreuses disciplines et participent
également au positionnement de la géographie comme une science importante dans
'analyse des questions de santé. L’engouement qu’elles suscitent auprés de bien
d’autres disciplines est sans doute lié aux opportunités particuliéres qu’elles offrent a
la communauté scientifique. C’est ce que I'on présente trés succinctement dans les

paragraphes suivants.

i. L’outil cartographique

Le cartographe, est devenu par défaut, dans certaines contrées, a certaines
périodes, le géographe. Ainsi, « du XVe au XVlle siécle, dans le contexte des
grandes découvertes maritimes, la figure du géographe et celle du cartographe se
confondent en Europe » (Zaninetti, 2005). « La cartographie désigne la réalisation et
I'étude des cartes. Elle mobilise un ensemble de techniques servant a la production
des cartes. La cartographie constitue 'un des moyens privilégiés pour lI'analyse et la

communication en géographie. Elle sert a mieux comprendre l'espace, les territoires
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et les paysages. Elle est aussi utilisée dans des sciences connexes comme la
démographie et I'économie, dans le but de proposer une lecture spatialisée des
phénoménes » (Encyclopédie scientifigue en ligne). Outil de spatialisation par
excellence, la cartographie est a la fois pour le géographe, un outil d’analyse et un
puissant moyen de communication. C’est un outil de communication graphique qui
s’appuie sur un langage visuel et qui permet une vision simultanée et synthétique
des phénomenes spatiaux. Les travaux comme ceux de Jacques Bertin, (1967) ;
Serge Bonin, (1975) ; Roger Brunet, (1987) sur la sémiologie graphique pour une
utilisation de la carte, en tant que moyen de communication mais également en tant
que méthode d’analyse, en sont des preuves. « Les cartes servent a représenter des
phénoménes géographiques, c'est-a-dire des phénomenes dont la configuration
spatiale produit du sens » (Encyclopédie scientifique en ligne). La cartographie,
reconnue plus ou moins unanimement comme un outil privilégié du géographe est
'une des techniques qui a introduit la discipline géographique dans de nombreux
champs de recherche et particulierement celui de la santé. L’évolution technologique,
a travers 'avenement de la télédétection et des SIG, a facilité la réalisation des

cartes.

ii. L’outil, systéme d’information géographique (SIG)

Un SIG automatisé est un systéme d’Information permettant a partir de diverses
sources, de rassembler et d’organiser, de gérer, d’analyser et de combiner,
d’élaborer et de présenter des informations localisées géographiquement,

contribuant notamment a la gestion de I'espace (http://www.idrc.org/uploads/user).

«Aujourd’hui la géomatique est considérée comme un puissant outil pour
I'élaboration des travaux qui exigent une connaissance plus approfondie de la
dynamique spatiale et temporelle des phénoménes et qui requiert la manipulation, le
stockage et la visualisation des gros volumes de données » (Fotsing, 2003). Cet outil
est trés important dans le cadre de la distribution spatiale des moustiques vecteurs
de maladies dans la zone Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito. L’apparition des premiers
logiciels de SIG « bureautiques » sur PC dans les années 1990 (Arcview, Mapinfo,
etc.), la réduction considérable des colts des logiciels et des ordinateurs les rendent
accessibles aux petites entreprises individuelles, aux laboratoires de géographie des

facultés désargentés. Cette accessibilité aux technologies des SIG va galvaniser
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'usage de la cartographie et de I'analyse spatiale (Zaninetti, 2005). Désormais,
'usage de la carte et de I'analyse spatiale est techniquement accessible. « Jusqu’a
cette époque récente, la réalisation d’'une carte relevait d’'un parcours du combattant.
Le spécialiste de la cartographie devait avoir d’énormes connaissances en géodésie,
en mathématique etc. et avoir une dextérité extraordinaire dans le maniement de la
plume et autres outils de dessin » (Somé, 2006). La prise en charge de nombreux
calculs et 'amélioration de la technique de dessin déja avec la cartomatique puis
avec les SIG, ont un intérét pour I'espace dans de nombreuses disciplines. Cet
intérét pour 'espace dans de nouvelles disciplines est également prouveé par les SIG.
Ces derniers ont fourni des modules puissants de calcul de certains parametres et
d’évaluation de certains indicateurs qui ont nécessité de nombreuses recherches sur
la structure de l'information géographique. Nous citons comme exemple de réflexion,
Souris, (2006). Les modeles d’interpolation et d’estimation, les SIG, dans leur
fonction de rassemblage, de stockage et d’intégration de données, utilisent trés
souvent des informations provenant de la télédétection, la plus grande source

actuelle de données spatiales.

iii. Latélédeétection
La mesure de I'environnement physique ne date pas d'aujourd'hui et la télédétection
n’est qu’un des outils de collecte de données sur le territoire. Ce que les satellites ont
apporté, ce sont dautres dimensions thématiques, spatiales et temporelles
nécessaires a I'étude de phénomeénes environnementaux complexes, tres étendus et
se déroulant rapidement.

La télédétection est donc 'ensemble des outils et méthodes de mesure, a partir d’'un
engin volant, des ondes électromagnétiques provenant d’objets au sol.
Cette définition inclut implicitement a la fois la télédétection satellitaire et la
photographie aérienne. Ajoutons que la télédétection englobe également le
traitement de ces données (Simonett, 1983).
En tant qu'ensemble de méthodes et de techniques permettant d’acquérir des
informations sur les surfaces sans contact direct avec celles-ci (Bonn, 1991), la
télédétection a permis au cours des trois derniéres décennies de produire une

grande quantité de données spatiales (Some, 2010).
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«L’application de la télédétection a la surveillance et au contrble des vecteurs de
maladies remonte a 1949, lorsque Audy utilisa des photographies aériennes en noir
et blanc pour déterminer les foyers endémiques de typhus en Asie du sud-ouest, a
partir de la distribution d’'un certain type de végétation » (Pin-Diop, 2006).

Depuis le lancement des premiers satellites civils d’observation de la terre dans les
années 1970, les progrés scientifiques dans le domaine de la télédétection sont
considérables. Les résolutions spatiales, spectrales et temporelles sont en progres.
Les méthodes de traitement des données issues de la télédétection se sont
également beaucoup améliorées. Les logiciels sont de plus en plus performants et
integrent une grande diversité d’'indices (indice de végétation, indice minéralogique,
indice ferrugineux, indice hydrologique, etc.). Ceux-ci décrivent des aires spécifiques
gui peuvent avoir un intérét dans le profil épidémiologique de certaines maladies.

Par son caractere répétitif, synoptique et diversifié du point de vue des thématiques,
la télédétection est une source d’information indispensable dans la prévention et le
suivi de certains phénoménes qui affectent la santé des populations. La
télédétection, en permettant le suivi de certains paramétres environnementaux,
constitue une source d’informations importantes pour I'étude de certaines maladies.
Ainsi, et de plus en plus, les capteurs de télédétection sont & méme de fournir aux
épidémiologistes I'information pertinente sur le milieu pour I'étude et la surveillance
des maladies liées a des conditions environnementales, particulierement les
maladies a transmission vectorielle (Tran, 2004).

Son impact sur les intervenants dans le domaine de la santé a conduit a 'émergence
du concept de « Télésanté » qui s’appuie a la fois sur la télédétection, les SIG,
'analyse cartographique et d’autres technologies de [linformation et de la
communication (Internet, télécommunication) dont Sabatier et al., (2004), Vallée et

al., (2007) en sont des illustrations.
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Figure 1: La place de la télédétection dans la recherche (Bédard, 1995)

1.2. Champ conceptuel et positionnement scientifique.

Dans les paragraphes précédents, I'accent a été mis sur le réle que peut jouer la
géographie dans le domaine de la santé. Cette fécondité n’est pas sans inconvénient
car, comme la géographie, un travail de réappropriation de concept et des outils est
effectué dans ces disciplines. Il est évident, au regard de ce qui précede, que les
termes qui constituent le théme de ce travail de recherche peuvent faire I'objet d’une
interprétation plurielle. « Une méme définition dans une méme discipline peut cacher
des paradigmes, méthodologies et enjeux différents, voire divergents ou
contradictoires, et une méme posture théorique dans deux disciplines différentes
peut recourir a des mots différents » (Langlois, 2005 ; Somé, 2010). Il convient, en
raison des interprétations auxquelles ils sont sujets, de les redéfinir dans le contexte
de cette étude. De prime abord, trois concepts sont essentiels : la modélisation,

'analyse spatiale et le SIG.
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1.2.1 Modélisation : Définition et type.

Les données environnementales et épidémiologiques peuvent étre mises en
correspondance dans un Systéme d’Information Géographique grace a leurs attributs
spatiaux (Guis, 2007). « Le terme modélisation désigne a la fois I'activité de produire
un modele et le résultat de cette activité » (Langlois et Reguer, 2005). « La
modélisation est I'art ou la science de produire des modéles au sens fort et de hisser
au rang de modéles des observations rassemblées, c’est-a-dire d’identifier les
éléments majeurs et les relations les plus assurées qui expriment ou bien la structure
d’'un objet particulier, ou bien la structure commune a des objets d’'une méme classe»
(Brunet et al., 1993). Le modéle, est « une structure formalisée pour rendre compte
d’'un ensemble de phénomeénes qui possedent entre eux certaines relations »
(Sanders, 2001). Cela fait allusion aux relations entre des objets au sein d’'une
structure. Elle présuppose une totalité et une interdépendance entre les éléments
d’un systeme. Cette totalité n’est pas le fruit du hasard. Cette acception du modéle
renvoie a la notion de systeme et donc a la perspective holistique. C’est le modéle -
structure. « Nous ignorons si ce que nous disons est vrai, mais nous savons que cela
a un sens » (Langlois et Reguer, 2005). La modélisation se situe ici dans une
démarche de construction de la structure logique, du fonctionnement d’un
phénoméne congu comme systéme. Un modéle est une « représentation
schématique d’un processus, d’'une démarche raisonnée » (Guermond, 2005). C’est
une « représentation idéalisée du monde réel construite pour démontrer certaines de
ses propriétés » (Haggett, 1965 in Brunet, 2000). Le modele est également une «
représentation formelle et épurée du réel ou d'un systeme de relations a des fins
d'interprétation » (Brunet, 2000). Cette seconde acception du modele renvoie a la
notion de modele - schéma, une représentation graphique. Elle consiste donc a «
associer a une formalisation verbale (comme en mathématique, en physique, en
chimie, en géographie, etc.) une formalisation graphique (comme un graphique
associé a un graphe, un diagramme de phase associé a un systeme différentiel, un
schéma moléculaire associé a une formule chimique, une carte associée aux valeurs
d’un tableau statistique). Le modele - schéma est une représentation du modele -
structure » (Langlois et Reguer, 2005 cité par Somé, 2010). Elle peut permettre la
mise en forme empirique d’observations non encore expliquées. Dans cette

perspective, « nous ignorons si ce que nous disons a un sens, mais c’est vrai »
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(Langlois et Reguer, 2005). La démarche, dans ce cas, est de partir d’'un jeu de
données observées ou dun systéeme déja formalisé pour construire une
représentation d’'un phénoméne de facon a en simplifier soit la description, soit
I'explication, soit linterprétation. Quelle que soit la perspective, la modélisation
procede de :

- la représentation qui est un exercice d’abstraction de la réalité. Elle aboutit a un
schéma fidele de la réalité mais qui lui est différent. La carte topographique en est
une illustration presque parfaite ; elle est une représentation fidele du territoire mais
qui lui est différente ;

- la formalisation est synonyme de rigueur méthodologique et fournit un langage, un
corpus de normes et un canevas pour la représentation d’'un phénoméne (Somé,
2010);

- linterprétation : le modéle en tant que résultat d’'un processus cognitif, débouche
sur une interprétation c’est-a-dire qu'il doit donner un sens (Brunet, 2000).

Toute modélisation doit donc avoir pour objectifs de :

- comprendre : saisir les motivations qui ont un sens pour chague homme ;

- expliquer : trouver une loi générale extérieure a I'objet ;

- interpréter : donner une signification par la mise en relation d’'un champ de
représentation (signifié) avec un autre (signifiant).

Le sens du concept de modélisation, dans ce travail de recherche, ne s’écarte pas
du contenu qui lui est donnée ci-dessus. Il faut donc entendre par modélisation une
démarche de construction d’'un modéle. Le modele est a la fois une structure
formalisée pour rendre compte d’'un ensemble de phénomenes qui possédent entre
eux des relations, et une représentation formelle et épurée du réel ou d'un systéeme
de relations a des fins d'interprétation.

Le processus de la modélisation, tel que défini, s’appuie sur une démarche
scientifigue qui comprend a la fois le choix des données, le choix des échelles, de la
metrique pour l'observation et la collecte des données, leur structuration, leur
organisation. Pour cela, la modélisation recourt, d’'une certaine fagon, a d’autres
modeles existants dans le cadre de disciplines scientifiques et techniques, utilisé
dans ce travail, comme la biogéographie, I'entomologie, I'épidémiologie, la
sociologie. La modélisation est donc difficle a envisager en dehors des cadres
théoriques scientifiques qui ont fondé les hypotheses et les modes de raisonnement.

Elle ne peut se réaliser non plus sans les outils techniqgues et méthodes
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d’opérationnalisation de la conception. Dans le cadre de cette étude, I'analyse spatio

temporelle constitue ++'un des cadres méthodologiques de la modélisation.

1.2.2 L’analyse spatiale et temporelle

L’analyse spatiale est I'étude formalisée de la configuration et des propriétés de
I'espace produit et vécu par les sociétés humaines (Pumain et Saint-julien Thérése,
1997). Elle est aussi un « ensemble de méthodes mathématiques et statistiques
visant a préciser la nature, la quantité et la qualité attachées aux lieux et aux
relations qu’ils entretiennent — I'ensemble constituant I'espace — en étudiant
simultanément attributs et localisation » (Brunet, 2000). Elle « recouvre un ensemble
de théories géographiques et de méthodes provenant de la physique, des
mathématiques et de l'informatique » (Mathian et Piron, 2001). L’analyse spatiale est
donc a la fois cadre de pensées et ensemble de méthodes.

En tant que cadre de pensées, elle considére I'espace a la fois comme support
d’existence et comme produit de l'action. A ce titre, I'espace peut servir de
justification et d’explication scientifique autonome. En tant qu'ensemble de
méthodes, I'analyse spatiale regorge de moyens (procédures, modéles, techniques,
indices, etc.) qui permettent a la fois la transformation des données, leur analyse et
leur interprétation d’'un point de vue spatial. L'analyse spatiale est utilisée dans le
cadre de cette étude a la fois comme méthode et technique de traitement de
données (analyse des séries géostatistiques, choix des techniques d’estimation,
d’extrapolation, etc.) et comme méthode d’analyse géographique. Elle doit permettre
de montrer s’il existe une organisation / une structuration dans l'espace des
populations d'An. gambiae, d’Anopheles funestus, d’Aedes aegypti et de Culex
quinquefasciatus au Bénin. Elle devra, si cette organisation existe, fournir les outils
pour mettre en exergue les facteurs d’organisation permettant d'expliquer la
configuration observée. En liaison avec le concept de modélisation, il s’agit de
trouver un modele qui représente la facon dont les configurations spatiales des
populations de moustiques vecteurs s’expriment. Ce modeéle, doit permettre de les
comprendre et de les expliquer. L’espace est une composante importante de cette
modélisation, c’est pourquoi, 'analyse spatiale est retenue comme méthode. Encore

faut-il des outils pour I'application des techniques !
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L’analyse des changements est une des applications les plus répandues et les plus
intéressantes de la télédétection. L'analyse des changements peut porter d’'une part
sur:

« deux dates : changement d'un état d’occupation du sol entre deux années,
différence de température entre deux mois, etc.

* plusieurs dates (séries temporelles) : dans le domaine des images satellitales,
ceci concerne notamment I'analyse du climat (variations climatiques a court terme,
variations annuelles, anomalies climatiques, etc.)

Le moyen le plus simple d’évaluer un changement est de soustraire deux images
prises a des dates différentes. Ces images peuvent étre des indices (par ex. NDVI),
etc. ;

D’autre part, et de maniére plus générale, les changements peuvent s’analyser de
deux manieres :

* qualitativement, c’est-a-dire une analyse de I'évolution de la nature du phénomeéne
étudié (changement de type d’occupation du sol, par ex.)

» quantitativement, c’est-a-dire en termes de degré de changement (élévation de la

température, du niveau des mers, diminution de la couverture forestiéere, etc.)

1.2.3 Le systéeme d’information géographique (SIG).

Un systéme d'information géographique (SIG) est un outil informatique permettant
d'organiser et présenter des données alphanumeériques spatialement référencées,
ainsi que de produire des plans et cartes. Selon Thériault, (1995), le SIG est défini
comme un ensemble de principes, de méthodes, d’instruments et de données a
référence spatiale, utilisé pour saisir, conserver, transformer, analyser, modéliser,
simuler et cartographier les phénoménes et les processus distribués dans I'espace
géographique. Ses usages couvrent les activités géomatiques de traitement et
diffusion de l'information géographique. La représentation est généralement en deux
dimensions, mais on peut rendre cette représentation en 3D. Le réle du Systéme
d'Information Géographique est de proposer une représentation plus ou moins
réaliste de I'environnement spatial en se basant sur des primitives graphiques telles
gue des points, des lignes, des polygones ou des maillages (raster). A ces primitives
sont associées des informations attributaires telles que la nature (route, voie ferrée,

forét, etc.) ou toute autre information contextuelle (nombre d'habitants, type ou
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superficie d'une commune par ex.). L'information géographique peut étre définie
comme l'ensemble de la description d'un objet et de sa position géographique a la
surface de la Terre. Les SIG ont deux composantes structurelles :

- la composante utilisateur qui comprend les hommes et les projets ;

- la composante informatique qui regroupe les ordinateurs, les logiciels SIG et les
périphériques spécifiques tels que les systemes de radio positionnement, les
scanners, imprimantes, tables a numériser, etc. (Somé, 2010)

Par sa composante utilisateur, le SIG sert de cadre d’organisation de la collecte de
données et de leur structuration pour la formalisation de la distribution spatiale des
vecteurs de maladies (An. gambiae, An. funestus, Cx. quinquefasciatus et Ae.
aegypti). Par sa composante informatique, il offre a I'analyse spatiale des outils de
structuration et de stockage des données en vue d’en faciliter I'accés. Il concentre
des outils d’application des techniques (statistique, calcul d’indice, interpolation et
estimation, représentation cartographique, etc).

Ce travail de recherche s’inscrit dans une démarche de construction d’une structure
formalisée qui rende compte des relations spatiales entre les vecteurs de maladie et
le milieu. Elle vise une représentation formelle simplifiée pour permettre d’expliquer,
de faire comprendre les configurations spatio-temporelles observées. Cette synthése
permet non seulement une meilleure définition des objectifs, mais aussi d’inscrire
cette étude dans un champ scientifique qui fournira les outils a la réalisation des

objectifs.

1.2.4. Les indicateurs retenus pour la vérification des hypothéses de recherche

Souvent, plusieurs tests peuvent étre utilisés pour répondre a la méme question. Les
conditions de leur emploi sont cependant plus ou moins restrictives, et leur puissance
plus ou moins grande (un test plus restrictif étant généralement plus puissant). La
vérification de la premiere hypothése s’appuie sur un indicateur géostatistique utilisé
en analyse spatiale : autocorrélation spatiale.

L’autocorrélation spatiale permet de mesurer [linfluence que la proximité
géographique ou temporelle peut avoir sur les valeurs attributaires observées sur des
entités spatiales ou temporelles, le degré de dépendance spatiale et temporelle d’'un
processus ponctuel (Zaninetti, 2005).
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Elle vérifie la loi de la proximité de Tobler d’aprées laquelle, toutes choses égales par
ailleurs, les points voisins ont une propension plus grande a avoir des valeurs plus
proches que les points éloignés.

Ce test est un préalable a l'utilisation d’un certain nombre d’indices. Une distribution
autocorrélée présentera un biais dans l'estimation et linterprétation d’un certain
nombre d’indices et de tests statistiques. C’est pourquoi, il est indispensable de
tester 'autocorrélation (Aubry, 2000).

Ce test est fait dans ce travail de recherche a partir de la méthode de concentration
des valeurs « faible/forte (Getis — Ord Générale G) » et I'indice de Moran au seuil de
signification de 95%. L’existence d’une structure spatiale dans la distribution de An.
gambiae, An. funestus, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti, en tant qu’hypothése,
repose sur la mise en rapport de la diversité des milieux et des exigences
écologiques. Aussi, une confirmation de cette hypothése renvoie-t-elle a une
interrogation sur la caractérisation du milieu qui met en rapport les facteurs
écologiques et les exigences des populations de An. gambiae, An. funestus, Cx.
quinquefasciatus et Ae. aegypti, est 'essence méme de la deuxieme hypothése.

La question qui se pose est : quels sont les parametres qui déterminent la distribution
spatiale de la population de An. gambiae, de An. funestus, de Cx. quinquefasciatus
et de Ae. aegypti ? Ces parameétres s’entendent alors comme facteurs écologiques
de distribution des espéces concernées. Pour cela, I'analyse des corrélations est
mise a contribution. Elle servira de premiere base de tri de variables pertinentes
entrant dans la définition de la niche écologique réalisée pour chaque espéce de
moustique étudiée. Elle ouvre vers la modélisation de la distribution spatiale des
guatre espéces concernées.

L’hypothése relative a la mise en relation des facteurs environnementaux et la
répartition spatiale des populations de An. gambiae, d’An. funestus, de Cx.
guinquefasciatus et d’Ae. aegypti est plus envisageable. La régression ou I'analyse
de la covariance (ANCOVA) sont des techniques statistiques appropriées pour cela.
La régression met en équation les fréquences des espéces prises individuellement
et les facteurs environnementaux. Elle permet d’évaluer la possibilité d’'une prédiction
des fréquences en fonction d’un ou de plusieurs parametres environnementaux. Le
seuil de confiance retenu pour la régression est de 95%.

Cette étude vise donc trois objectifs : la description de la distribution spatiale des

especes An. gambiae, An. funestus, Ae. aegypti et Cx. quinquefasciatus,
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'explication de cette distribution et sa formalisation. Elle s’appuie sur la
biogéographie qui fournit les hypothéses. L’analyse spatiale et I'analyse statistique
de données sont retenues comme méthodes de traitement de I'information pour la

vérification des hypotheses.

1.2.5 Clarification des concepts
s L’autocorrélation spatiale

Anselin et Bera (1998) proposent une définition intuitive de I'autocorrélation spatiale:
“Spatial autocorrelation can be loosely defined as the coincidence of value similarity
with locational similarity”. L'auto-corrélation spatiale est caractérisée par une
corrélation entre les mesures géographiqguement voisines d'un phénomene mesuré.
L’auto-corrélation peut étre positive, négative ou nulle. En d’autres termes, l'auto-
corrélation spatiale positive se traduit par une tendance a la concentration dans
'espace de valeurs faibles ou élevées d'une variable aléatoire. En revanche,
l'autocorrélation spatiale négative signifie que chaque localisation tend a étre
entourée par des localisations voisines pour lesquelles la variable aléatoire prend
des valeurs trés différentes. Enfin, 'absence d’autocorrélation spatiale indique que la

répartition spatiale des valeurs de la variable est aléatoire.
% L’indice de Moran

En statistiques, I'indice de Moran (ou | de Moran) est une mesure de l'autocorrélation

spatiale développée par Patrick A.P. Moran.

% Getis-Ord Gi*
Cet outil identifie des agrégats spatiaux statistiquement significatifs de valeurs
élevées (hot spots) et de valeurs faibles (cold spots).
Les résultats de score z et de p valeur sont des mesures de signification statistique
qui indiquent si I'on peut rejeter I'hypothése nulle. Plus le score z est élevé (négatif
ou faible), plus l'agrégation est intense. Un score z proche de zéro indique qu'aucune

agrégation spatiale n'est apparente.

% Géostatistique
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Etude des variables numeériques réparties dans l'espace a l'aide de méthodes

mathématiques d'évaluation statistiques.

% Interpolation
Processus de prédiction intelligent ou l'investigateur et le SIG essayent de faire une
estimation raisonnable de la valeur d'une zone continue a des endroits ou le terrain

n'a pas été mesuré.

% Interpolation par la méthode IDW (Inverse Distance Weigthing)
C'est une méthode d'interpolation déterministe. Elle s'appuie sur la Loi de Tobler, dite
premiere loi de géographie : "Tout est lié a tout le reste, mais les choses plus
proches ont plus d'influence que les choses distantes" ("Everything is related to
everything else, but near things are more related than distant things"). IDW ne fournit
pas les erreurs-types de prévision, ce qui justifie que l'utilisation de ce modéle peut

étre problématique.

% Interpolation polynomiale locale (LPI)
L’interpolation polynomiale locale est une méthode se basant sur des polynémes
d'ordre 1. Elle consiste a attribuer a chaque point cible une combinaison linéaire des
guatre points sources les plus proches de son antécédent par la transformation

inverse.

% L'interpolation polynomiale globale (GPI)
L'interpolation polynomiale globale est une méthode d'interpolation qui cherche une
surface lissée la moins déformée possible passant par tous les points du set
d'échantillons. (Processus physique comme la pollution et la direction du vent). En
outre, les surfaces calculées sont trés sensibles aux valeurs aberrantes (valeurs

extrémement élevées et basses), en particulier sur les bords.

% Le Krigeage, ou Kriging en anglais,
Le Krigeage est une méthode d'interpolation de type spline, mais qui comporte des
outils de décision quant aux parametres utilisés. Le Krigeage met en jeu différents
aspects pour modéliser un phénomene physique. L'un d'eux est le lien entre réalité
modelisé, qui peut étre évaluée de facon subjective (jugement de l'analyste) et la
réalité mathématique, qui est évaluée avec des méthodes mathématiques précises.
Dans le cadre de la méthode géostatistique du krigeage, la prise en compte des

caractéristiques spatiales naturelles de la donnée se fait a I'aide d’'une analyse

Abdoul Sahabi BIO BANGANA/Thése de I’'Université d’Abomey-Calavi 44


http://help.arcgis.com/fr/arcgisdesktop/10.0/help/0031/003100000027000000.htm
http://help.arcgis.com/fr/arcgisdesktop/10.0/help/0031/003100000027000000.htm
http://help.arcgis.com/fr/arcgisdesktop/10.0/help/0031/003100000024000000.htm
http://help.arcgis.com/fr/arcgisdesktop/10.0/help/0031/003100000024000000.htm

Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques dans la

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

variographique encore dénommeée analyse structurale. Cette analyse est
fondamentale pour le choix du modele d’interpolation a appliquer aux données
expérimentales. L'analyse variographique permet de quantifier la variabilité spatiale
de la variable interpolée a partir des valeurs observées et en fonction de la distance

qui les sépare.

% Fonctions de base radiale (RBF)
Les fonctions de base radiale correspondent a une série de techniques
d'interpolation exactes, autrement dit, la surface doit traverser chaque valeur
d'échantillonnage mesurée. Cependant, les techniqgues ne sont pas appropriés
lorsque des changements importants dans les valeurs de surface se produisent sur
de courtes distances et / ou lorsque vous pensez que I'échantillon de données est

sujette a erreur ou d'incertitude.
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CHAPITRE 1l : GENERALITES SUR LES MOUSTIQUES ET LES MALADIES
VECTORIELLES.

«La modélisation en géographie commence par deux questions inévitables et
associées : ou sommes nous? Qu’est-ce qui a des chances d'étre en jeu ? » (Brunet,
2000). Ce chapitre vise a répondre a ces deux questions. Son objectif est de
présenter le champ d’application de ce travail de recherche. La connaissance du
champ d’application (les moustiques et la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito) est indispensable non seulement a la conception d’'une méthodologie
opérationnelle, mais aussi a l'interprétation des données. Nous y donnons également
une présentation des maladies vectorielles puisque ces maladies conférent a cette
étude un caractére utilitaire par son engagement dans une problématique d’actualité
sur les questions de santé. Ce chapitre est composé de trois sections : la premiere
est un exposé sur les maladies vectorielles a moustiques (Anopheles, Culex et
Aedes) vecteurs respectivement du paludisme, de la fiévre jaune et de la fiévre
dengue. La deuxieme est consacrée aux caracteres distincts entre culicinés et
anophélinés enfin, la troisieme fait une présentation de la bioécologique des

moustiques.

2.1 Les maladies vectorielles transmises par les moustiques.

Le paludisme (ou malaria) est une maladie endémique qui sévit de facon continuelle
dans les régions tropicales et subtropicales de I'Afrique, de I'Asie du sud et du sud-
est et de '’Amérique du sud. Il doit son nom au mot latin palus (= marais) ou au mot
italien malaria (= mauvais air). C’est une maladie infectieuse due a des parasites
protozoaires du genre Plasmodium. Ces parasites sont transmis d’un individu a
l'autre par les femelles des moustiques du genre Anopheles. Il existe quatre especes
de Plasmodium capables d’infecter 'homme : Plasmodium falciparum, (Welch,
1897), P. vivax, Grassi et Felleti, (1890), P. malariae, Laveran, (1881) et P. ovale,
Stephens, (1922).

Les principales espéeces vectrices du paludisme en Afrique tropicale, sont
principalement : An. gambiae, An. funestus, An. arabiensis, An. moucheti, et An. nili
(Tatiana, 2008). Au Bénin, le vecteur dominant est 'espéce An. gambiae

(Afolabi, 1996 cité par Tatiana, 2008). Le paludisme demeure un véritable probleme

de santé publique et constitue un frein au développement du Bénin, de par les pertes
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en vies humaines, en codts directs et indirects des soins, en journées de travalil
perdues. Premiere cause de recours aux soins (37 %) dans nos formations
sanitaires, le paludisme constitue un probleme de santé grave qui ne pourra étre
contrélé que si nous ceuvrons a I'harmonisation et a la conjugaison de nos efforts
(PNLP, 2011).

-La filariose lymphatique est une maladie parasitaire due a linfection par
Wauchereria bancrofti ou plus rarement Brugia malayi. La transmission se fait par un
moustique vecteur du genre Culex, Anopheles, Aedes ou Mansonia. La maladie a
été reconnue depuis l'antiquité et a été décrite dans les manuscrits anciens de
Chine, du Japon, de Perse et de I'Inde. Les manifestations cliniques les plus
dramatiques, caractérisées par I'éléphantiasis et I'hydrocéle ont été associées a
'agent causal dés le XlIXe siécle par P. Manson. La maladie est actuellement
répandue surtout en Asie (sous continent indien et Asie du sud), en Afrique, dans les
iles du Pacifigue et en Amérique centrale et du sud. L'efficacité de Ila
diéthylcarbamazine dans le traitement de l'infection filarienne a été reconnue dés le
milieu du XXe siécle et ce médicament a été retenu par plusieurs pays pour le

traitement de la filariose

2.1.1 Le paludisme dans le monde et au Bénin

Le Paludisme est la maladie la plus répandue dans le monde. Selon I'Organisation
Mondiale de la Santé (O.M.S), 102 pays y sont exposés. Plus de 40% de la
population mondiale, soit plus de deux milliards de personnes, vivent dans des
régions a risque. Quelques 300 millions de cas cliniques de paludisme sont
enregistrés chague année dans le monde entrainant prés de 1 a 1,5 millions de
déceés par an. Pres de 90% de ces décés sont enregistrés en Afrique subsaharienne
ou les plus touchés sont les enfants de 0 a 5 ans et les femmes enceintes

(OMS, 1999). La zone intertropicale dont fait partie le Bénin est une région dont la
situation environnementale et sanitaire est essentiellement caractérisée par des
pathologies tropicales variées, avec une prédominance des affections endémo-
épidémiques dont la plus importante est le paludisme. En Afrique et particulierement
au sud du Sahara, le paludisme est la plus importante maladie de toutes les
affections parasitaires. Toutefois on estime que le nombre de cas de paludisme a

diminué de 244 millions en 2005 a 225 millions en 2009. Le nombre de déceés dus au
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paludisme est estimé avoir diminué de 985 000 en 2000 a 781 000 en 2009 (OMS,
2010). La gestion du paludisme est un probleme essentiel de santé publique mais
aussi de développement au Bénin ; ce qui explique que le Ministére de la Santé en
ait fait une maladie prioritaire. Au Bénin, en 2009, L’incidence du paludisme pour 100
habitants était de 15,2% (SNIGS, 2009). Ce taux est estimé a 49,3% chez les
enfants de moins d’'un an, et 26,9% de 1 a 4 ans et 8,9% pour les 5 a 14 ans SNIGS,
(2009). L’évolution de la létalité du paludisme se présente en dents de scie de 2002
a 2009 avec une moyenne de 8,8% (SNIGS, 2009).

La prise en charge du paludisme passe par la confirmation biologique des
présomptions cliniques, soit par les tests de diagnostic rapide pour les centres de
santé ne disposant pas de laboratoire et la communauté, soit par la goutte épaisse
dans les laboratoires (DN, 2011). Les cas confirmés doivent étre traités avec des
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine CTA (arteméther luméfantrine ou
artésunate amodiaquine) (DN, 2011). Si lutter contre le paludisme suffit & lui seul a
réduire de 40% les affections du secteur de la santé ; si les cas de paludisme
constituent des raisons valables d’absentéisme a I'école et d’absence des meéres
d’enfants a leur poste de travail ; alors lutter contre le paludisme c’est lutter contre la
pauvreté comme le stipule I'objectif 06 des OMD.

Cette réalité a été si bien comprise par le gouvernement, qu’en mai 2011, le chef de
'Etat a décrété la gratuité des soins de prise en charge des cas de paludisme aux
femmes enceintes et aux enfants de moins de 5 ans Stratégie de mise en oeuvre de

la gratuité de la prise en charge des cas de paludisme (DN, 2011).

2.1.2 Le cycle de transmission du paludisme

Le cycle de développement des Plasmodium comporte deux phases : une chez le
moustique et une autre chez ’'Homme (Somé, 2010).

Le moustique, I'néte définitif, est une femelle appartenant au genre Anopheles,
vecteur exclusif de cette maladie. L’homme, héte intermédiaire, est le seul hote
réservoir. Ces acteurs sont en fait liés par le cycle de développement du parasite
(figure 2). Au cours de son repas sanguin, la femelle anophéle inocule a 'homme la
forme infectante du parasite: les sporozoites. Ces sporozoites passent dans le sang
puis migrent vers le foie via les vaisseaux sanguins. La phase exo érythrocytaire se

met en place. Les sporozoites envahissent alors les hépatocytes et s’y multiplient. lls
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évoluent en schizontes contenant plusieurs milliers de jeunes parasites appelés
mérozoites. Puis la cellule éclate, libérant ainsi les mérozoites qui pénetrent alors les
hématies par endocytose pour poursuivre leur développement. La phase suivante est
dite érythrocytaire. Les mérozoites peuvent évoluer en trophozoites puis en
schizontes qui liberent a nouveau des mérozoites (étape cyclique), ou bien évoluer
en gameétocytes. Ces derniers se différencient en gamétocytes males et femelles et
sont ingérés par un anophéle femelle au cours du repas sanguin. C’est cette étape
qui permet au moustique de devenir infectant et de représenter un danger pour
’homme, car contrairement a ce dernier, le moustique ne patit pas de la présence du
parasite dans son organisme. La premiere phase au sein du moustique est la phase
sporogonique. Les gamétocytes parviennent dans I'estomac du moustique ou ils se
transforment en gameétes. Les gameétes femelles sont fécondés et il en résulte un
zygote qui évolue en ookinéte. Ce dernier s'implante au niveau de la paroi stomacale
et évolue en oocyste. Une division méiotique et plusieurs mitoses conduisent au
développement de sporozoites. L'éclatement de I'oocyste libére ces éléments
mobiles dans ’hémolymphe. lls gagnent ensuite les glandes salivaires du moustique,
qui est alors infectant, et pourront étre inoculés a ’'homme avec la salive lors d'une
prochaine piqgdre. 1l faut environ 10 a 18 jours, selon les conditions
environnementales, pour permettre au parasite de finir son cycle sporogonique au

sein du moustique (Yadouléton, 2011).
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Figure 2: Cycle de développement d’un plasmodium : ’lhomme est I’hote
intermédiaire et I'anophéle est I’h6te définitif (WHO, 2009)
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2.2 Caracteres distinctifs entre les différents genres de moustiques et autres

insectes.

2.2.1 Caracteres distinctifs entre les moustiques et autres insectes.

- Distinction adultes de moustiques /adultes d’autres insectes.

Trois caractéristiques permettent de distinguer les moustiques adultes des autres
insectes :

-une seule paire d’ailles

-un long proboscis (piéces buccales tubulaires).

-un corps couvert d’écailles (figure 4).

- Distinction ceufs des moustiques /ceufs des autres insectes.

Les ceufs d’anophéles et de certains culicinés, flottent a la surface de  I'eau, ceux
des autres insectes ne flottent pas mais sont fixés a la végétation ou placés sous des
pierres ou d’autres objets.

Les ceufs de certains Aedes se trouvent parfois dans les endroits qui peuvent
s’assécher ; ils sont en effet capables de résister a la sécheresse pendant un certain

temps.

- Distinction larves de moustiques /larves des autres insectes.

Les larves de moustiques se distinguent des larves des autres insectes par les
caractéristiques suivantes :

Elles se tiennent juste en dessous de la surface de I'eau.

La téte est plus étroite que le thorax.

- Distinction nymphes des moustiques /nymphes des autres insectes.
Les nymphes de moustiques ont les caractéristiques suivantes :

Elles ont une forme généralement en virgule

Elles pendent juste en dessous de la surface de I'eau ;

Elles nagent trés rapidement si elles sont dérangées.

2.2.2 Caracteres distinctifs entre les différents genres de moustiques.

- Distinction ceufs d’anophéles/ ceufs de culicinés
Les ceufs de culex sont groupés en «radeau»; les ceufs d'aédes flottent

séparément tandis que ceux d’anophéles sont pourvus de flotteurs.
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- Distinction larves d’anophéles / Larves de culicinés.
-la larve d’anophéle n’a pas de siphon et se tient parallélement a la surface de 'eau.
- la larve des culicinés a un long siphon et se tient obliquement par rapport a la

surface de I'eau.

- Distinction nymphes des anophéles/ nymphes des culicinés.

Il est relativement difficile de distinguer les nymphes des anopheles et celles des
culicinés sur le terrain .Il faut donc recueillir toutes les nymphes de moustiques, les
ramener au laboratoire et les identifier. Les études au laboratoire montrent que les
trompettes respiratoires des nymphes d’anophéles sont courtes et largement
ouvertes tandis que celles des nymphes de culicinés sont longues et plus minces

avec une ouverture étroite

- Distinctions anophéles adultes / Culicinés adultes.

Lorsque les moustiques sont vivants, on peut distinguer les anophéles des culicinés
a leur position de repos.

Lorsqu’il est au repos, I'anophéle forme un angle de 50 a 90° avec la surface tandis

que les culicinés sont plus ou moins paralléles au support (figure 4).
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Figure 3 : différences entre moustiques anophélinés et culicinés
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2.3 Bio-écologie des moustiques.

Connaitre la bio-écologie d’'une espece est une condition sine qua non a I'étude de
sa répartition dans un espace donné. Il est difficile de saisir les rapports entre un
milieu et un organisme sans connaitre I'offre écologique de ce milieu et les exigences
vitales de lI'espéce. Ce paragraphe est un exposé sur la bio-écologie d’Anopheles
gambiae. Méme si la connaissance de ce complexe d’especes par rapports aux
différents facteurs écologiques pris individuellement n’est pas toujours trés précise,
une synthese de celle-ci constitue une avancée significative dans la conduite de ce
projet de recherche. Ce point, consacré a la bio-écologie des anophéles, s’articule
autour de la position zoologique de ces moustiques, de leur cycle de développement
et de leur écologie a différents stades de développement.

2.3.1 La position zoologique

Les anophéles sont des arthropodes appartenant a la classe des Insectes, a l'ordre
des Dipteres, du sous-ordre des Nématoceres et a la grande famille des Culicidae.
Cette famille compte plus de 3 450 especes et sous-especes regroupées en trois
sous-familles : la sous famille des Toxorhynchitinae, la sous-famille des Anophelinae
et celle des Culicinae. Parmi ces sous-familles, celle des Anophelinae est constituée
de 3 genres (Bironella ; Chagasia ; Anopheles). Le genre Anopheles est le plus
important sur le plan médical. Il regroupe 400 espéces dont 70 sont des vecteurs de
maladies humaines (Bruce-Chwatt et Zulueta, 1985). En Afrique subsaharienne, ce
sont les membres du complexe An. gambiae et An. funestus qui sont les vecteurs
majeurs du paludisme. Certaines observations faites sur I'écologie des vecteurs ont
mis en exergue une hétérogénéité au sein de cette population An. gambiae. Les
investigations ont révélé plus tard que An. gambiae est un complexe d’espéces
(Some, 2010).

2.3.2 Le cycle de développement des Anopheles

Les anophéles sont des holométaboles qui présentent quatre stades au cours de leur
vie. Ces stades constituent le cycle de développement. Ce cycle de développement
des anophéles est marqué par deux phases : une phase aquatique et une phase

aérienne.
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2.3.2.1 La phase de vie aquatique

Cette phase débute avec la ponte des oeufs a la surface de I'eau. Les oeufs au
nombre de 30 a 300 par ponte sont déposés un a un a la surface de 'eau et flottent
jusqu’a I'éclosion. Sous les tropiques, les oeufs éclosent habituellement 2 a 3 jours
apres la ponte Rodhain et Perez, (1985). La larve émerge en utilisant une « dent
d’oeuf » placée en position postéro-dorsale sur sa téte. Elle posséde les trois tagmes
caractéristiques des insectes, c’est a dire la téte, le thorax et 'abdomen. La larve est
dépourvue de pattes mais possede de nombreuses soies qui recouvrent tout le
corps. Elle est capable de nager dans I'eau grace a des mouvements ondulants de
son corps. Elle respire 'air extérieur par des stigmates dorsaux situés a I'extrémité
de 'abdomen, ce qui lui impose une position de repos paralléle a la surface de I'eau.
Les larves ne se développent pas en continu, elles passent par quatre stades
différents. La petite larve qui émerge de I'oeuf est appelée larve de premier stade ou
larve de stade I. Elle mesure environ 1,5 mm de long et subit trois mues successives
qui la transforment en larve de stade I, Il et enfin de stade IV. La larve de 4e stade
mesure environ 8 a 10 mm de long. La vie larvaire dure de 8 a 12 jours dans des
conditions favorables Rodhain et Perez, (1985).

La larve de quatriéme stade, au terme de son développement, se transforme en une
nymphe, dont la forme générale est celle d’'une virgule. La nymphe ne se nourrit pas,
elle représente un stade intermédiaire. Elle subit de tres profondes transformations
morphologiques et physiologiques pour donner un moustique adulte aérien apres

une période de 1 a 4 jours sous les tropiques Rodhain et Perez, (1985).

2.3.3.2 La phase de vie aérienne

L’adulte ou imago qui émerge de la nymphe est un insecte au corps long et gréle,
doté de longues pattes et de longues pieces buccales en forme d’aiguille. Peu aprés
leur émergence, les adultes (males et femelles) s’envolent et les femelles
s’accouplent aussitét avec des males plus agés qui essaiment au-dessus de I'eau.
En général, les femelles ne s’accouplent qu'une seule fois dans leur vie, mais
pondent périodiqguement pendant toute leur existence. Les spermatozoides sont
stockés dans une spermathéque ou ils conservent leur pouvoir fécondant jusqu’a la
mort de la femelle Bruce-Chwatt et Zulueta, (1985). Aprés 24 a 48 heures de vie

adulte, la femelle va a la recherche de son premier repas sanguin. Elle a besoin de
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sang comme source de protéines pour le développement et la maturation de ses
oeufs. Dés la fin du repas, commence la digestion et simultanément les ovaires se
développent. Les femelles gravides se mettent en quéte d’'un lieu favorable a la
ponte. La fécondation de I'ovule a lieu lors de la ponte. Une fois qu’elles ont déposé
leurs oeufs, elles retournent prendre un autre repas de sang pour aller pondre a
nouveau et le cycle reprend. La longévité de I'adulte est estimée a une vingtaine de
jours, guére plus d’'un mois dans les conditions habituelles (Robert et al., 1989). La
période allant du repas sanguin a la ponte est appelée cycle gonotrophique. Elle
dure environ 48 heures dans les conditions de températures comprises entre 23°C et
25°C (Bruce-Chwatt et Zulueta, 1985).

Le cycle gonotrophique comprend trois phases :

- la recherche de I'hbte et la prise du repas de sang,

- la digestion du sang et la maturation ovarienne,

- la recherche du lieu de ponte par la femelle gravide.

La ponte a lieu généralement au crépuscule. Les caractéristiques physico-chimiques
de l'eau des gites sont analysées par des chémorécepteurs situés sur les pattes
(Some, 2010).
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Figure 4: Cycle de développement d’un Anopheles (Yé, 2005)
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2.3.3 L’écologie des adultes

Les anophéles sont actifs du coucher au lever du soleil. Toutefois, les heures
d’agressivité maximale varient selon les especes. Il y a également des variations
dans les comportements trophiques. Certains moustiques piquent préférentiellement
a lintérieur des habitations, ce sont des endophages, d’autres préférent piquer a
'extérieur des habitations, ce sont des exophages. Les anophéles présentent
également des choix pour leur repas sanguin. De nombreuses espéces d’anophéles
se nourrissent a la fois sur ’homme et sur I'animal. Certaines espéces prennent leur
repas sanguin principalement sur les animaux : ceux sont des zoophiles. D’autres ne
se gorgent pratiguement que sur 'homme : ceux sont des anthropophiles. Les
espéces anthropophiles ont un taux d’infection plus élevé que les zoophiles (White,
1974). Les vecteurs de paludisme sont inégalement repartis sur les continents. En

Afrique subsaharienne, An. gambiae sensu lato et An. funestus sont les vecteurs

majeurs du paludisme (Mouchet et Carnevale, 1991).

Photos 1: végétation favorable au repos des moustigues exophiles a Tanto dans la
commune de Tori Bossito (cliché BIO BANGANA Sahabi, 2008)

Photos 2: habitat favorable au repos des moustiques endophiles a Abénihoué dans la
commune de Kpomasse (cliché BIO BANGANA Sahabi, 2008)
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C’est aupres de I’'homme que ces moustiques trouvent les gites larvaires et les lieux
de repos qui leur conviennent le mieux (Coluzzi, 2002; Gillies et Meillon, 1968).
D’aprés Rajagopalan et al., (1991), la plupart des anopheles se dispersent dans un
rayon d’environ un kilomeétre autour de leur gite. Pour An. gambiae s.s., ce rayon de
dispersion autour des gites varie en moyenne entre 1 et 1,6 km. Ce rayon est de 0,8
km pour An. funestus (Some, 2010).

2.3.4 L’écologie des larves (stades pré-imaginaux) : caractéristiques des

habitats larvaires

La connaissance de la bio-écologie des larves s’avére indispensable si I'on veut

élaborer des stratégies efficientes de lutte antivectorielle.

Photos 3: habitat favorable aux larves d'An. gambiae a Abénihoué dans la commune de
Kpomasseé (cliché BIO BANGANA Sahabi, 2008).

B B (/

Photos 4: habitat favorable aux larves d'An. funestus & Kpagoudin dans la commune de
Ouidah (cliché BIO BANGANA Sahabi, 2008).
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Photos 5: habitat favorable aux larves de Cx. gquinquefasciatus a Hinmadou dans la
commune de Kpomasse (cliché BIO BANGANA Sahabi, 2008).

e _ =

Photos 6: habitat favorable au développement des larves d'Ae. aegypti & Tokoli dans la
commune de Tori Bossito (cliché BIO BANGANA Sahabi, 2008).

Photos 7: habitat favorable au développement des larves de Ma. africana a Hla dans la
commune de Tori Bossito (cliché BIO BANGANA Sahabi, 2008).
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2.3.5 L’environnement des moustiques

L’environnement est une notion relative dont la perception effective est fonction
d’'une entité biologique de référence. C'est a partir des composantes initiales,
modifiees par les organismes a mesure de leur implantation, que s’est
progressivement constitué « un environnement », propre a I'ensemble biologique
localement considéré (Lacoste et Salanon, 2006).

L’environnement ne peut se définir que par rapport a un organisme vivant (Somé,
2010). Les environnements de An. gambiae, de An.funestus, de Ae. aegypti et de
Cx. quinquefasciatus peuvent étre définis & partir d’'une synthése de leurs cycles de
vie. Cette synthése sur la bio-écologie des moustiques vecteurs de maladies nous
permet de présumer des facteurs environnementaux qui peuvent influencer leur
prolifération.

Trés souvent, les facteurs climatiques comme les précipitations et les températures
sont pris en compte. La disponibilité et I'accessibilité en eau sont deux autres
paramétres importants, parce qu’elles interviennent dans la biologie des larves. La
qualité de I'eau (taille, pH, salinité, écoulement, etc.) dépend du contexte physique.
Ce sont autant d’éléments qui obligent a intégrer des paramétres tels que la
topographie (altitude) et la disponibilité de la matiere organique. La présence
humaine (nécessité d’un repas sanguin pour la maturation des oeufs) et la végétation
(alimentation en jus sucré, biotope des adultes, pédogenése) interviennent aussi
dans la définition de I'environnement du vecteur.

Les environnements de ces moustiques, simples a premiére vue, sont plus
complexes qu’il ne le parait. Cette complexité est liée a la nécessité d’'une variation
des exigences en fonction de leurs stades de développement doublée d’'une variation
en fonction des espéeces concernées. Prendre en compte la forte variabilité
saisonniere de certains parametres environnementaux tels que la disponibilité en
eau, le climat, conduit a un niveau tres élevé de complexité. De plus, la mesure ou
I'évaluation objective de certains parameétres ne sont pas évidentes, compte tenu de
I'extension spatiale de la zone d’étude.

De cette présentation sur les moustigues, nous retenons qu’il n’y a pas un vecteur du
paludisme, de la dengue....etc mais plutot des vecteurs du paludisme, de la dengue
au regard de la diversité des espéces qui composent les genres Anopheles, Culex et
Aedes.
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Les études sur la biologie et I'écologie des moustiques vecteurs de maladies sont
trés riches mais non spécifiques aux espéces ciblées dans cette étude. Ainsi, I'état
de la connaissance sur la bio-écologie des moustiques vecteurs du paludisme et
autres moustiques, est ouvert, et la définition d’'un biotope précis pour les anophéles
et autres moustiques, devient tres complexe. A cette diversité spécifique des
anophéles, s’ajoutent, pour une méme espéce, des exigences écologiques variables
en fonction du stade de développement. Le niveau de complexité devient alors trés
élevé et impose de réduire le champ d’investigation, d’ou la limitation aux quatre
especes pré citées.

Le contréle de la population vectorielle ne pouvant se concevoir en dehors de
environnement de vie de celle-ci, il est indispensable de comprendre les
déterminants mésologiques de distribution des An. gambiae, An. funestus, Cx.

quinquefasciatus et Ae. aegypti.
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CHAPITRE Il : ZONE D’ETUDE ET APPROCHE METHODOLOGIQUE

Ce chapitre couvre les aspects portant a la fois sur la présentation de la zone
d’étude, la collecte et le traitement des données, I'évaluation des indicateurs et la

vérification des hypothéses. Il est structuré en quatre sections:

3.1 Présentation de la zone d’étude

La zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito est située au sud ouest du Bénin,
entre 1°56’'30” et 2°16’20” de longitude est et entre 6°18’°30” et 6°38°20” de latitude
nord. Elle est limitée au nord par la commune d’Allada, a I'est par la commune de Ze
et la commune d’Abomey-Calavi, a I'ouest par les communes de Bopa, de Comé et
de Grand-Popo et, enfin, au sud par 'Océan Atlantique. Sa superficie est de 783,763
km?. Quelles sont les caractéristiques de cette zone sanitaire, tant au plan physique
gu’humain, qui pourraient contribuer a mesurer et a expliquer la distribution spatiale

des populations de moustiques?
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Figure 5: Carte administrative de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito
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3.1.1 La Population et I’habitat

La population de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito était de 151 659
habitants en 1992 et de 178 314 habitants en 2002, et on estime cette population a
258 336 habitants en 2010 (MS, 2010).

Les Xuéda ont été les premiers habitants de la ville de Ouidah ainsi que de sa
région. Les Fon d’Abomey y sont venus en grand nombre sous le régne du Roi
Agadja, qui a conquis le royaume Xuéda de Savi, et a fait de Ouidah sa facade

maritime en 1727.

La commune de Kpomassé est peuplée d’une diversité ethnique avec une
dominance d’Adja. Les groupes socioculturels rencontrés sont les Adja, Pédah et
assimilés (53.4%), Fon (40.4%), Yoruba (4.7%), Peulh (0.2%), Bariba (0.1%), autres
(1.2%) (PDC Kpomasse, 2006-2010).

Enfin les groupes socioculturels de la commune de Tori Bossito présents sont : Les
Aizo (84%), Yoruba (1%), Adja (13%), et autres (1%) (PDC Tori Bossito, 2005-2009).
Ces ethnies ont des organisations sociales et politiques différentes. Certaines sont
des sociétés trés hiérarchisées qui faisaient partie, avant la colonisation, de
puissants royaumes. C’est le lieu de citer le royaume de Savi, le royaume d’Abomey,

le royaume de Tori, etc.

Les vecteurs ont besoin de sang pour la maturation de leurs oeufs. Les moustiques
sont attirés par le CO2 (dioxyde de carbone) que dégagent les humains et les
animaux, substance qu’ils peuvent détecter a plus de 6 metres de distance. Ensuite,
pour s’assurer que le CO2 ne provient pas d’'une voiture ou d’'une cheminée
industrielle, le moustique identifie les attractifs secondaires tels que la chaleur, I'acide
lactique ou la vapeur d’eau, lesquels sont produits par les humains lors de la
transpiration et de I'activité musculaire et sont libérés dans l'air par la respiration et

par la peau (http://www.infoinsectes.ca/bug/biting/3.aspx). La densité humaine dans

un milieu est donc susceptible d’augmenter le taux du dioxyde de carbone dans le
milieu et donc d’attirer davantage les moustiques. L’alcool est une substance qui agit
sur le cerveau et qui est capable d’entrainer une dépendance et des complications
somatiques, sociales, psychiques. Dans le domaine de I'entomologie, les moustiques
sont plus attirés par les consommateurs d’alcool que par les consommateurs d’eau
(Lefevre, 2010).
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Il est généralement connu que I'habitat est le point de rencontre privilégié entre le
vecteur et 'homme. C'est le lieu des contacts les plus longs, simplement parce que
I'habitat est I'endroit ou I'héte passe le plus de temps dans l'immobilité (sommeil), au
moment le plus indiqué pour l'activité trophique de l'anophele, a savoir la nuit. Il
s'ensuit que I'habitat constitue, dans sa localisation, ses formes et son confort, un
paramétre important dans la transmission du paludisme et son endémicité (Assoko,
2005).

Le milieu biophysique présente une organisation et une structure différentes. C’est
l'objet de la suite de cette section consacrée a la présentation du milieu et qui
s’articule autour de la géomorphologie, du climat, de I'hydrographie et de la

végeétation.

3.1.2 Lerelief

La zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito se caractérise par un relief plat,
guasi monotone. La localité la plus haute de la zone, culmine a plus de 78 metres.
L'altitude moyenne est de 39,62 m. Plus de 75 % de la zone se situe entre 12 et 101
metres. A partir d’'une altitude relativement élevée, la nappe phréatique est aussi
profonde et oblige les populations a creuser des bassins de rétention d’eau pluviale

véritables gites larvaires de moustiques (figure 6).
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Figure 6: Carte de relief de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito
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3.1.3 Les sols.

Les sols sont tres diversifiés dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito.
La carte pédologique de cette zone sanitaire issue de la carte pédologique du Bénin
(feuille Porto Novo au 1/200 000) compte 07 classes. La texture du sol peut favoriser
la reproduction des moustiques, surtout lorsqu'elle se combine avec une humidité
importante (Assoko, 2005). C'est notamment le cas dans la zone sanitaire Ouidah-
Kpomasse-Tori Bossito ou le sol de type argilo-sableux présente une tres faible
porosité, favorable a la création des gites donnant ainsi aux moustiques des
conditions favorables pour leur reproduction. Ainsi les sols, avec leur capacité de
rétention durable d’eau a la surface sont importants dans une étude destinée a
montrer a quel point la nature du sol dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori
Bossito est un élément privilégié pour la reproduction des moustiques, leur survie et

leur prolifération (figure 7).
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3.1.4 Le climat

Les facteurs climatiques ont une influence marquée sur les moustiques adultes. Ce
sont des composantes abiotiques qui font que l'activité des femelles responsables
des nuisances est maximale dans des conditions précises de température,
d’humidité relative et de vent, parfaitement réalisées par I'environnement a la Cote
des Esclaves (Kermogant, 1906). Le climat, a travers les paramétres tels que la
température, les précipitations, le nombre de jour de pluie et 'humidité relative,
conditionne le taux et la durée d’éclosion des ceufs. Il influence donc le potentiel
reproductif des vecteurs. Aussi, la température et I'humidité relative élevées
enregistrées lorsque les vents sont nuls ou faibles soufflant de la mer, représentent-
elles les conditions les plus favorables ; au contraire, avec des vents de terre, froids
et secs, les imagos quittent difficilement leur gite de repos (Beaulaton, manuscrit
inédit).

La pluviométrie moyenne annuelle est voisine de 1200 mm, dont 700 a 800 mm pour
la premiére saison pluvieuse et 400 a 500 mm pour la seconde saison des pluies
(ASECNA, 2008). De telles précipitations sont tres favorables a I'existence des
moustiques. Elles représentent en effet le principal facteur de submersion des gites a
moustiques et elles sont en grande partie responsables des aires d’éclosion (A.
Kermogant, 1906). On note une diminution des précipitations du sud vers le nord et

de 'est vers I'ouest (Figure 8).

Les températures moyennes mensuelles varient entre 27° et 31° C. Les mois de
février a avril sont les mois les plus chauds et les mois de juillet & septembre sont les
mois les moins chauds (Figure 9). Les moyennes des températures maximales
observées entre 2008 et 2009 sont toujours supérieures a 25° C pour I'ensemble des
stations. Elles varient entre 26,9°C a Cotonou et Adjohoun a I'est et 27,3°C a Bopa
au nord-ouest de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito (ASECNA, 2008
et 2009). Les minima sont enregistrés au mois d’aodt. Les recherches ont montré
gue la température a une influence sur le cycle de transmission du paludisme : par
son élévation, elle raccourcit le cycle sporogonique, qui est le temps nécessaire pour
gu'un moustique devienne infectant aprés s'étre nourri du sang d'un sujet infecté.

Elle intervient dans les mécanismes de survie des vecteurs : les moustiques vivent et
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se développent mieux sous une température comprise entre 25 et 30°C (Assoko,
2005).
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Figure 9: Carte de la variation thermique dans la zone Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito
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Une fois remplies les conditions de température (18° au moins), I'eau apparait
comme une donnée fondamentale tout a fait indispensable pour la reproduction des
moustiques. Le milieu hydrique leur est indispensable pour la ponte ; leurs oeufs s’y
transforment d’abord en larves, en nymphes ensuite avant d’accéder a I'étape

d’insecte parfait.

La zone sanitaire Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito est une zone chaude. Elle est
caractérisée par des températures toujours élevées avec des amplitudes thermiques

faibles.

Le climat, a travers les précipitations et I'évaporation, influence énormément la

dynamique hydrologique.

3.1.5 L’hydrographie

Le réseau hydrographique de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito releve
de trois bassins dont un international (le Mono) et deux nationaux (le Couffo et
'Ouémé) auxquels s’ajoute un systéme de lagunes et de lac. Sur la figure 12 ci-
dessous, est présenté le réseau hydrographique de la zone Ouidah-Kpomasse-Tori

Bossito. Ce réseau est trés diversifié.

Le lac Ahémé, un plan d’eau permanent de dimensions variables, communique avec
la lagune cotiere par le biais du chenal Aho et avec le fleuve Couffo par
l'intermédiaire d'un petit delta marécageux (PDC Kpomasse, 2006-2010). Le réseau
hydrographique a l'est de cette zone (Tori-Bossito) est peu fourni. Il est constitué
essentiellement de marécages qui en période hivernale constitue de véritables plans
d'eau. Ces marécages qui prennent leur source dans la Commune d’Allada
traversent les arrondissements d’Avame, de Tori-Cada, de Tori Gare et de Tori-
Bossito (PDC Tori Bossito, 2005-2009).

Le réseau hydrographique dans le sud de la zone Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito
(Commune de Ouidah) est essentiellement caractérisé par un systeme lacustre et
lagunaire dont les principaux plans d’eau sont : la lagune Djessin et le lac Toho. La
lagune Djessin est alimentée par les fleuves Couffo et Mono. La production

halieutique de ce réseau hydrographique est en baisse (SDAC Ouidah, 2004).
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Ce réseau hydrographique de la zone Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito est composé

essentiellement de cours d’eau a régime pluvial tropical, fortement tributaire des

précipitations. Ceux-ci sont, pour I'essentiel, intermittents, avec des écoulements qui

s’arrétent quelques jours a quelques semaines seulement aprés les précipitations.

Pendant I'étiage, le lac Ahémé connait une intrusion marine, ce qui a un impact sur le

plan écologique (modification du pH, de la salinite, de la turbidité, de la

conductivité..etc). La salinisation du lac Ahémé par exemple peut créer des

conditions écologiques impropres au développement des gites larvaires a An.

funestus.

Le lac Toho renferme de I'eau douce qui est utilisée en grande partie pour lirrigation

d’'une palmeraie de 400 ha.
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Figure 12: Carte hydrographique de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito (DGE, CENATEL, 2004)

L’organisation du couvert végétal est fortement influencée par le climat et

I'hydrographie.
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3.1.6 La végeétation

La végeétation naturelle de la zone Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito reléve du
domaine sub- équatorial. Des difféerences de facies sont perceptibles dans les

différents domaines phytogéographiques (figure 11).

Le domaine subéquatorial est celui des foréts. Mais en raison d’'une forte densité
humaine dans la zone, cette forét n’existe plus qu’en petits ilots d’extension

négligeable.

Actuellement, la végétation est caractérisée par un bush arbustif, associé a des
peuplements plus ou moins denses de palmiers a huile que I'on retrouve sur les
plateaux, soit a I'état naturel, soit en plantations industrielles (Arrondissement de
Gakpé). Cependant, on peut distinguer un certain nombre de formations végétales
bien dressées :

- Les vallées des principaux fleuves, lacs et lagunes tels que le fleuve Couffo, le lac
Ahémé, le lac Toho, la lagune de Ouidah, sont colonisées par des mangroves a

Rhyzophora, des prairies a Typha australis et a Paspalum vaginatum trés denses.

- Les secteurs nord et ouest de la zone Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito sont
constitués pour I'essentiel de savanes fortement anthropisées du fait des densités de
population élevées. lls correspondent a des savanes arbustives a arborées. Ces

secteurs renferment aussi des jacheres, des cultures de mais ou de manioc.

- les plantations industrielles de palmiers et de cocotiers sont disséminées un peu

partout dans cette zone de méme que les plantations forestiéres (Teck, Eucalyptus).

La végétation joue un role primordial dans la constitution des milieux. Elle intervient
d’abord dans la pédogenése en favorisant la sédimentation. L’écran qu’elle constitue
et 'apport de matiéres organiques qu’elle fournit au substrat diminuent I'évaporation :
de telles conditions sont favorables a la ponte et a la conservation des oeufs. Les
moustigues adultes se nourrissent de jus sucré prélevé sur la végétation. Les berges
des ruisseaux couvertes de végétation, rivieres a cours lent et des marais avec leurs
petites collections naturelles d’eau, sont des gites privileégiés de reproduction, entre

autres de I'’Anopheles.
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Figure 11: Carte de végétation de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito
(CENATEL, 1998)

3.2 Univers des variables

L’univers des variables est 'ensemble des informations visant a caractériser le plus

possible les phénoménes étudiés (figure 12).

La figure 14 présente trois grands groupes de facteurs qui contribuent a la
distribution spatiale des especes vectrices de paludisme et de filarioses : les facteurs
actuels et passés (historiques), les facteurs internes a l'espéce et les facteurs
externes a I'espece. Dans le cadre de cette étude, l'intérét est porté sur les facteurs
externes. Ces derniers constituent le milieu dans lequel vivent les moustiques
vecteurs. Une relation de cause a effet sera établie entre 'ensemble des facteurs
externes et la fréquence de chaque espéce de moustique. Ces facteurs externes
peuvent étre subdivisés en trois sous ensembles : les facteurs géographiques, les

facteurs climatiques et les facteurs biotiques.
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Figure 12: Diagramme d’lshikawa des facteurs environnementaux influencant

les fréquences de moustiques vecteurs de maladie, réalisation BIO BANGANA
A. Sahabi, 2011.

3.3 Données collectées.

Les données sont variées et concernent plusieurs domaines : les données
climatologiques, les données géographiques, les données biotiques, les données

entomologiques, les données socio économiques et les données sanitaires.
- Les variables climatologiques

Regroupent la température, les précipitations, le nombre de jours de pluie, I'humidité

relative, les vents, la visibilité et la pression de vapeur.
- Les variables géographiques

Réunissent 'hydrographie, le relief, les localités sont issues de la base de données
sur '’hydrographie de la Direction Générale de I'eau, le Modéle Numérique de Terrain
du CRU, de la Base de Donnée de 'INSAE (2002) et des données de recensement

des hameaux effectué par le Projet REFS en 2007.
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- Les variables biotiques

Constituées de la présence humaine et de la végétation (NDVI) sont issues
respectivement du recensement de la population en 2007 par le projet REFS/ CREC
et de I'image SPOT Végétation couvrant la période allant du ler juillet 2005 au 31

octobre 2005 ont été retenues.
- Les variables entomologiques et sanitaires

Concernent les captures nocturnes de moustiques sur appat humain et les
prospections larvaires. La collecte de ces données couvre la période d’octobre 2007
a décembre 2009. Toutes les six semaines, une mission de capture de moustiques
était organisée. Au total, 17 missions entomologiques ont été effectuées. Les
données épidémiologiques sur les hameaux proviennent de la composante parasito
clinique du Projet REFS.

Certaines de ces données sont couramment utilisées par contre d’autres ont des
contenus d’interprétations peu évidents par rapport a l'objectif de I'étude. D’ou
l'intérét de préciser les unités, le contenu et leur apport dans I'écologie des vecteurs.

Les variables que nous venons de citer sont synthétisées dans le tableau Il
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Tableau Il : les variables, leurs unités de référence, leurs contenus et leurs apports dans I’écologie des vecteurs

Variables Unités Contenus Apport dans I'écologie des vecteurs
Température Degré Celsius Degré de chaleur en un lieu Limite de température tolérable, qualité des gites
Précipitation Millimétre Hauteur d'eau tombée dans un lieu Quantité et qualité de gites larvaires
Nombre de jours de pluie jour Degré de stagnation de I'eau Quantité et qualité de gites larvaires
Humidité Relative pourcentage Qualité des gites larvaires
Vent Metre/second Vitesse du vent Qualité des sites de repos
Visibilité Metre Accessibilité aux gites de repos Capacité migratoire
Pression atmosphérique Hectopascal Tension de vapeur Qualité de l'atmosphére
Hydrographie Meétre Distance en tout point des cours d'eau. Elle ;| Disponibilité de site des gites larvaires
exprime l'accessibilité a I'eau
Relief Metre Altitude (hauteur par rapport au niveau moyen de . Profondeur de la nappe et construction des bassins de rétention
la mer) d’eau pluviale.
Aménagement maraicher La diversité de I'occupation des terres Disponibilité de gites larvaires de ponte, en gites de repos et
repas sanguin
Localités Metre Accessibilité par rapport aux implantations | Disponibilité en repas sanguin
humaines
Végétation Proche infrarouge/rouge Intensité de la reflectance chlorophyllienne Lieu de repos, alimentation des adultes surtout male
Présence humaine (densité de : Nombre d'habitants/Km? Densité de la population Disponibilité du repas sanguin, création de gites larvaires
population) domestiques
Population de An. gambiae Nombre d’An.gambiae Nombre d’ An.gambiae en un lieu donné Expression de [l'adéquation aux exigences écologiques
d’An.gambiae
Population de An. funestus Nombre d’An.funestus Nombre d’ An.funestus en un lieu donné Expression de [l'adéquation aux exigences écologiques

d’An.funestus

Population de Ae. aegypti

Nombre d’ Ae.aegypti

Nombre d’ Ae.aegypti en un lieu donné

Expression de I'adéquation aux exigences écologiques d’

Ae.aegypti

Population de Cx. quinquefaciatus

Nombre
deCx.quinquefaciatus

Nombre de Cx.quinquefaciatus en un lieu donné

Expression de l'adéquation aux exigences écologiques de
Cx.quinquefaciatus
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3.4 Méthodes d’échantillonnages des hameaux d’intervention

Les travaux d’échantillonnage des hameaux d’intervention ont duré quatre mois (avril
a juillet 2007). Nous avons eu aupres des chefs de village la liste de tous les
hameaux. Ce qui nous a permis d’avoir auprés des populations tous les
renseignements dont nous avons besoin. Au total, 850 hameaux et chefs lieu de
villages ont été identifiés dans la zone sanitaire Ouidah- Kpomassé- Tori Bossito,
avec des populations allant de 6 habitants a 700 habitants. Ne pouvant pas travailler
dans I'ensemble des 850 hameaux et chefs lieu de villages, une méthode non
probabiliste avec une technique de choix raisonné, nous basant sur des criteres de
sélection, a été définie. Ces criteres de sélection sont les suivants :

- Hameau ne disposant pas d’'un centre de santé dans le souci d’éviter les conflits
entre les promoteurs de ces centres de santé privé et les gestionnaires du projet
REFS

- Hameau dont la population estimée est comprise entre 350 a 400 habitants dans le
souci de maitriser les opérations de distribution des moustiquaires impregnées
d’insecticides a longue durée d’action et des combinaisons thérapeutiques a base
d’arthémisinine.

- Ecart de 2 km au moins entre deux hameaux choisis dans le but de ne pas capturer
les mémes espeéces.

- Hameau dont les habitations sont trés groupées pour la célérité des opérations
dans les hameaux.

- Hameau géographiquement accessible pour le transport du personnel et du
matériel de travail a I'aide d’'un véhicule.

- Effectifs d’enfants de moins de 5 ans supérieurs a 60 dans le hameau pour

respecter les exigences de la composante parasito-clinique du projet REFS.

Les 28 hameaux ont été choisis dans le cadre du projet REFS pour la mise en ceuvre
de [lintervention de Ilutte par le CREC. L’étude sur les déterminants
environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs est 'une des composantes
de ce projet. Les coordonnées des 28 hameaux sont remises a I'équipe des
entomologistes du Centre de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC) en vue
de la capture et du dénombrement des moustiques anthropophiles. Le tableau ci-

dessous indique la liste de ces 28 hameaux ainsi que leur village d’appartenance.

Abdoul Sahabi BIO BANGANA/Thése de I’Université d’Abomey-Calavi 73



Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques dans la

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

Tableau llI: Liste des 28 hameaux d’étude indiquant leurs villages d’appartenance

Commune [Arrondissement Village Hameau Abréviation
Agokon Agokon KAG
Aganmalome I _ I
Adjame-Allagbedé |Adjame ADJ
Dédome Hinmadou Hinmadou HIN
Kpomassé o Abénihoué Abénihoué KOA
Kougbédiji _ _ _ _
Dékponhoué Dékponhoué KOD
Kpomasse Aidjedo Aidjedo AID
Segbohoue Adjatokpa Il Guézohoué GUE
Amouléhoué Amouléhoué AMO
] Vidjinnagnimon | GAT
Gakpe . ——
_ Kindjitokpa Kindjitokpa GAK
Ouidah . _
Tchiakpeé codji Lokohoué TCH
_ ) Assogbenou
Savi Assogbénou ASS
Daho
Avame Hla Hla HLA
Agadon Agadon ZAG
Keétessa Hounkponouhoué |KET
Azohoué Cada
Satré Satré SAT
Soko Soko SOK
Agouako Agouako AGO
Ayidohoué Ayidohoué AYI
Tori- Hekandii Hekandii HEK
Bossito | Tori-Bossito Manguévier Manguévier MAN
Tokoli Tokoli TOK
Tori-Bossito Centrel | Todo TOB
Zoume Zoumeé ZOU
Dokanmey Dokanmey DOK
Tori-Cada Adjahassa CAD
Tori-Cada Centre Tanto TAN
Tori-Gare Wanho Wanho WAN
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3.5 Techniques et outils de collecte des données

3.5.1. Techniques et outils de collecte des données entomologiques

3.5.1.1 Prospection larvaire.

Toutes les 6 semaines, une campagne de prospection larvaire a été organisée dans
un rayon d’'un kilométre autour de chacun des 28 hameaux d’étude. La densité
larvaire de chaque gite a été mesurée grace a la méthode des louchées de Bruce-
Chwatt (1985). Ces gites ont été classés en gite hypogé domestique (fossé de
drainage d’eaux usées, vide sanitaire inondé, puisard) et en gite épigé domestique
(gites épigés domestiques liés au relief, aux activités économiques et aux

comportements).

3.5.1.2 Capture de moustiques anthropophiles.

A chaque enquéte, les moustiques adultes ont été collectés au cours de 2 nuits
consécutives dans chacun des 28 hameaux sélectionnés. La collecte des
moustiques a éteé faite par des volontaires éveillés placés a I'extérieur et a I'intérieur

de 4 habitations (maisons) choisies par hameau, de 22h a 6h du lendemain
(Djénontin et al., 2011).

3.5.1.3 Identification des moustiques anthropophiles.

Les moustiques capturés ont été identifiés en utilisant la clé de détermination
taxonomique de Gilles et De Meillon (1968) et de Gilles et Coetzee (1987).

3.5.1.4 Outils de collecte des données entomologiques

Le matériel de collecte des données entomologiques sont : louches, plastiques,
tubes a essais, coton hydrophile, clé de détermination, loupes binoculaires, pinces,

fiches de renseignement.

3.5.2. Techniques et outils de collecte des données climatologiques

Les données climatologiques proviennent de deux sources : la base de données
CRU (Climate Research Unit, 10'x10', 1951-1990) et la base de données de
FTASECNA (2007 a 2009). Ces données concernent 11 stations couvrant toute la
zone d’étude, dont 09 (Abomey, Adjohoun, Allada, Bopa, Cotonou ASECNA, Grand
Popo, Ouidah, Save, Sékou) a I'intérieur du Bénin et 02 (Lagos et Lomé) dans les
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pays voisins (Nigéria, Togo). Les valeurs archivées sur ces stations qui ont été
utilisées sont des séries mensuelles. Les stations sont implantées en point et sont
repérées par des coordonnées angulaires (degré, minute, seconde). Seules la
pluviométrie et la température ont été collectées dans I'ensemble des 11 stations.

Les autres sont incomplétes voire inexistantes.

3.5. 3. Techniques et outils de collecte des données géographiques

Le Modele Numérique de Terrain du CRU a permis d’avoir une idée d’ensemble du
relief dans la zone d’étude. La base de données de 'INSAE (2002) a permis de
connaitre tous les villages et quartiers de ville de cette zone sanitaire. En 2007 une
fiche de recensement de la population a été établie par le projet REFS. Des agents
enquéteurs ont été recrutés. Ce recensement a duré trois mois et a permis de
connaitre la population des 28 hameaux. Pour avoir une idée du réseau
hydrographique de la zone d’étude, nous nous sommes rendu a la Direction
Générale de I'Eau ou la carte hydrographigue du Bénin nous a été donnée

gratuitement.

3.5. 4. Techniques et outils de collecte des données biotiques.

Les données biotiques sont issues respectivement du recensement de la population
en 2007 par le projet REFS/ CREC et de l'image SPOT Végétation couvrant la
période allant du ler juillet 2005 au 31 octobre 2005.

3.6 Evaluation de la qualité des données.

La qualité des données revét une importance toute particuliere. Elle détermine, en
effet, la qualité du modele. Le but de cet exercice est de répondre aux questions
essentielles suivantes : est-ce que les données collectées sont adaptées aux
besoins ? Sinon, est-il possible de les traiter pour les adapter ? Dans ce cas, quels

sont les traitements applicables ?

3.6.1 Le terrain nominal

L'idéal est de réunir sur les lieux de prélevement, soit sur les 28 points de
prélevements, toutes les caractéristiques du milieu (géographiques, climatiques et
biotiques) et des vecteurs du paludisme (An. gambiae, An. funestus) et autres

moustiques vecteurs de maladies (Ae. aegypti et Cx. quinquefasciatus). Les données

Abdoul Sahabi BIO BANGANA/Thése de I’Université d’Abomey-Calavi 76



Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques dans la

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

relatives aux différentes variables doivent se superposer parfaitement au plan spatial
pour permettre leur comparabilité. Au plan temporel, la caractérisation du milieu doit
étre faite sur tous les 28 sites en méme temps. La précision temporelle est I'heure
avec une répétitivité, toutes les six semaines a la méme heure de prélevement
(22heures). Le choix de six semaines est liée a des contraintes de temps et des
contraintes financieres. Cette répétitivité devrait permettre de suivre la variabilité
spatio-temporelle de population des vecteurs et du milieu au cours d’'une année. La
précision spatiale est le kilometre. En effet, le kilomeétre correspond a la distance de

vol de I'anophéle.

3.6.2 Appréciation de la qualité des données

Ce terrain nominal permet d’apprécier les données et de prendre les décisions en
matiére de recevabilité, compte tenu de la réalité objective de terrain (contrainte
temporelle, logistique, budgétaire etc.), et le cas échéant, de décider des traitements

visant a rapprocher le plus possible les données au terrain nominal.

Du point de vue de la qualité interne, les données ont une bonne cohérence logique,
une bonne exactitude spatiale et une bonne exactitude des attributs. Elles ont
cependant des lacunes en termes d’exhaustivité et d’exactitude temporelle. Les
données relatives aux facteurs climatiques sont des données historiques et sont
collectées a travers un réseau de stations totalement différent des lieux
d’observations. Il en est de méme pour ce qui concerne les données relatives aux
facteurs géographiques. Ce sont des informations historiques agrégées qui ont
parfois plus de 20 ans. C’est le lieu de citer les informations sur I'’hydrographie et la
topographie (altitude) qui relévent des cartes topographiques et dont les plus
récentes datent de 1984. L’ensemble des données ne répond donc pas a

'exhaustivité et a 'exactitude temporelle.

Sur le plan de la qualité externe, la limite observable sur les données concerne
particulierement la couverture et la précision temporelle et spatiale. Pour rapprocher
le plus possible le terrain nominal et la nature des données collectées, deux types de
traitement sont appliqués: le premier vise a résoudre la question de la temporalité et
le second apporte la solution a la question de la spatialité. La méthode d’évaluation

et 'appréciation de la qualité des données sont consignées dans le tableau lll.
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Parametres Données a évaluer
Pluie Nombre de | Température Vent Visibilité Humidité Pression Végétation Relief Hydrographie Densité de i Nombre Gites Nombre Fréquenc | Populatio
jours  de Relative atmosphérique population d’habitatio domestiqu de e de | ns de
pluie n es producteur | productio moustiqu
s d’alcool n d’alcool es
Exhaustivité NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON Ooul oul NON oul NON Ooul
Cohérence oul Ooul Ooul Ooul Ooul oul oul oul Ooul Oul Ooul Oul Oul Oul Ooul Ooul
logique
Exactitude oul Oul Oul Oul Oul oul oul oul Ooul (o]V]} Ooul (o]V]} Ooul oul Ooul Ooul
spatiale
Exactitude NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON
temporelle
Exactitude oul Ooul Ooul Ooul Ooul oul oul oul Ooul Oul Ooul Oul Oul Oul Ooul Ooul
d’attributs
Définition oul oul oul oul oul oul oul oul Ooul Oul Ooul Oul Oul Oul Ooul Ooul
Couverture NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON
Généalogie oul Oul e]V]} Oul Oul oul oul oul Ooul Oul Ooul (e]V]} (e]V]} oul Ooul NON
Précision NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON
Légitimité oul Ooul Ooul oul oul oul oul oul Ooul Oul Ooul Oul Oul Oul Ooul Ooul
Accessibilité oul Oul Oul Oul Oul oul oul oul Ooul Oul NON NON NON NON NON NON
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3.7 Traitement des données

Cette section concerne essentiellement les matériels et logiciels de traitement, les
traitements statistiques descriptifs des données entomologiques et le traitement des

données éco géographiques.

3.7.1 Matériels et logiciel de traitement des données

Le traitement des données a été possible grace a l'utilisation d’'un certain nombre de
logiciels. Nous regroupons les logiciels en quatre classes : SIG et analyse spatiale,
télédétection/traitement numérique d’'images, analyse de données/modélisation et

gestion des GPS.

-Les logiciels de SIG et d’analyse spatiale ont servi a I'application des traitements
de type spatial sur les données : transformation géométrique, projection, interpolation
et estimation. Ces logiciels ont également été utilisés pour le calcul de certains
indicateurs choisi pour la vérification des hypothéses. |l s’agit des indices
d’autocorrélation spatiale. Apres la définition des modéles de répartition en fonction
des parameétres environnementaux, ces logiciels ont permis de réaliser les cartes
prédictives de la répartition des vecteurs. Les logiciels utilisés sont : Arcview 3.2 avec
I'extension Spatiale Analyst de ESRI et extension complémentaire et Arcgis 9 x avec

les extensions Spatial Analyst et Géostatiscal Analyst de ESRI.

-Les logiciels de télédétection (ERDAS Imagine) a été utilisé principalement pour
le traitement des images NDVI. Ces traitements ont consisté a géoréférencer les

images, a les découper et a calculer un NDVI moyens sur I'image obtenue.

- Les logiciels de traitement statistiques des données/ modélisation ont servi a
'analyse des données. Il s’agit principalement des traitements liés a I'’Analyse en
Composantes Principales (ACP), au choix du meilleur modéle de régression, a la
transformation de la famille de Box-Cox appliqué au différente variables dépandantes
comme indépandantes.fréquences de moustiques, a l'analyse log-linéaire, a
lanalyse de la variance, aux différentes régressions et aux différents tests de
validation des modéles (test de BREUSH-PAGAN et test de normalité des résidus).
Les logiciels utilisés sont SPSS 18.0, SAS et MINITAB.
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- les logiciels pour GPS ont permis de télécharger les coordonnées des localités
enquétées. Les logiciels GPS track maker, de Odilon Ferreira Junior, DNR de

Garming ont été mis a contribution.

3.7.2 Traitement statistique des données entomologiques.

- Larichesse spécifique
La richesse spécifique désigne le nombre d'espéces, animales ou végétales, d'une

communauté, d'une station ou d'un territoire.

- Larichesse
L'indice le plus simple pour mesurer la biodiversité est le nombre S d’espéces de
moustique diminué de 1 afin qu'une collection comprenant une seule espeéce ait une

biodiversité nulle. Cet indice est appelé richesse (Pavoine et Dufour, 2010) et

sécrit - [Hr=5-1

L’abondance relative

Nk
N

L’abondance relative: |Px = Ou nk=effectif de I'espéce de rang k et

N=effectif total) de chaque espece telle que définie par Barbault (1992) est la
guantité relative au nombre d'individus d'une espece donnée par rapport au hombre

total d'individus de toutes espéces confondues.

- Ladiversité
Il existe plusieurs indices de diversité (indice de diversité de Shannon-Weaver, indice
de diversité de Simpson et indice de diversité de Hill). Dans le cadre de ce travall,
nous avons utilisé l'indice de diversité de Simpson. L'indice de Simpson (D) mesure
la probabilité que deux individus sélectionnés au hasard appartiennent a la méme
espece. Cet indice aura une valeur de O pour indiquer le maximum de diversité, et
une valeur de 1 pour indiquer le minimum de diversité. Dans le but d’obtenir des
valeurs « plus intuitives », on peut préférer l'indice de diversité de Simpson
représenté par 1-D, le maximum de diversité étant représenté par la valeur 1, et le

minimum de diversité par la valeur O (Schlaepfer, Butler, 2002).

S
L’indice de diversité de Gini Simpson : |He-s(p)=1->" pZ.| (Simpson, 1949) a permis
k=1

d’exprimer la diversité.
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- L’équirépartition
L’indice de diversité de Simpson est souvent accompagné de l'indice d’équitabilité
appelé également indice d’équirépartition (Blondel, 1979). Cet indice peut varier de 0
a 1, il est maximal quand les espéeces ont des abondances identiques dans le

peuplement et il est minimal quand une seule espece domine tout le peuplement.

1
(1)

effectifs entre les espéces présentes. Ou Is = He-s (p) = indice de diversité de Gini

L’équitabilité : |Es = Is — nous a permis de définir I'équirépartition des

Simpson. Tout comme l'indice de diversité de Gini Simpson, Es est compris entre 0
et 1 (Barbault, 1992).

3.7.3 Traitement des données éco géographiques

Le traitement des données éco-géographiques les opérations d’interpolation,
d’estimation et de classification. Aussi, les données éco-géographiques ont-elles été

reparties en trois catégories en fonction des traitements effectués.

3.7.3.1 Interpolation des données.

Ces méthodes sont utilisées pour combler les lacunes constatées en termes de
couverture spatiale. Le but de l'utilisation de ces méthodes est d’obtenir des valeurs
en tout point du site, soit par estimation soit par interpolation. Cing méthodes
d’interpolation ont été utilisées : Global Polynomial Interpolation (GPI), Local
Polynomial Interpolation (LPI), Inverse Distance Weigthing (IDW), Radial Basis
Fonction (RBF) et le Krigeage. Certaines sont exactes et déterministes comme IDW,

d’autres sont stochastiques comme le Krigeage.

Pour chaque variable considérée, nous appliquons par essais successifs les cing
méthodes puis nous choisissons celle qui a l'erreur prédite la plus faible. La
résolution retenue pour [linterpolation est de 1km sur 1km, correspondant

approximativement a I'aire de compétence en un vol des anophéles.

L’interpolation est utilisée pour les altitudes ainsi que pour les différents parameétres

climatiques, température, précipitation, vent, pression, insolation, humidité relative.
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» Le nombre de jours de pluie : des données sources aux données interpolées

Les données du nombre de jours de pluie proviennent de la base de données CRU
(Climate Research Unit, 10'x10', 1951-1990). Les données utilisées couvrent la
période de 1951-1990 et concernent 59 stations dont 02 a lintérieur de la zone
sanitaire Ouidah, Kpomasse et Tori Bossito. Les valeurs archivées sur ces stations
qui ont été utilisées sont les nombres de jours de pluies mensuelles. Les stations
sont implantées en point et sont repérées par des coordonnées angulaires

sexageésimales (degré, minute, seconde) en longitude / latitude.

Les traitements effectués sur les données du nombre de jours de pluie sont :

- la spatialisation et le changement de systéme de projection avec transformation des
coordonnées d’origine en coordonnées rectangulaires dans le systéme de projection
de référence du Bénin (UTM, ellipsoide de Clarke 1880, Zone 31N) ;

- le calcul du nombre de jours de pluie de chaque station ;

- l'interpolation par la méthode du Krigeage simple avec une fonction d’ajustement
trétrasphérique apres analyse de la dérivabilité de la variable régionalisée et une
analyse de l'erreur (figure 13 et figure 14)

- le calcul des statistiques du nombre de jours de pluie de chacun des 28 localités
d’étude.

Variogramme Prediction Error
- Pas de saut a l'origine, pas d’effet de pépite Mean: -0, 005856
-Fonction d’ajustement: tretrasphérical Root-Mean-Square: 0, 5751

. 3 . Average Standard Error: 1,366
Fonction de régression o
Y=0,899 * x + 10,141 Mean Standardized: -0, 004093

Root-Mean-Square Standardized: 0, 3847

Samples: 59 of 59

1
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Figure 13: Variogramme et fonction de régression pour l'interpolation des

nombres de jours de pluie
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Figure 14: Carte de variation du nombre de jours de pluie (CRU, 1951-1990).

» Les précipitations : des données sources aux données interpolées

Les traitements effectués sur les précipitations sont :

- l'interpolation par la méthode du Krigeage simple avec une fonction d’ajustement
trétrasphérique aprés analyse de la dérivabilité de la variable régionalisée et une
analyse de l'erreur (figurel5 et figurel6)

- le calcul des statistiques pluviométrique de chacune des localités

d’enquéte.
Variogramme Prediction Error
- Pas de saut a l'origine, pas d'effet de pépite Mean: -0,9959
. L. » Root-Mean-Square: 17,88
-Fonction d’ajustement: tretrasphérical Average Standard Error: 67,32
. ; . Mean Standardized: -0,006511
Fonction de régression Root-Mean-Square Standardized: 0,2572
Y=10.948 * x + 60.857 Samnles: K2 nf K3
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Figurel5: variogramme et fonction de régression pour [linterpolation des

précipitations
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Figurel6: Répartition des précipitations dans la zone Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito

> Les températures : des données sources aux données interpolées

Les données de température proviennent de la base de données LocClim de la FAO
et la base de données de la Direction de la Météorologie Nationale.

Les traitements effectués sur les précipitations sont :

- I'interpolation par la méthode IDW aprées analyse de la dérivabilité de la variable
régionalisée et une analyse de 'erreur (figure 17 et figurel8).

-- le calcul des statistiques thermiques de chacune des localités d’enquéte

Prediction Error
Mean: 0, 00001218
Root-Mean-Square: 0, 0001414
Fonction de régression
Y=1,000 *x + 0,010

200
2,74
2,73
2,73
272
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Measured, 10-1

Predicted, 10-1

Figurel7: Fonction de régression de linterpolation des températures moyennes
bisannuelles
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Figure 18: Répartition des températures moyennes sur les 17 missions

entomologiques dans la zone d’étude

» L’humidité relative

Les données de I'humidité relative proviennent de la base de données de la Direction
Générale de la Météorologie Nationale du Bénin et la base de données Loclim de la
FAO.

Elles couvrent la période allant d’octobre 2007 a décembre 2009. Les observations
ont été effectuées sur 5 stations dont 3 a [lintérieur du Bénin. Les points
d’observations sont positionnés en coordonnées géographiques en longitude/latitude
et exprimeés en unités sexagésimales.

Les traitements ont consisté :

- en la spatialisation et le changement de systéme de projection avec transformation
des coordonnées d'origine en coordonnées rectangulaires dans le systéme de
projection de référence du Bénin défini en méthodologie;

- au calcul de 'humidité relative moyenne annuelle de chaque station ;
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- en linterpolation par la méthode du krigeage ordinaire aprés analyse de la

dérivabilité de la variable régionalisée et une analyse de I'erreur (figures 19 et 20).

Variogramme
- Pas de saut a l'origine, pas d’effet de pépite
-Fonction d’ajustement: tretrasphérical

Fonction de régression
Y=1,000 * x - 0,016

Prediction Error
Mean: -0, 000002904

Root-Mean-Square: 0, 0005629

Average Standard Error: 0, 2046
Mean Standardized: -0, 00001333

Root-Mean-Square Standardized:0,002734

Samples: 70029 of 70029
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Figure 19: variogramme et droite de régression de linterpolation de I'humidité

relative moyenne sur 17 missions dans la zone d’étude
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Figure 20: Répartition de I'humidité relative moyenne sur les 17 missions

entomologiques dans la zone d’étude
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» La pression atmosphérique : des données sources aux données interpolées

Les données de pression atmosphérique proviennent de la base de données
LocClim de la FAO et celle de TASECNA. Elles couvrent également la période allant
de octobre 2007 a décembre 2009. Pour notre zone, 05 points d’observations dont
03 a l'intérieur du Bénin sont disponibles. Le géoréférencement de ces points est fait
en coordonnées géographiques avec les unités en degrés sexagésimaux. Les
traitements effectués sur ces données sont :

- la transformation du systeme de coordonnées et leur inscription dans le référentiel
du Bénin;

- le calcul des valeurs moyennes annuelles des pressions sur 'ensemble des sites;

- I'interpolation par la méthode « Global polynomial Interpolation ». Cette méthode a

eu les meilleurs taux d’erreur et le meilleur ajustement (figure 21 et figure 22).

Méthode : Local polynomial Interpolation
Mean: 0,0000017; Root-Mean-Square: 0,0001452; Fonction de régression : Y= 1,000 * x + 0,184; Samples: 70029 of 70029
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Figure 21: Droite de régression des pressions atmosphériques moyennes sur les 17

missions entomologiques dans la zone d’étude
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Figure 22: Répartition des pressions atmosphérigues moyennes sur 17 missions

entomologiques dans la zone d’étude

» La visibilité : des données sources aux données interpolées

Les données de visibilité proviennent de la base de données LoClim de la FAO et
celle de TASECNA. Les données d’observation couvrent 05 stations, dont 03 sont
situées sur le territoire béninois. Ces stations sont repérées par des coordonnées
géographiques en degrés sexagésimaux. Les relevés couvrent la période 2007-2009
et sont en moyennes mensuelles. Les traitements subis par ces données concernent
a la fois 'adaptation au référentiel technique géographique et au niveau d’échelle
temporelle. Apres la spatialisation, une re-projection des données en UTM Clarke
1880, Zone 31 est appliquée. Au niveau temporel, la visibilité moyenne annuelle par
station a été calculée. Pour la question de couverture et d’exhaustivité, une
interpolation avec la méthode Local Polynomial Interpolation a été adoptée

(Figures 23 et 24).
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Méthode : Local polynomial Interpolation
Mean: -0,000002877; Root-Mean-Square:0,00003473; Fonction de régression : Y= 1,000 * x + 0,000
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Figure 23: Droite de régression de la visibilité moyenne sur 17 missions

entomologiques dans la zone d’étude
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Figure 24: Répartition de la visibilité moyenne sur 17 missions entomologiques dans

la zone d’étude
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» La vitesse du vent : des données sources aux données interpolées

La méthode Local Polynomial Interpolation a été adoptée parce qu’elle présente la

plus faible erreur prédite (figure 25 et figure 26).

Méthode : Local polynomial Interpolation
Mean: 0,00004515; Root-Mean-Square:0,0005455; Fonction de régression : Y= 1,000 * x + 0,000; Samples: 70029 of
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Figure 25: Droite de régression de la vitesse moyenne vent sur les 17 missions

entomologiques dans la zone d’étude
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Figure 26: Répartition des vitesses moyennes des vents (2007-2009) dans la zone
d’étude
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» L’altitude: des données sources aux données interpolées

Les données d’entrée des altitudes proviennent du Modele Numeérique de Terrain
(MNT) du sud Bénin. Au niveau spatial, I'altitude moyenne par localité prospectée a
été calculée. La méthode Local Polynomial Interpolation a été adoptée (figure 6 et
figure 27).

Meéthode : Local polynomial Interpolation
24
1,95
1.4
1,04
0.6
0,15 : :
-0,3 z
-0.3 014 0,60 1,05 1,50 1,95 240
Measured, 10-2

Predicted, 10-2

Figure 27: Droite de régression des altitudes dans la zone sanitaire Ouidah-

Kpomasse-Tori Bossito

»NDVI : des données sources aux données interpolées

La quantification de la végétation s’est appuyée sur les indices normalisés de la
végétation de SPOT Végétation. Les images NDVI du sud Bénin pour la période
allant du 1er juillet 2005 au 31 octobre 2005 correspondant a la période de capture

ont été retenues. Habituellement, les NDVI ont des valeurs comprises entre -1 et 1.

Les traitements appliqués aux données NDVI concernent leur géoréférencement en
coordonnées géographiques, la création d’'une image arithmétique par calcul du
NDVI moyen sur un buffer d’'un (01) kilométre, le calcul des statistiques zonales des
NDVI dans les 28 localités.

3.7.3.2 Estimation des données.

L’interpolation s’adapte mal aux ensembles finis, comme par exemple les cas de
dénombrement de population. Pour ces cas, des méthodes d’estimation particuliéres
ont été adoptées. Elles sont mieux adaptées a ce type de données et permettent
d’avoir une meilleure précision. L’estimation, dans le cadre de cette theése, concerne
trois données éco-géographiques : les populations, I'hydrographie et les localités.
Pour les populations, ce sont les densités qui sont recherchées. Pour I'hydrographie
et les localités, les distances en tous points du site par rapport a ces objets

géographiques sont requises.
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» Population : des effectifs de population aux densités par hameau.

Les données de population proviennent du recensement de la population et de
'habitat de 2007 organisée dans le cadre du projet Recherche en Entomologie,
Formation et Stratégie de Prévention (REFS). Ceux sont des données sur les
effectifs des populations, nombre d’habitation, type d’habitation par localité. Elles
sont géoréférencée et couvrent les 28 hameaux d’étude. Pour la superficie de ces
hameaux, un traking GPS a été réalise tout autour de 'ensemble des habitations de
ces localités. L’extension XTools Defaults (version2003) applicable dans Arc view 3.2
a eté utilisée pour le calcul automatique des superficies de chacune des localités

prospectées. Ensuite les densités de population ont été calculées.

» L’hydrographie : la distance des localités par rapport aux plans d’eau douce

et saumatres permanents.

Les données sur I'hnydrographie et les localités proviennent de la Base de Données
du CENATEL. Aucun autre traitement n’a été effectué sur ces couches en dehors du
calcul des distances en touts points de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito. Les figures 28 et 29 ci-aprés présentent les résultats de ces traitements pour

I'hydrographie.

Légende

Distance en Kilométre

0,1-1,75

P 175-545
B s46-138

@ Loalité prospectée

@ Cheflieu
d'Arrondissement

Hl Cheflieu de Commung
[]7one d'étude
- Plan d'eau

= Cours d'eau
permanent

eTorkKada

¥

mnro—1
012825 5 75 10

Km

Fond Topographique, CEMATEL, 2004
Donnée, ASECNA,2009

Réalisation: BIO BANGANA §_2013

2°1'59"

Figure 28: Répartition des distances des localités par rapport aux plans d’eau douce dans la

zone d’étude
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Figure 29: Répartition des distances des localités par rapport aux plans d’eau

saumatre dans la zone d’étude

3.7.3.3 Les données classifiées.

Les données classifiées concernent les données gqualitatives. Ce sont les données
relatives aux sols et a 'occupation des terres. Elles proviennent respectivement de la
Carte pédologique de reconnaissance a 1/200000, Feuille Porto-Novo (1975), de la
carte de végétation du Bénin (feuille Porto-Novo, 1978) et de la Base de Données
sur I'Occupation des Terres du CENATEL (feuille Porto-Novo, 1998). La
nomenclature utilisée dans le cadre de ces bases de données est trés détaillée. Ces
données sont de production trés colteuse et il N’y a pas une série. Elles n'ont par
conséquent subies que deux types de traitement : le changement de projection et la

classification.

3.8 Evaluation des modéles de régression linéaire avec la transformation de

Box-Cox.

L’évaluation des modéles aide a apprécier leur compatibilité avec la réalité du terrain.
Cette évaluation va se faire a partir du test de la normalité des résidus et le test
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d’homogénéité des variances. Le modele est validé si la probabilité liee au test de
normalité des résidus est supérieur au seuil de signification (Prob.>0,05) d’'une part
et si le test d’homogénéité des variances de BREUSH-PAGAN donne une probabilité
égale (Prob.>0,05) d’autre part.

CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

Cette premiére partie a permis de délimiter le champ d’investigation de ce travail de
recherche. Elle I'a positionné comme un travail de géographie et plus précisément de
biogéographie qui procéde d’'une approche pluridisciplinaire pour contribuer a I'étude
de la répartition spatiale des principaux moustiques vecteurs de maladie au Bénin,

An. gambiae, An. funestus, Ae. aegypti et Cx. quinquefasciatus .

Sans renier son caractére géographique, ce travail a bénéficié des contributions
indispensables de I'entomologie, de la sociologie, de Il'analyse statistique des
données, de l'analyse spatiale et des systémes d’information géographique pour la
mise en place d’'une démarche méthodologique qui permet a chaque méthode

d’apporter sa contribution dans le processus d’investigation.

Cette étude ambitionne d’étudier les facteurs de la répartition de An. gambiae, An.
funestus, Ae. aegypti et Cx. quinquefasciatus, c’est-a-dire d’en donner une
représentation formelle et fidele. Les contours de I'étude sont définis au plan
scientifique. Le champ d’application est connu a travers une présentation des
moustiques vecteurs et de la zone sanitaire Ouidah, Kpomasse et Tori Bossito. La

démarche méthodologique et 'ensemble du processus ont été exposeés.

A quels résultats peut-on aboutir? Quelle interprétation faire de ces résultats ?
Quelles appréciations donner par rapport aux hypothéses et aux objectifs de ce

travail. C'est le contenu de la seconde partie de ce travail.
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DEUXIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION
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Cette partie présente les résultats et les discussions. Aussi, a-t-elle pour role
d’évaluer les indicateurs pour vérifier les hypothéses de recherche et apprécier le
niveau d’atteinte des objectifs.

Elle est composée de trois chapitres :

- le chapitre 4 est consacré a la caractérisation de la faune culicidienne et la
répartition des moustiques vecteurs de maladies;

- le chapitre 5 s’intéresse a la formalisation mathématique de la relation facteurs
environnementaux et répartition spatiale de ces moustiques vecteurs de maladies;

- le chapitre 6 est destiné a la discussion des résultats, a la conclusion générale et

aux suggestions.
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CHAPITRE IV: CARACTERISATION DE LA FAUNE CULICIDIENNE ET
REPARTITION DES VECTEURS

Comment se répartissent, dans la zone Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito, les culicidae
en général et les vecteurs en particulier ? L’objectif de ce chapitre a été de vérifier la
premiere hypothése, a savoir la répartition spatiale non aléatoire des moustiques
vecteurs de maladies. Ce chapitre est composé de deux sections. La premiére est
consacrée a la caractérisation de la faune culicidienne, la seconde a la répartition

spatiale et temporelle des moustiques vecteurs.

4.1 Caractérisation de la faune culicidienne

Ce paragraphe fait une synthése sur la caractérisation de la faune imaginale et de la

faune larvaire.

4.1.1 Caractérisation de la faune imaginale
4.1.1.1 Inventaire des moustiques

D’octobre 2007 a décembre 2009, nous avons noté la présence de 24 espéces de
Culicidae dans les 28 hameaux. Les especes identifiées appartiennent a deux sous-
familles (Culicinae et Anophelinae) et a six genres (Aedes, Anopheles, Culex,
Erecmapodites, Mansonia et Uranotenia). La sous-famille des Culicinae (17 espéces)
est environ deux fois plus riche en espéces que celle des Anophelinae (7 especes).
Les genres Culex et Anopheles sont plus riches en espéces (07 especes) que les
genres Aedes (6 espéces), Mansonia (2 especes), Erecmapodite (1 espéce) et

Uranotenia (1 espece) (Tableau V).

4.1.1.2 L’abondance relative des genres de moustiques capturés

Durant I'étude, 124202 moustiques ont été capturés. Le genre Culex vient en téte de
classement avec 57,03% contre 35,07% pour Mansonia ; 3,76% pour Anopheles et
3,76% pour Aedes. Les genres Erecmapodites (0,01%) et Uranotenia (0,00%)
représentent des espéces accidentelles dans cette zone d’étude. L’abondance

relative par espece de moustique est consignée dans le tableau V.
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Tableau V: Inventaire et abondance relative des culicidae dans la zone d’étude.

Fréguence Fréquence

Sous-famille Genre Espéce absolue relative
Anopheles broheri 1 0,00%
Anopheles coustani 10 0,01%
Anophélinae Anopheles Anopheles funest.us 1752 1,41%
Anopheles gambiae 2505 2,02%
Anopheles nili 3 0,00%
Anopheles pharoensis 477 0,38%
Anopheles ziemanni 73 0,06%
01 genre 07 espéeces 4821 3,88%
Aedes aegypti 1360 1,09%
Aedes gr. palpalis 465 0,37%
Aedes gr. tarsalis 275 0,22%
Aedes luteocephalus 331 0,27%
Aedes sp 100 0,08%
Aedes vitatus 2136 1,72%
Aedes 06 espéces 4667 3,76%
Culicinae Culex annulioris 1246 1,00%
Culex gr decens 46544 37,47%
Culex nebulosis 9540 7,68%
Culex quingquefasciatus 11766 9,47%
Culex sp 1609 1,30%
Culex tigripes 104 0,08%
Cxulex thalassius 26 0,02%
Culex 07 especes 70835 57,03%

Erecmapodites

gr. quinquevittatus 10 0,01%
Erecmapodites 01 espéce 10 0,01%
Mansonia africana 43840 35,30%
Mansonia uniformis 25 0,02%
Mansonia 02 especes 43865 35,32%
Urataenia Urataenia bilineata 4 0,00%
05 genres 01 espéce 4 0,00%
02 sous-familles | 06 genres 24 especes 124202  100,00%

4.1.1.3 Répartition spatiale de la fréquence relative, richesse spécifique, indice

de diversité et indice d’équirépartition.

Analyser la répartition spatiale de la faune culicidienne nécessite la connaissance de

la richesse spécifique, la fréquence relative, le calcul des indices de diversité et
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d’équirépartition. Ces parametres nous renseignent sur la viabilité ou non des
peuplements de moustiques, I’hétérogénéité spatiale de la zone et les stratégies de
lutte contre les vecteurs a adopter. Le tableau VI indique la répartition de ces

différents parametres par localité.

- Larichesse spécifique

Dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito, sur un total de 24 especes de
moustiques collectées, nous avons enregistré dans la localité d’Agadon 19 espéces
et 12 & Assogbénou-Daho et Agokon. La situation dans les autres hameaux est
consignée dans le tableau VI.

- Larichesse

Le tableau VI montre que la richesse varie aussi d'un hameau a l'autre. La richesse
maximale a été enregistrée a Agadon tandis que la richesse minimale a été signalée
dans les hameaux Assogbénou et Agokon. Dans tous les hameaux, une biodiversité

nulle n’a été enregistrée dans aucune localité.

- Ladiversité

Le tableau VI présente la répartition spatiale des indices de diversité de Simpson.
Cet indice varie d’une localité a une autre. Elle est plus faible dans les localités de
Hla (0,31), de Manguévier (0,27) au sud-est de la zone d’étude et élevée dans les
localités d’Adjahassa (0,83), Agadon (0,82).

La répartition dans les autres localités est consignée dans le tableau VI.
- Péquirépartition

Dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito, l'indice d’équitabilité minimal
a été enregistré a Manguévier (0,21) en zone de marais alors que le maximal a été
noté dans les localités d’Adjahassa et d’Agadon (0,76).

Le tableau VI indique la répartition de I'indice d’équitabilité dans les autres localités.
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Tableau VI : répartition spatiale de la frequence des vecteurs et l'indice d’équitabilité

Fréquence Fréquence Richesse Indice Indice

Hameau absolue relative (%) spécifigue Richessede diversitéd'équitabilité
ABENIHOUE 7406 6,00% 15 14 0,45 0,38
ADJAHASSA 2575 2,10% 16 15 0,83 0,76
ADJAME 7869 6,30% 14 13 0,67 0,59
AGADON 4456 3,60% 19 18 0,82 0,76
AGOKON 2629 2,10% 12 11 0,72 0,63
AGOUAKO 1230 1,00% 16 15 0,74 0,67
AIDJEDO 5258 4,20% 16 15 0,73 0,66
AMOULEHOUE 6991 5,60% 12 11 0,6 0,51
ASSOGBENOU 4520 3,60% 12 11 0,69 0,6
AYIDOHOUE 1975 1,60% 17 16 0,63 0,57
DEKPONHOUE 4057 3,30% 15 14 0,55 0,48
DOKANMEY 1844 1,50% 15 14 0,67 0,6
GUEZOHOUE 5821 4,70% 17 16 0,63 0,57
HEKANDJI 1805 1,50% 13 12 0,54 0,46
HINMADOU 8627 6,90% 15 14 0,72 0,65
HLA 5035 4,10% 18 17 0,31 0,25
HOUNKPONOUHOUE 3305 2,70% 17 16 0,67 0,61
KINDJITOKPA 11585 9,30% 14 13 0,46 0,39
LOKOHOUE 7799 6,30% 16 15 0,59 0,53
MANGUEVIER 6375 5,10% 17 16 0,27 0,21
SATRE 3414 2,70% 16 15 0,66 0,6
SOKO 4842 3,90% 16 15 0,77 0,7
TANTO 2197 1,80% 17 16 0,77 0,7
TODO 1192 1,00% 14 13 0,76 0,68
TOKOLI 2658 2,10% 16 15 0,64 0,57
VIDJINNAGNIMON 4886 3,90% 16 15 0,67 0,6
WANHO 3196 2,60% 18 17 0,66 0,6
ZOUME 655 0,50% 13 12 0,69 0,61
Total 124202  100,00%

Les moustiques sont différents par leurs préférences écologiques et leurs
comportements. L'homme, face a cette situation hétérogene, ne peut apporter qu'une
réponse hétérogene. La stratégie de contrble des moustiques doit prendre en
compte tous les parametres entrant dans le cycle de développement des moustiques

dont la phase larvaire.
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4.1.2 Caractérisation des gites larvaires de moustique
4.1.2.1 Statistiques générales sur les gites larvaires.

De janvier & décembre 2009, huit missions de prospection larvaire ont été organisées
sur un rayon de 500 metres autour de chaque site. Nous avons noté la présence de
04 genres de Culicidae dans les 28 sites. Un total de 3529 gites a été répertorié. Les
gites a Culex représentent 44% des gites, suivis des gites a Aedes (36%), des gites
a Anopheles (13%) et des gites a Mansonia (7%) (figure 30). Les différences
observées entre les gites larvaires a Culex et ceux a Aedes sont statistiguement
significatives car le test de Khi-2 d’ajustement a une distribution aléatoire sur

I'échantillon donne une probabilité (Prob. < 0,0001) au seuil de signification de 0,05.

MANSONIA
7%

AEDES

CULEX ANOPHELES
440/0 130/0

Figure 30 : répartition des gites larvaires de moustigues en fonction du genre

4.1.2.2 Statistiques sur la durée de la mise en eau des gites larvaires.

Sur les 3529 gites larvaires identifiés, 2478 gites soit 70% sont temporaires, 19%
sont permanents tandis que 11% sont semi permanents (figure 36). Les différences
notées entre la fréquence des gites temporaires, semi permanents et permanents
d’autre part, sont hautement significatives au regard des résultats du test de Khi-2
d’ajustement a une distribution aléatoire (Prob. < 0,0001) au seuil de signification de
0,05. Dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito, la plupart des gites

larvaires sont donc temporaires.
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Figure 31: Répartition des gites larvaires en fonction de la durée de leur mise en eau

4.1.2.3 Préférences écologiques des larves de moustique en fonction de la

durée de mise en eau et typologie de leurs gites.

Le tableau ci-dessous présente les résultats d’analyse log-linéaire appliquée aux
fréquences absolues des gites larvaires des différents genres de moustique en
fonction de leur durée de mise en eau et de leur typologie. On constate que I'effet du
genre et celle de la durée de mise en eau des gites larvaires des moustiques sur
leurs fréquences sont tres hautement significatif (Prob. < 0,0001). Le méme résultat
est obtenu en ce qui concerne l'interaction entre ces deux facteurs, ce qui implique
que l'effet du genre sur la fréquence dépend de la durée de mise en eau des (ites

larvaires de moustiques et vice versa.

Tableau VII: Résultats d'analyse log-linéaire sur les gites et la durée de mise en eau

Source DDL Khi-2 Prob. > Khi-2
<0,0001

Gites larvaires 3 849.81

Duré de leur mise en eau 1 192.26 <0,0001
<0,0001

GITES*DUREE 3 368.77

-Les huit missions entomologiques relatives a la prospection larvaire ont permis de
recenser 1259 gites larvaires a Aedes dont 1212 gites temporaires soit 97% ; 31

gites larvaires semi permanents soit 2% et 16 gites permanents soit 1%.
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Cette répartition des gites a Aedes en fonction de la durée de leur mise en eau
révéle que les larves a Aedes préferent les gites temporaires que les gites semi

permanents et permanents.

PERMANENT SEMI

163 01% ___ PERMANENT
31;02%

TEMPORAIRE
1212597 %

Figure 32 : Préférences écologiques des larves d’Aedes en fonction de la durée de

mise en eau des gites.

Pour ce qui est de la typologie des gites larvaires, 86% sont des jarres ; 05% sont
des tonneaux ; 03% sont des bassins ; 04% sont des bidons et 02% représentent
d’autres gites (bassines, marmites, calebasses). Cette typologie des gites larvaires
a Aedes révele que les larves de ce genre de moustique proliferent plus dans les

jarres.

096 — 07 5% 3%
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0O JARRE

B MARAIS/BAS-FOND
B PLASTIQUE/BIDON
O PUISARD

O PUITS SIMPLE

B TONNEAU

0O AUTRE

Figure 33: typologie des gites larvaires a Aedes
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-Abordant dans le méme sens, ces missions entomologiques ont permis de recenser
470 gites larvaires a Anopheles dont 330 gites temporaires, 64 gites larvaires semi
permanents et 76 gites permanents. Cette répartition des gites a Anopheles en
fonction de la durée de leur mise en eau révele aussi que les larves a Anopheles

préferent les gites temporaires que les gites semi permanents et permanents.

PERMANENT:
76; 16%

SEMI
PERMANENT
_64; 14%

TEMPORAIRE
330; 70%

Figure 34: Préférences écologiques des larves d’Anopheles en fonction de la durée

de mise en eau des gites.

La typologie des gites larvaires a Anopheles se présente comme suit : 48% sont des
jarres ; 17% sont des flaques d’eau ; 15% sont des marais ; 12% sont des bassins ;

04% des tonneaux ; 02% de bidons et autres gites.

Cette typologie des gites larvaires a Anopheles révéle que les larves de ce genre de
moustique proliferent plus dans les jarres que dans les autres types de gites
larvaires. Cette prolifération des larves d’Anopheles dans les jarres est anormale et

peut s’expliquer par un phénoméne d’adaptation.

La fréquence des larves d’Anopheles est aussi élevée dans les flaques d’eaux

laissées par les emprunts de véhicule, dans les marais et dans les bassins.
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Figure 35: Typologie des gites larvaires a Anopheles

- Sur un total de 1562 gites larvaires a Culex recensés au cours de huit missions
entomologiques de janvier a décembre 2009, 58% sont temporaires ; 14% sont semi
permanents et 28% sont permanents. Cette répartition des gites larvaires a Culex
en fonction de la durée de leur mise en eau révele que les larves de moustiques

Culex préférent les gites temporaires que les gites semi permanents et permanents.

PERMANENT
443; 28%

TEMPORAIRE SEMI
907;58% PERMANENT

212; 14%

Figure 36: Préférences écologiques des larves de Culex en fonction de la durée de

mise en eau des gites.
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La typologie des gites larvaires a Culex ce présente comme suit : 48% sont des
jarres ; 24% sont des bassins ; 22% sont des tonneaux ; 03% sont des plastiques ;
02% pour autres gites larvaires et 01% de marais. Cette typologie des gites révéele
gue les larves de Culex proliferent plus dans les jarres que dans les autres types de
gites larvaires. Les larves de culex ont aussi tendance a se développer dans les
tonneaux et dans les bassins. Il est important de souligner que tous ces gites sont

pollués par des matiéres organiques en décomposition.

o BASSIN/CITERNE

= FLAQUE

o JARRE

m MARAIS/BA S-FOND|
m PLASTIQUE/BIDON
@ PUSARD

oPUTS SIMPLE

= TONNEAU

O AUTRE

3%

Figure 37 : Typologie des gites larvaires a Culex

- Par contre, sur un total de 238 gites larvaires a Mansonia recensés au cours de ces
huit missions entomologiques, 62% sont permanents ; 26% sont semi permanents et
12% sont temporaires. Cette répartition des gites larvaires a Mansonia en fonction
de la durée de leur mise en eau révele que les larves de ce genre de moustique

préferent les gites permanents que les gites semi permanents et temporaires.

TEMPORAIRE

29; 12% \

SEMI
PERMANENT
61; 26%

PERMANENT
1485 62%

Figure 38: Préférences écologiques des larves de Mansonia en fonction de la durée

de mise en eau des gites.

Abdoul Sahabi BIO BANGANA/Thése de I’Université d’Abomey-Calavi 106



Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques dans la

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

La typologie des gites larvaires a Mansonia se présente comme suit : 77% sont des
marais ; 12% sont des bassins; 11% sont des jarres. Cette typologie des gites
larvaires a Mansonia révele que les larves de ce genre de moustique proliferent plus
dans les marais que dans les autres types de gites larvaires. Les larves de Mansonia

ont aussi tendance a se développer dans les bassins et dans les jarres.

O BASSIN/CITERNE

m FLAQUE

O JARRE

= MARAIS/BAS-FOND
= PLASTIQUE/BIDON
= PUISARD

OPUITS SIMPLE

B TONNEAU
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Typologie des gites larvaires a Mansonia

Figure 39 : typologie des gites larvaires & Mansonia

4.1.2.4 Dynamique des gites larvaires

Une analyse de la variance, modele fixe a deux facteurs sans répétition : gites
larvaires des différents genres de moustiques (Anopheles, Culex, Aedes et
Mansonia) et les périodes de prospection larvaire a permis d’analyser la dynamique
temporelle des gites larvaires. Le tableau ci-dessous présente les résultats de cette

analyse.

Tableau VIII : Tableau d’analyse de la variance, modele fixe a deux facteurs sans

répétition entre gites larvaires et période de prospection.

Sources Somme des carrés ddl Carré moyen F de Fisher Probabilité

Gites 148966 3 49655,4 32,00 0,000
Période 35876 7 5125,1 3,30 0,016
Erreur 32585 21 1551,7

Total 217427 31
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L’effet du facteur « Gite » en d’autres termes la dynamique temporelle du nombre de
gites larvaires positifs est tres hautement significatif (Prob.=0,000) alors que celui du
facteur « Période de prospection » est significatif (Prob.=0,016). On conclut alors que
les différences entre les gites larvaires des différents genres de moustiques d’'une
part et entre les périodes de prospection d’autre part entrainent des différences au

niveau des fréquences des différents genres de moustiques.

Dyamique de la fréquence des gites larvaires a moustique en 2009

350

—— AEDES
300 - 291

—=— ANOPHELES
250

—x— CULEX

Ny

o

o
1

150 - —o— MANSONIA

Fréquence absolue

100 1

50

33 2
0] T T T T T T
JANVIER MARS MAI JUILLET AOUT OCTOBRE NOVEMBRE DECEMBRE

Mois

Figure 40 : Dynamique de la fréequence des gites larvaires & moustiques en 2009.

BN

Les mois de mai a juillet et d’octobre & novembre sont tres favorables a la
prolifération des gites larvaires des quatre genres de moustique. Ces périodes
correspondent aux saisons des pluies. Au cours de ces saisons, le sol est gorgé

d’eau, et les gites temporaires et semi permanents s’installent.

4.2 Répartition spatio temporelle des moustiques vecteurs de maladies.

Cette étude postule de I'existence d’une structure dans la distribution spatiale des
especes. En d’autres termes, I'espace géométrique (proximité, distance,...) ne peut
pas expliquer entierement la distribution observée. Pour le vérifier, une statistique

spatiale comme indicateur est retenue. Il s’agit de [lautocorrelation spatiale.
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L’autocorrelation spatiale vise a étudier l'organisation et la structuration des
moustiques vecteurs. L’organisation spatiale de ces moustiques est abordée au
niveau de chaque espeéece et analysée de facon indépendante. Cette section est
subdivisée en trois paragraphes : le premier est consacré aux statistiques générales
sur les moustiques vecteurs retenus, le deuxieme est consacré a la dynamique

temporelle de ces vecteurs et le troisieme a leurs répartitions spatiales.

4.2.1 Statistigues générales sur les moustiques vecteurs.

- La collecte de données a été effectuée d’octobre 2007 a décembre 2009. A chaque
enquéte, les moustiques adultes ont été collectés au cours de 2 nuits consécutives
dans chacun des 28 hameaux sélectionnés. La collecte des moustiques a été faite
par des volontaires éveillés placés a l'extérieur et a lintérieur de 4 habitations
choisies par hameau de 22 heures a 6 heures du lendemain. Au total, 124 202
moustiques capturés ont été identifiés utilisant la clé de détermination taxonomique
de Gilles, (2002). Les moustiques vecteurs de maladies retenus dans le cadre de
cette étude (Ae. aegypti, An. gambiae, An. funestus et Cx. quiquefasciatus)
représentent 14%(17383) des moustiques capturés (figure 41).

14%

/

M Vecteurs retenus

O Autres moustiques

86%

Figure 41 : Statistiques générales sur les moustiques adultes
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- La répartition des 14% des vecteurs retenus se présente comme suit : An. funestus
(10%), An. gambiae (14%), Cx. quinquefasciatus (68%) et Ae. aegypti (08%) (Figure
42). Les différences notées entre la fréquence des moustiques vecteurs de maladies
sont hautement significatives au regard des résultats du test de Chi-2 d’ajustement a

une distribution aléatoire (Prob. < 0,0001) au seuil de signification de 0,05.

14%

O An. funestus

B An.gambiae

O Cx. quinquefasciatus

0O Ae. aegypti

Figure 42 : Statistiques sur les moustiques vecteurs retenus

4.2.2 Ladynamique temporelle des moustiques vecteurs

Une ANOVA, modele fixe a deux facteurs : espéces de moustiques (An. gambiae,
An. funestus, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti) et saisons de I'année (grande
saison seche, grande saison pluvieuse, petite saison séche et petite saison
pluvieuse) a permis d’étudier efficacement linteraction entre ces deux facteurs. Le

tableau ci-dessous présente les résultats de cette analyse.

Tableau IX: Résultat de TANOVA entre moustiques vecteurs de maladies et saisons.

Sources Somme ddl Carré F de Probabilité
des moyen Fisher
carrés

Especes 1179623 3 393208 4.83 0,029
Saisons 253910 3 84637 1,04 0,420
Espéces*Saisons 732048 9 81339 0,71 0,691
Erreur 1827346 16 114209

Total 3992926 31

On constate que les saisons de l'année n’ont aucun effet significatif sur les
fréquences des especes vectrices. Cependant, la différence entre les especes de

moustiques adultes induit un effet significatif sur leurs fréquences.
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4.2.3 Répartition spatiale des moustiques vecteurs
4.2.3.1 La répartition spatiale d’Anopheles gambiae

La distribution spatiale d’An. gambiae (figure 43) se caractérise par une population
plus dense dans la partie nord-est et sud-est du site. Une telle répartition permet de
soupconner une dépendance spatiale dans la distribution des fréquences d’An.

gambiae, d’ou la nécessité de tester 'autocorrelation spatiale.
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Figure 43: Répartition spatiale de An. gambiae

Le calcul de lindice d’autocorrelation spatiale effectué sur les 28 hameaux de
collecte et les fréquences observées sur ces hameaux présentent les résultats
suivants :

Indice d’autocorrelation spatiale de Moran = 0,290596;

Indice attendue = -0,037037;

Variance = 0,020007;

Z Score = 2,316324.

L’indice de Moran est proche de 0. La réalisation de la variable aléatoire régionalisée
est donc indépendante. Cela signifie que les fréquences d’An. gambiae dans un
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hameau de collecte ne sont pas influencées par les fréequences observées dans les
hameaux voisins. Il n'‘est donc pas possible de prédire les fréquences dans un
hameau, connaissant les fréquences observées en un autre hameau s’appuyant sur

la distance qui les sépare.

Cette indépendance spatiale observée peut étre le fruit du hasard et n’a de valeur
que pour I'échantillon qui a servi au calcul. Il est donc nécessaire de faire un test
pour veérifier la validité de cette indépendance spatiale pour la variable spatiale dans
sa totalité. Ce test statistique d’indépendance de la variable régionalisée donne un Z
score égal a 2,316324 au seuil de confiance de 95%. Il se situe en dehors de
l'intervalle de confiance [-1,96 ; 1,96]. |l est difficile d’en déduire I'absence totale
d’autocorrelation spatiale sur 'ensemble de la variable. Il existe sans doute des

agrégats spatiaux exprimant I'existence locale d’autocorrelation spatiale.

Le calcul des concentrations des valeurs fortes et des valeurs faibles de Getis-Ord
General G présente les résultats suivants :

Général G Observe = 0,000047,

Général G attendus = 0,000040;

Variance de Général G = 0,000000;

Z Score = 1,040106.

Le Z Score est différents de 0 et faible. D’aprés ces statistiques, il y a indépendance
spatiale sur les observations effectuées. Il existe toutefois des agrégats spatiaux de
valeurs faibles a I'intérieur desquels peut s’exprimer une autocorrelation spatiale. La
structure spatiale mise en exergue ne trouve pas d’explication dans les relations de
voisinage. Il est donc important de recourir a d’autres facteurs qui expliquent cette
répartition observée. Mais avant, il faut se demander si ces conclusions qui
concernent An. gambiae sont les mémes lorsqu’on s’intéresse aux autres espéces

(An. funestus, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti).

4.2.3.2 La répartition spatiale d’Anopheles funestus

La distribution spatiale d’An. funestus (figure 44) se caractérise par une densité de

population concentrée dans la partie sud-est du site.
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Figure 44: Répartition spatiale d’Anopheles funestus

L’'indice d’autocorrélation spatiale de Moran utilisé pour mesurer le niveau de
dépendance spatiale donne les résultats suivants :

Indice de Moran = 0,515182;

Expected Index = 0, 037037,

Variance = 0, 017741,

Z score = 4,145941.

La valeur de lindice de Moran n’est pas proche de 0. La réalisation de la variable
aléatoire régionalisée n’est donc pas indépendante. Il y a donc autocorrélation
spatiale dans la distribution observée. Cela signifie que les fréquences d’An.
funestus collecté dans un hameau sont influencées par les fréquences observées
dans les hameaux voisins. |l est donc possible de prédire les fréquences d’An.
funestus dans un hameau quelcongue, connaissant les fréquences observées dans

un autre hameau en s’appuyant sur la distance qui les sépare.
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Cependant, le test statistique devant valider cette dépendance spatiale pour
'ensemble de la variable aléatoire régionalisée donne un Z score de 4,145941 qui
relativise I'interprétation de I'indice d’autocorrélation de Moran. En effet il se situe en
dehors de lintervalle de confiance [-1,96 ; 1,96]. Il est difficile d’en déduire la
présence d’autocorrelation spatiale sur 'ensemble de la variable. Il existe sans doute

des agrégats spatiaux exprimant I'existence locale d’autocorrelation spatiale.

Le calcul de l'indice de concentration des valeurs fortes et des valeurs faibles de
Getis-Ord General G donne les valeurs suivantes :

Observed General G = 0, 000147,

Expected General G = 0, 000040;

General G Variance = 0, 000000;

ZScore = 3, 742241.

Il y a sans doute existence d’une autocorrélation spatiale mais elle est locale. En
somme, An. funestus a tendance a se concentrer au sud-est de la zone sanitaire,
dans les régions des marais et des prairies marécageuses. Cette zone correspond a
la partie ou les précipitations sont les plus abondantes avec la prédominance des
prairies a Thallia welwetchii. C’est la partie la plus humide de la zone d’étude. Nous
pensons donc a une préférence par rapport a la présence de 'eau. Les fréquences
observées dans un hameau ne dépendantes pas de celles des hameaux voisins. I
n’est pas convenable de dériver les fréquences dans toute la région sur la base des
fréquences obtenues dans les 28 hameaux étudiés. Toutefois, la concentration au
sud crée des agrégats, des zones dans lesquelles les fréquences peuvent avoir des
similarités (gites permanents ou semi permanents, végétation donnant de 'ombre sur
les gites). Le sud-est de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito présente
sans doute des conditions écologiques plus favorables a An. funestus. Qu’en est-il
pour Cx. quinquefasciatus?

4.2.3.3 Larépartition spatiale de Culex quinquefasciatus

La distribution spatiale de Cx. quinquefasciatus (figure 45) se caractérise par une
tendance a une concentration des fréquences dans les parties nord et sud-ouest du

site.
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Figure 45: Structure spatiale de Cx. quinquefasciatus dans la zone sanitaire Ouidah-
Kpomasse-Tori Bossito

L’évaluation de I'indice d’autocorrelation de Moran donne les résultats suivants :
Indice de Moran = 0,216246;

Indice attendu = -0,037037;

Variance = 0,022155;

Z Score = 1,701664.

L’indice d’autocorrelation de Moran est proche de O, il y a indépendance spatiale
pour cette réalisation de la variable aléatoire régionalisée. D’aprés ces statistiques,
les fréquences de Cx. quinquefasciatus en un point de collecte ne sont pas
influencées par les fréquences observées aux points voisins. Il n'est donc pas
possible de prédire les fréquences de Cx. quinquefasciatus dans un hameau,
connaissant les fréquences observées dans un autre hameau, en nous appuyant sur

la distance qui les sépare.

L’indice de concentration des valeurs fortes et des valeurs faibles de Getis-Ord

General G, donne les résultats suivants :
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Geéneéral G Observé = 0,000041;
Général G attendu = 0,000040;
Variance du Général G = 0,000000;
Z Score = 0,303864.

Le Z Score est différent de 0 et faible. Il existe sans doute des agrégats spatiaux de
valeurs faibles exprimant I'existence locale d’autocorrelation spatiale.

L’infirmation statistique de [lindépendance spatiale de la variable aléatoire
régionalisée observée avec l'indice de Moran, impose de pousser l'analyse en

vérifiant les relations entre les fréquences observées et I'environnement.

En somme, Culex quinquefasciatus a tendance a se concentrer au nord et au sud-
ouest de la zone sanitaire Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito. Ses fréquences diminuent
du nord vers le sud. Cette partie de la zone sanitaire correspond a celle ou les
producteurs traditionnels d’alcool sont plus concentrés, mais la fréquence de
production d’alcool est la plus faible. C’est la partie la moins humide de la zone, le
domaine de prolifération des bassins de retenue d’eau. Face a la faible pluviosité, les
populations sont contraintes a creuser des bassins de retenue d’eau pour la

production artisanale d’alcool et d’autres usages.

4.2.3.4 Larépartition spatiale d’Aedes aegypti.

Ae. aegypti (figure 46) est rencontré essentiellement dans la partie nord et sud-est

de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito.

Il existe probablement un lien entre cette espece et le lieu préférentiel de son
développement. Il en résulte une dépendance spatiale dans la répartition de cette

espece sur le site, d’'ou la nécessité de tester 'autocorrelation spatiale.

L’évaluation de l'indice d’autocorrelation de Moran donne les résultats suivants :
Indice de Moran = 0,034791;

Indice attendu = -0,037037;

Variance = 0,005929;

Z Score = 0,932862.

Abdoul Sahabi BIO BANGANA/Thése de I’'Université d’Abomey-Calavi 116



Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques dans la

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

Z'00"E
L

Légende

Fréquence de
Ae. aegypti

® 6-47
® 47-122
Y| @ 122-470

B chef lieu de Commune

Cours d'eau
° - Plan d'eau
| Zone d'étude
HKPOMASSE
GUE ADJ
. b
9
10 "5 0

Kilométre

HOUIDAH Sources:Fond Topographique IGN, 2004
DonneesREFS, 2007- 2009
2013

Figure 46: Répartition spatiale de Ae. aegypti dans la zone sanitaire Ouidah-
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Kpomasse-Tori Bossito

L’indice d’autocorrelation de Moran étant proche de 0, il y a indépendance spatiale
pour cette réalisation de la variable aléatoire régionalisée. Cela signifie que les
fréquences d’Ae. aegypti dans un hameau étudié ne sont pas influencées par les

fréquences observées dans les hameaux voisins.

L’indice de concentration des valeurs fortes et des valeurs faibles de Getis-Ord
General G, donne les résultats suivants :

Général G Observe = 0,000036;

Général G attendu = 0,000040;

Variance du Général G = 0,000000 ;

Z Score = -0,252209.

Le Z Score est négatif. Etant donné qu’un faible z score négatif et une p valeur
basse indiquent une agrégation spatiale de valeurs faibles alors nous pouvons dire
gue d’aprés ces statistiques, Il existe des agrégats spatiaux de valeurs faibles a
intérieur desquels peut s’exprimer une autocorrelation spatiale. L’infirmation
statistique de I'indépendance spatiale de la variable aléatoire régionalisée observée
avec l'indice de Moran, impose de pousser I'analyse en vérifiant les relations entre

les fréquences observées et I'environnement. Puisqu’il y a indépendance spatiale
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doublée d’une concentration des fréequences au nord et au sud-ouest, ces régions
semblent avoir de meilleures conditions écologiques et anthropiques (tendance a
stocker de l'eau et a utiliser économiquement les jarres, pots de médicaments

traditionnels, pneus, tonneaux ...etc.) pour Ae. aegypti que le sud-est.

Nous retenons de I'analyse des structures spatiales une tendance a I'allopatrie entre
les quatre espéces de vecteurs identifiés (An. funestus, An. gambiae, Cx.
quinquefasciatus et Ae. aegypti). L'espéce An. funestus présente de fortes
concentrations au sud-est dans les régions des marais et des bas-fonds de la zone
Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito. L'espéce An. gambiae, quant a elle, est plus
dominante au nord-est et au sud-est, dans les régions de bassins de retenue d’eau

pluviale du nord et dans la zone des marais du sud.

Cette occupation différentielle de I'espace entre An. funestus et An. gambiae est en
conformité avec les résultats de Armel Djénontin et al. (2010) dans la zone sanitaire
Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito. L’espéce Cx. quinquefasciatus présente de fortes
concentrations au nord et a 'ouest dans les régions de faible production d’alcool
mais de forte concentration de producteurs d’alcool de la zone Ouidah-Kpomasse-
Tori Bossito. Pour ce qui est de I'espece Ae. aegypti, elle prolifére dans toute la zone
sanitaire Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito sauf dans le sud-est, dans la zone des
marais et des cours d’eau pérennes. Cette forte prédominance d’une espéce vectrice
sur l'autre évoque également des zones d’occupation préférentielle. L’analyse de la
répartition spatiale a également montré I'absence d’autocorrelation spatiale.
Toutefois, elle laisse entrevoir, malgré I'indépendance spatiale globale, la présence
d’agrégats spatiaux, témoignant de I'existence, au niveau local, d’autocorrélation
spatiale. Ces résultats permettent de dire que I'hypothése de distribution spatiale non
aléatoire des vecteurs retenus est vérifiée. Les tests d’autocorrelation montrent une
dépendance spatiale locale et le fait que I'espace (absolu) est insuffisant pour
expliquer la distribution observée. Il convient de mettre en relation les facteurs
environnementaux et les fréquences de moustique vecteurs de paludisme et autres
moustiques vecteurs de maladies: c’est I'objet du chapitre V. Ce chapitre vise a
vérifier les deux dernieres hypothéses a savoir : la contribution différentielle des
déterminants environnementaux dans la répartition spatiale des vecteurs et la
possibilité, connaissant certains parameétres d’'un milieu, de prédire les fréquences de

population de moustiques vecteurs dans ce milieu.
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CHAPITRE V: PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX ET REPARTITION
SPATIALE DES MOUSTIQUES VECTEURS DE MALADIES: UNE RELATION A
FORMALISER.

Si lI'espace dans sa dimension géomeétrique est insuffisant pour expliquer la
distribution des fréquences observées, certaines de ses caractéristiques peuvent étre
plus pertinentes. Il convient donc de vérifier la relation entre les attributs de I'espace
en tant que milieu de vie, environnement des moustiques vecteurs de maladies et les
fréquences observées. L’environnement se positionne dans cette perspective comme
facteur susceptible d’expliquer la distribution observée. |l joue donc le rdle de
variable explicative. L’environnement se décline a travers 21 parametres.

Pour résoudre le probléeme de colinéarités entre les parametres environnementaux,
susceptible de faire biaiser le calcul des coefficients de corrélation, une Analyse des
composantes principales sur les parametres environnementaux qui génerent des
axes non corrélés entre eux est envisagée afin de supprimer I'existence d'une
colinéarité. Des coefficients de corrélation entre chacun de ces axes et les
fréequences des moustiques vecteurs de maladies ont été calculés et interprétés
puisque chaque axe est lié aux parameétres environnementaux de départ. Les
parametres environnementaux qui présentent de forts liens avec les fréquences des
différentes especes vectrices de maladies ont été sélectionnés pour modéliser la
relation entre fréquence de moustiques vecteurs de maladies et facteurs

environnementaux.

5.1 Résultat de 'analyse en composantes principales (ACP)

5.1.1 Caractérisation des données et paramétres de I’analyse

L’analyse en elle-méme est une analyse en composantes principales (ACP normée),
sans axe de rotation. Le coefficient de corrélation est celui de Pearson. Le seuil de
signification est de 0,05. Le tableau soumis a l'analyse compte 25 variables
guantitatives dont quatre variables a expliquer (Fr_Ae. aegypti, Fr_An. funestus,
Fr_An. gambiae, Fr_Cx. quinquefasciatus) et 21 variables explicatives. Seules les 21
variables explicatives sont prises en compte par 'ACP. Le tableau X ci-dessous

présente les statistiques descriptives sur 'ensemble des variables.
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Tableau X: Statistiques descriptives sur les variables quantitatives

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

VARIABLES SIGNIFIANT DE LA VARIABLE MOYENNE ETCYAPFET
FR_AA Fr_Ae. aegypti 48,57 87,89
FR_AF Fr_An. funestus 62,57 129,50
FR_AG Fr_An. gambiae 89,46 76,96
FR_CQ Fr_Cx. quinquefasciatus 420,21 257,40
VENT Vitesse moyenne du vent (sur les 17 missions) 11,51 0,68
VISIBILITE | Visibilité moyenne (sur les 17 missions) 9,19 0,04
PLUIE Pluviométrie moyenne (sur les 17 missions) 1216,61 22,28
HR Humidité relative moyenne (sur les 17 missions) 81,02 0,36
PRESSION | Pression de vapeur moyenne (sur les 17 missions) 1009,57 0,15
TEMPER Température moyenne (sur les 17 missions) 27,29 0,04
NJP Nombre de jour de pluie (sur les 17 missions) 99,33 0,59
NDVI Végétation / Intensité moyenne de l'activité 0,41 0,09
chlorophyllienne
TOPO Topographie/ altitude 40,32 16,52
POP Population 354,21 129,00
NH Nombre total d'habitations 96,07 29,77
DCED Distance des localités aux cours d'eau douce 4,61 4,55
DCES Distance des localités aux cours d'eau saumatre 10,90 6,02
NPA Nombre de producteurs d'alcool 2,07 1,39
FPA Fréquence de production d'alcool 6,18 4,03
GDCP Gites domestiques, épigés liés au comportement des 96,75 63,64
populations
GDAE (,Bites dqmestiques, épigés liés aux activités 18,43 16,62
économiques
GDR Gites domestiques, épigés liés au relief 7,21 10,37
TH_ TB Nombre d'habitations dont le mur est en terre battue 88,04 27,49
TH_MB Nombre d'habitations dont le mur est en brique (ciment) 7,21 10,25
TH_A Nombre d'habitations dont le mur est en brique (ciment) 0,82 1,70

et en terre battue

Abdoul Sahabi BIO BANGANA/Thése de I’'Université d’Abomey-Calavi

120




Déterminants environnementaux de la répartition spatiale des vecteurs du paludisme et autres moustiques dans la

zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito.

5.1.2 Analyse des coordonnées des variables environnementales

L’analyse en composantes principales effectuée sur les données liées aux
paramétres environnementaux obtenus dans différents hameaux montre que
'ensemble des trois premiers axes expliquent 62,25 % de I'information initiale, ce qui
est suffisant pour garantir une précision d’interprétation. Le tableau XI montre les
coefficients de corrélation entre chacun des trois axes et les parametres

environnementaux.

Tableau XI: Coefficients de corrélation entre les trois axes et les parametres

environnementaux

Parametres environnementaux Axel Axe2 Axe3
VENT 0,97 -0,05 -0,16
VISIBILITE -0,68 0,01 -0,35
PLUIE 0,94 0,09 0,27
HR 0,97 -0,07 -0,19
PRESSION -0,97 0,06 -0,03
TEMPER 0,65 -0,22 -0,31
NJP 0,63 0,24 0,65
NDVI -0,01 0,12 0,83
TOPO -0,7 0,2 0,51
POP -0,03 0,9 -0,22
NH 0,04 0,95 -0,18
DCED -0,83 0,02 -0,02
DCES 0,58 0,29 0,62
NPA 0,42 0,06 -0,31
FPA 0,56 -0,2 -0,09
GDCP 0,32 0,31 -0,12
GDAE -0,05 -0,09 0,06
GDR 0,45 0,06 -0,25
TH_TB -0,1 0,9 -0,1
TH_MB 0,37 0,38 -0,29
TH_A 0,14 -0,09 0,2
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Légende: VENT=Vent; VISIBILITE=Visibilité; PLUIE= Pluie; HR= Humidit¢é Relative;
PRESSION=Pression ; TEMPER =Température ; NJP =Nombre de Jour de Pluie ; NDVI =indice de
végétation de la différence normalisée ; TOPO=Topographie/ Relief ; POP=Population ; NH=Nombre
d’Habitats ; DCED=Distance des localités au Cours d’Eau Douce ; DCES= Distance des localités au
Cours d’Eau Saumatre ; NPA=Nombre de Producteurs d’Alcool ; FPA= Fréquence de Production
d’Alcool ; GDCP=Gites Domestiques liés aux Comportements des Populations ; GDAE=Gites
domestiques liés aux Activités Economiques ; GDR= Gites Domestiques liés au Relief; TH_TB
=Habitations en terre battue; TH_MB= Habitations en briques; TH_A=Habitations issues de
association brique+terre de barre

L’analyse de ce tableau montre que :

- les parametres environnementaux vent, visibilité, pluie, humidité relative, pression,
température, topographie, distance des localités au cours d’eau douce, fréquence de
production d’alcool sont pris en compte par I'axe 1 (coefficients de corrélation en
valeur absolue > 0,5). De cet axe, on note qu’une forte pluie est souvent associée a
un grand vent, une humidité relative, une température, et une fréquence de
production d’alcool élevés mais a une faible visibilité, une faible pression, un relief
topographique faiblement accidenté et une faible distance des localités au cours

d’eau douce.

- les paramétres démographiques comme la population, le nombre d’habitations et

d’habitations en terre battue sont pris en compte par I'axe 2.

- 'axe 3 quant a Iui prend en compte le nombre de jours de pluie, l'indice de la
différence normalisée de végétation et la distance des localités au cours d’eau
saumatre. On en déduit qu’'un nombre élevé de jours de pluie est associé a un indice
de la différence normalisée de végétation élevé et a une distance des localités au

cours d’eau saumatre élevée.

5.1.3 Analyse de la gqualité de la représentation des variables par rapport aux

différents axes factoriels

La qualité de la représentation des différentes variables par rapport a I'axe factoriel
s’exprime a travers les valeurs du coefficient de corrélation de Pearson qui sont

consignées dans le Tableau XII.
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Tableau XllI: Coefficients de corrélation entre especes de moustique vecteurs de

maladies et les composantes principales.

Axes | Coefficient Fréguence
et Prob. Ae. aegypti An. funestus | An. gambiae | Cx. quinquefasciatus

Axe 1 R -0,31 0,41 0,49 -0,41

Prob. 0,107 0,031 0,008 0,029
Axe 2 R 0,29 0,03 0,25 0,02

Prob. 0,139 0,874 0,195 0,918
Axe 3 R -0,45 0,01 0,04 0,07

Prob. 0,016 0, 967 0,843 0,735

L’analyse de ce tableau indique une corrélation hautement significative au seuil de 5
% entre 'axe 1 et la fréquence de An. gambiae. La corrélation entre les fréquences
de An. funestus et de Cx. quinquefasciatus est significatif alors qu’il n’existe pas de
corrélation significative entre cet axe et la fréquence de Ae. aegypti. Tenant compte
des paramétres environnementaux pris en compte par cet axe, on en déduit que
lorsqu’il y a un grand vent, une forte pluie, une humidité relative, une température, et
une fréquence élevée de production d’alcool, les fréquences de An. funestus et de
An. gambiae augmentent par opposition a une faible visibilité, une faible pression, un
relief topographique faiblement accidenté et a une faible distance des localités au
cours d’eau douce qui font baisser leurs fréquences. L’axe 1 est négativement
corrélé avec la fréquence de Cx. quinquefasciatus. De ce fait, lorsqu’il y a un grand
vent, une forte pluie, une humidité relative, une température, et une fréquence de
production d’alcool élevés, la fréquence de Cx. quinquefasciatus diminue par
opposition a une faible visibilité, une faible pression, un relief topographique
faiblement accidenté et a une faible distance des localités au cours d’eau douce qui

font augmenter sa fréquence.

L’axe 2 ne présente pas de corrélation significative avec les fréquences des

moustiques vecteurs de maladies.

En ce qui concerne 'axe 3, il est significativement corrélé avec la fréequence de Ae.

aegypti. Il s’agit d’'une corrélation négative avec I'axe 3. Donc on peut déduire que
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lorsque le nombre de jour de pluie, l'indice normalisé de végétation et la distance
des localités au cours d’eau saumatre sont élevés la frequence de Ae. aegypti
baisse. De cette analyse en composantes principales, nous déduisons :

1. qu’il existe des relations entre les facteurs de I'environnement et la distribution des
moustiques vecteurs de maladies ;

2. qu’il existe une opposition entre les préférences écologiques des moustiques
vecteurs de maladies.

3. que les facteurs écologiques nombre de producteurs d’alcool (NPA), Gites
domestiques (GDCP, GDAE et GDR) et les types d’habitat (TH_MB et TH_A) ne
présentent pas un intérét dans la détermination de la distribution ; leurs contributions
sont négligeables dans la répartition spatiale des moustiques vecteurs de maladies
considérées;

En somme, la deuxieme hypothese est vérifiée. En effet, tous les facteurs
environnementaux ne contribuent pas de la méme facon a la détermination de la
structure spatiale observée. Certains facteurs environnementaux peuvent devenir
plus facilement une contrainte importante, un facteur limitant au développement et a
la propagation des especes. D’aprés les résultats de I'analyse, nous pouvons :

- procéder a la réduction du nombre de variables explicatives par exclusion des
variables nombre de producteurs d’alcool (NPA), Gites domestiques (GDCP, GDAE
et GDR) et les types d’habitat (TH_MB et TH_A);

- identifier le meilleur modéle en comparant les criteres AIC (Akaike Information
Criterion) et BIC (Bayesian Information Criterion) des modéles (modéle de poisson,
modele binomiale négative, modéle de régression linéaire avec transformation de la
famille Box-Cox des variables dépendantes et indépendantes)

- procéder a une modélisation séparée de la relation entre la fréquence des quatre
especes de moustiques vectrices de maladies et les paramétres environnementaux;

- procéder a la régression linéaire multiple.

5.2 Configuration de la régression et description des données

L’analyse des relations entre I'environnement et la distribution de chaque espéce de
moustique laisse penser a une possibilité de formalisation mathématique de leur
distribution en s’appuyant sur les facteurs environnementaux. De plus, il est apparu

nécessaire de considérer séparément chaque espece, compte tenu des différences
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observées dans leurs relations avec I'environnement. La régression réalisée est de

type linéaire. Elle est exécutée une premiere fois avec la fréequence de An. funestus

comme variable dépendante, une deuxieme fois avec la fréquence de An. gambiae

comme variable dépendante, une troisieme fois avec Cx. quinquefasciatus comme

variable dépendante et une quatrieme fois avec Ae. aegypti comme variable

dépandante. Sur les 28 individus (hameaux) que constitue I'échantillon, 28 (soit

100%) ont été utilisés pour la modélisation. Les variables a expliquer présentent les

caractéristiques suivantes (tableau XIlII).

Tableau XIllII: Statistiques descriptives sur les variables a expliquer (28 Hameaux).

Variable Nbre de Nbre de | Nbrede | Somme | Moyenne | Ecart-type
valeurs Valeurs | Valeurs | des
totales Utilisées | ignorées | poids
Fr_Ae. aegypti 28 28 0 28 48,57 87,89
Fr_An. funestus 28 28 0 28 62,57 129,49
Fr_An. gambiae 28 28 0 28 89,46 76,97
Fr_Cx. 28 28 0 28 420,21 257,40
guinquefasciatus

Les variables explicatives retenues dans le cadre de la modélisation de la distribution

spatiale des moustiques vecteurs sont toutes des variables quantitatives.

Le tableau XIV ci-dessous contient la liste des variables explicatives et leurs

caractéristiques statistiques.

Tableau XIV: Résumé pour
entomologiques (28 Hameaux).

les variables explicatives sur

17 missions

VARIABLE SIGNIFIANT DE LA VARIABLE MOYENNE @ ECARTYPE

VENT Vitesse moyenne du vent (sur les 17 missions) 11,51 0,68
VISIBILITE | Visibilité moyenne (sur les 17 missions) 9,19 0,04
PLUIE Pluviométrie moyenne (sur les 17 missions) 1216,61 22,28
HR Humidité relative moyenne (sur les 17 missions) 81,02 0,36
PRESSION  Pression de vapeur moyenne (sur les 17 missions) 1009,57 0,15
TEMP Température moyenne (sur les 17 missions) 27,29 0,04
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NJP Nombre de jour de pluie (sur les 17 missions) 99,33 0,59
NDVI Végeétation / Intensité moyenne de [lactivité 0,41 0,09
chlorophyllienne
TOPO Topographie/ altitude 40,32 16,52
POP Population 354,21 128,99
NH Nombre total d'habitation 96,07 29,77
DCAD Distance des localités aux cours d'eau douce 461 4,55
DCAS Distance des localités aux cours d'eau saumatre 10,90 6,02
FPA Fréquence de production d'alcool 6,18 4,03
TH_TB Nombre total d’habitation en terre battue 88,04 27,49

Le seuil de confiance est de 95% et le critere d’évaluation de la régression est le
coefficient de détermination (R2-ajusté). Le test de Fisher est associé au traitement
pour I'évaluation de la significativité de la quantité de l'information apportée par les

différentes variables a la modélisation.

5.3 Résultats de la régression

Le modéle approprié pour exprimer la fréquence des moustiques vecteurs de
maladies en fonction des facteurs environnementaux, en se basant sur les critéres
AIC et BIC, est le modele de régression linéaire avec la transformation de la famille
de Box-Cox sur les fréquences de moustiques vecteurs de maladie et les parameétres
environnementaux.

La présentation des résultats de la régression est faite de facon séparée pour
chaque espece de moustique afin de conserver ce caractere individualisé de la
modélisation. Chaque espéce de moustique fait donc I'objet d’'un sous paragraphe
qui présente les paramétres de la modélisation et une analyse de la qualité des

variables explicatives.

5.3.1 Modéle de distribution spatiale d’An. funestus

Les résultats de cette régression sont les suivants pour An. funestus. En tenant
compte du R2-ajusté, le meilleur modéle pour An. funestus est consigné dans le
tableau XV.
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Tableau XV: Valeur du coefficient de détermination pour le meilleur modele d’An.

funestus

Modéle | Nombre de variables Nom des variables R? R2Z-ajusté

dans le modéle

1 5 VENT, DCES, PLUIE, | 0,780 | 0,731
TEMPER, VISIBILITE

L’analyse de la variance de la significativité de la quantité d’'information apportée par
les variables a la régression pour An. funestus donne les résultats suivants (tableau
XVI).

Tableau XVI: Résultats du test de Fisher pour le meilleur modéle d’An. funestus.

Somme
_ Probabilité
Sources des ddl Carré moyen F de Fisher ®)
carrés
Modele -817,23 5 163,45 15,64 <0,000
Résidus 229,91 22 10,45
Total 1047,14 27

La probabilité associée au test F de Fisher est de 0,0001 soit moins de 0,01% de
chance de se tromper en considérant que les quantités d’'information apportée par le
vent, la distance des localités aux cours d’eau saumatre, la pluie, la température, et
la visibilité dans leur ensemble sont significatives pour le modéle. Les cing meilleurs
facteurs qui permettent donc d’expliquer la variance observée sont : le vent (VENT),
la distance des localités aux cours d’eau saumatre (DCES), la pluie (PLUIE), la
température (TEMPER), et la visibilité (VISIBILITE). Le coefficient de détermination
ajusté atteint 0,73. Cela signifie que 73,0% de la variance sont expliqués par la
combinaison linéaire des cinq variables que sont le vent, la distance des localités aux
cours d’eau saumatre, la pluie, la température, et la visibilité. Puisque les variables
sont pertinentes par rapport au modele du fait de la significativité de la quantité
d’informations apportées, les parameétres du modeéle peuvent étre présentés

(tableau XVII).
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Tableau Xxvil: Parameétres de I'équation de distribution d’An. funestus en fonction des

param etres environnementaux

Parametre Valeur Ecart-type t de Student P

Constante -744.5 862,8 -0,86 0,398
VENT -3,833 4,308 -0,383 0,383
DCES -1,4182 0,2991 -4,74 1E-04
PLUIE 0,6859 0,2062 3,33 0,003
TEMPER -23,82 21,38 -1,11 0,277
VISIBILITE 67,9 33,49 2,03 0,055

L’équation s’écrit :
Rac(FR_AF) = - 745 - 3, 83 VENT -1, 42 DCES + 0, 686 PLUIE — 23,8 TEMPER + 67,9 VISIBILITE
5.3.2 Modéle de distribution spatiale de An. gambiae

Les résultats de la régression linéaire avec transformation de la famille de Box-Cox
sont les suivants pour An. gambiae. En tenant compte du RZajusté, le meilleur

modele pour An. gambiae est consigné dans le tableau XVIII.

Tableau XVIII: Valeur du coefficient de détermination pour le meilleur modele d’An.

gambiae

Modele | Nombre de Nom des variables R? R2-ajusté
variables dans le
modele

1 2 PLUIE, DCES 0,526 0,487

L’analyse de la variance de la significativité de la quantité d’information apportée par
les variables a la régression pour An. gambiae donne les résultats suivants (tableau

XVIII).

Tableau XIX: Résultats du test de Fisher pour le meilleur modéle de An. gambiae.

Somme des Carré F de
Sources carrés Ddl moyen Fisher  Probabilité
Modele 157,17 2 78,585 13,32 <0,000
Résidus 141,599 24 5,9
Total 298,769 26
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La probabilité associée au test F de Fisher est de 0,0001 soit moins de 0,01% de
chance de se tromper en considérant que les quantités d’information apportée par la
PLUIE et la DCES dans leur ensemble sont significatives pour le modele. Pour ce
modele, le coefficient de détermination ajusté est de 0,487. Cela signifie que 48,7%
de la variance sont expliqués par la combinaison linéaire des deux variables que
sont: la PLUIE et la distance des localités aux cours d’eau saumatre (DCES).
Puisque les variables sont pertinentes par rapport au modéele du fait de la
significativité de la quantité d’informations apportées, les paramétres du modele

peuvent étre présentés (tableau XX).

Tableau XX: Parameétres de I'équation de distribution d’An. gambiae en fonction des

paramétres environnementaux

Parametres Valeur Ecartype tde student Probabilité
CONSTANTE -184,66 37,5 -4,92 0,000
PLUIE 0,1625 0,03161 5,14 0,000
DCES -0,429 0,1221 -3,51 0.002

L’équation s’écrit : Rac(FR_AG) = - 185 + 0,163 PLUIE - 0,429 DCES

5.3.3 Modéle de distribution spatiale de Cx. quinquefasciatus

Les résultats de la régression linéaire avec la transformation de la famille de Box-
Coss sont les suivants pour Cx. quinquefasciatus. En tenant compte du Rz ajusté, le

meilleur modéle pour Cx. quinquefasciatus est consigné dans le tableau XXI.

Tableau XXI: Valeur du coefficient de détermination du meilleur modele de Cx.

guinquefasciatus.

Modele | Nombre de variables Nom des R? R2?-ajusté
dans le modéle variables
1 2 FPA, DCED 0,664 0,637

Le test de Fisher sur l'analyse de la significativit¢ de la quantité d’information
apportée par les variables a la régression pour cette espece vectrice de maladie

donne les résultats suivants pour ce meilleur modéle (tableau XXII).
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Tableau XXII : Résultats du test de Fisher pour Cx. quinquefasciatus.

Sources Somme des carrés  DdlI Carré F de Probabilité
moyen Fisher
Modele 701,74 2 350,87 24,68 0,000
Résidus 355,45 25 14,22
Total 1057,19 27

La probabilité associée au test F de Fisher est de 0,0001 soit moins de 0,01% de
chance de se tromper en considérant que les quantités d’'information apportée par la
fréquence de production d’alcool (FPA) et la distance des localités aux cours d’eau
douce(DCED) dans leur ensemble sont significatives pour le modele.

D’aprés le critére retenu pour I'évaluation de la régression, le R%ajusté, les deux
meilleurs facteurs qui permettent donc d’expliquer la variance observée sont : la
fréquence de production d’alcool et la distance des localités aux cours d’eau douce.
Le coefficient de détermination ajusté atteint 0,637. Cela signifie que 63,7% de la
variance sont expliqués par la combinaison linéaire des deux variables précitées.
Puisque les variables sont pertinentes par rapport au modele du fait de la
significativité de la quantité d’informations apportées, les paramétres du modele

peuvent étre présentés (tableau XXIII).

Tableau XXIII: Paramétres de I'équation de distribution de Cx. quiquefasciatus en

fonction des parametres environnementaux

Parametre Valeur Ecart-type t de Student Pr>t
Constante 24,216 1,730 14,00 0,000
FPA -1,0541 0,1887 -5,59 0,000
DCED 0,4023 0,1671 2,41 0,024

L’équation s’écrit : Rac(FR_CQ) = 24,22 - 1,05 FPA + 0,40 DCED

5.3.4 Modéle de distribution spatiale de Ae. aegypti

Les résultats de la régression linéaire avec la transformation de la famille de Box-
Coss sont les suivants pour Ae. aegypti. En tenant compte du R?-ajusté, le meilleur

modele pour Ae. aegypti est consigné dans le tableau XXIV.
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Tableau XXIV: Valeur du coefficient de détermination du meilleur modeéle de Ae.

aegypti.

Modele Nombre de Nom des R? R2?-ajusté
variables variables

dans le modele

1 4 NJP, NDVI, TOPO, DCES 0,536 |0,455

Le test de Fisher sur l'analyse de la significativité de la quantité d’information
apportée par les variables a la régression pour Ae. aegypti donne les résultats

suivants pour ce meilleur modele (tableau XXV).

Tableau XXV : Résultats du test de Fisher pour Ae. aegypti

Sources Somme des carrés  Ddl Carré F de Probabilité
moyen Fisher
Modeéle 0,140973 4 0,035243 6,65 0,001
Résidus 0,121966 23 0,005303
Total 0,262939 27

La probabilité associée au test F de Fisher est de 0,001 soit moins de 0,1% de
chance de se tromper en considérant que les quantités d’'information apportée par le
nombre de jour de pluie (NJP), le NDVI, le relief (TOPO) et la distance des localités
aux cours d’eau saumatre (DCES) dans leur ensemble sont significative pour le

modéle.

D’aprés le critére retenu pour I'évaluation de la régression, le R?ajusté, les meilleurs
facteurs qui permettent donc d’expliquer la variance observée sont : le nombre de

jour de pluie, le NDVI, le relief et la distance des localités aux cours d’eau saumatre.

Le coefficient de détermination ajusté atteint 0,455. Cela signifie que 45,5% de la

variance sont expliqués par la combinaison linéaire des quatre variables précitées.

Puisque les variables sont pertinentes par rapport au modele du fait de la
significativité de la quantité d’informations apportées, les paramétres du modele

peuvent étre présentés (tableau XXVI).
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Tableau XXVI: Parametres de I'équation de distribution de Ae. aegypti en fonction

des paramétres environnementaux

Paramétre  Valeur Ecart-type tde Student Pr>t
Constante 0,079 4,564 0,02 0,986
NJP 0,00157 0,04644 0,03 0,973
NDVI 0,6634 0,2006 3,31 0,003
TOPO -0,005324 0,001039 -5,12 0,000
DCES -0,007067 0,004753 -1,49 0,151

L’équation s’écrit :
1/rac(FR_AA) = 0,08 + 0,0016 NJP + 0,663 NDVI — 0,00532 TOPO - 0,00707 DCES

5.4 Expression cartographique des équations.

La probabilité liée au test de normalité des résidus et celle liée au test d’homogénéité
des variances de BREUSH-PAGAN étaient satisfaisantes (Annexe 3). Les modéles
sont donc validés. Cette validation des modéles donne la possibilité de production
d’'une carte théorique de la distribution de chaque espéce vectrice de maladies dans

la zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé-Tori Bossito (figure 47, 48, 49 et 50)

< Pour An. funestus

Nous observons sur cette carte des zones tres homogénes de pourcentage de
'espéce An. funestus. En dehors de quelques filots tres restreints, surtout dans la
partie nord de la zone, les pourcentages prédits sont disposés en bandes, avec une
augmentation quasi réguliere du sud-est vers nord-ouest. Cette structure rubanée est
tres semblable a celle que présentent certains €éléments du milieu physique comme :

les précipitations.
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Figure 47: Prédiction de la distribution spatiale des pourcentages d’An. funestus.

% Pour An. gambiae

En dehors de quelques flots trés restreints, les pourcentages prédits sont disposés
en bandes, avec une augmentation quasi réguliere de l'est vers l'ouest. Cette
structure rubanée est trés semblable a celle que présentent certains éléments du
milieu physique comme : les précipitations. Nous pouvons donc dire que
'environnement présente une qualité décroissante pour An. gambiae au fur et a
mesure que l'on va de l'est vers l'ouest. L’'ouest n’est donc pas favorable a la
prolifération de I'espéce An. gambiae et correspond également a des zones ou la
nappe phréatique est trés profonde. Les cours d’eau méme temporaires sont rares.
Elles présentent les conditions les moins favorables a I'écologie de I'espéece An.
gambiae, puisque le modele y prédit des abondances relatives faibles. Au fond, il
s’agit des zones les plus séches. Elle montre également que les facteurs écologiques
invoquant I'humidité/aridité demeurent les déterminants les plus importants dans la
répartition de I' especes de An. gambiae.
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Figure 48: Prédiction de la distribution spatiale du pourcentage de An. gambiae

% Pour Cx. quinquefasciatus

Nous observons sur cette carte des zones trés hétérogénes de pourcentage de
'espece Cx. quinquefasciatus.

Dans I'ensemble de la zone sanitaire, les pourcentages prédits sont disposés en
bandes, avec une diminution du nord-ouest vers le sud-est.

Les cours d’eau méme temporaires étant rares dans le nord de la zone sanitaire, les
populations sont contraintes a creuser des bassins de rétenu d’eau pluviale. Sans
protection majeur, ces bassins se voient obstruer par des débris de toutes sortes. En
contacte avec I'eau, ces derniers se décomposent et rend le milieu organique. Cette
situation est tres favorable a la prolifération des gites larvaires a moustiques Culex
qguinquefasciatus. Le nord de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito
présente des conditions les plus favorables a [I'écologie de I'espéce Culex
guinquefasciatus puisque le modele y prédit des abondances relatives élevées par

rapport a la zone sud.
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Figure 49: Prédiction de la distribution spatiale des pourcentages relatifs de Cx.

quinquefasciatus

% Pour Ae. aegypti

Nous observons sur cette carte des zones trés hétérogénes de pourcentage de
'espéce Ae. aegypti. Les pourcentages prédits sont disposés en bandes, avec une
diminution quasi réguliéere du nord vers le sud. Nous pouvons donc dire que
'environnement présente une qualité décroissante pour Ae. aegypti au fur a mesure
gue l'on va du nord vers le sud-est. Le sud-est n'est donc pas favorable a la
prolifération de cette espece. Cette répartition est opposée avec certains parametres
du milieu comme le NDVI et le nombre de jour de pluie. Dans le nord de la zone
sanitaire Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito, le nombre de jour de pluie est faible par
rapport a la zone sud. Cette situation oblige les populations a multiplier les jarres
pour la conservation des eaux de pluie, véritables gites larvaires de moustiques Ae.
aegypti. De plus I'absence de cours d’eau et plan d’eau dans la région nord limite le
développement d’une importante végétation. Cette situation fait que le NDVI est

minimal par comparaison au sud plus humide et plus arborescente.
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Figure 50: Prédiction de la distribution spatiale des pourcentages relatifs de Ae.

aegypti

5.5 Confrontation de I'incidence palustre a Plasmodium falciparum a la vérité

du terrain

La transmission du paludisme repose sur le contact entre un hote et un vecteur. Pour
que la maladie se développe, il faut qu’'un nombre suffisant d’hétes et de vecteurs
soit rassemblé. Une augmentation de lintensité de ce contact constitue un des
facteurs de risque d’émergence de la maladie. La présence, I'abondance et la

dynamique des vecteurs dépendent de nombreux facteurs environnementaux.

Pour les deux espéces d’Anopheles identifiées (figure 51), le coefficient de
corrélation entre la distribution observée et lincidence palustre a Plasmodium
falciparum est de 0,825. Le coefficient de corrélation est positif, élevé et proche de 1,
le niveau de ressemblance maximum, le niveau d’identité parfaite. Ce qui signifie que
I'abondance anophélienne évolue dans le méme sens que l'incidence palustre.

Cette situation montre bien qu’une lutte ciblée contre les vecteurs du paludisme aura

forcément un impact important sur l'incidence du paludisme.
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Figure 51: Corrélation entre fréquence d’Anopheles capturés et I'incidence palustre
d’octobre 2007 a décembre 2009 dans sept localités de la zone sanitaire Ouidah-

Kpomasse-Tori Bossito

Conclusion du chapitre IV et V.

Les principaux résultats de I'étude des relations entre la distribution spatiale des
fréquences observées et celle des facteurs environnementaux mettent en exergue
des zones de colonisation préférentielle entre les différentes espéces. Dans la famille
des Anophelinae, l'espéce An. gambiae trouve de meilleures conditions de
développement dans les régions du sud-est et du nord-est qui sont les régions les
plus humides tandis que I'espéce An. funestus préfére uniquement les régions du
sud—est ou prédominent les marais et les prairies aquatiques. Dans la sous-famille
des Culicinae, Ae. aegypti et Cx. quinquefasciatus proliferent dans les régions nord-
ouest et sud-ouest de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito. L’analyse
des configurations spatiales des quatre espéces montre que la répartition spatiale

des vecteurs est non aléatoire.

L’analyse en composante principale a révélé que les fréquences de An. gambiae et
de An. funestus sont en relation positive avec I'axe 1. Tenant compte des parametres
environnementaux pris en compte par cet axe, on en déduit que lorsqu’il y a un

grand vent, une forte pluie, une humidité relative, une température, et une Fréquence
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élevée de production d’alcool, les frequences de An. funestus et de An. gambiae
augmentent par opposition a une faible visibilité, une faible pression, un relief
topographique faiblement accidenté et a une faible distance des localités au cours
d’eau douce qui font baisser leurs fréquences. Cet axe est négativement corrélé avec
la fréquence de Cx. quinquefasciatus. De ce fait, lorsqu’il y a un grand vent, une forte
pluie, une humidité relative, une température, et une fréquence de production
d’alcool élevés, la fréequence de Cx. quinquefasciatus diminue par opposition a une
faible visibilité, une faible pression, un relief topographique faiblement accidenté et a
une faible distance des localités au cours d’eau douce qui font augmenter sa
fréequence. L’axe 3 est significativement corrélé avec la fréquence de Ae. aegypti. Il
s’agit d’'une corrélation négative avec I'axe 3. Donc on peut déduire que lorsque le
nombre de jour de pluie, I'indice normalisé de végétation et la distance des localités
au cours d’eau saumatre sont élevés la fréquence de Ae. aegypti baisse. Ces
parametres représentent les déterminants environnementaux de la répartition
spatiale des différentes espéces considérées. Ces résultats confirment la deuxieme
hypothése selon laquelle, la contribution des déterminants environnementaux dans la

répartition spatiale des vecteurs est différentielle.

Sur la base de ces tendances, la distribution des espéces vectrices a été décrite de
facon formelle par quatre fonctions. Lors de cette formalisation, nous avons procédé
a I'expression des fréquences transformées des quatre especes (An. funestus, An.
gambiae, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti) en fonction des facteurs les plus
déterminants. Ces fonctions de répartition de la distribution spatiale ont permis de

réaliser des cartes de distribution spatiale de chacune des quatre especes.

L’évaluation de la qualité des modéles a partir de I'analyse de la normalité des
résidus et le test d’homogénéité des variances de BREUSH-PAGAN était
satisfaisante. Ces résultats confirment la troisieme hypothese selon laquelle la
connaissance des facteurs les plus déterminants de la répartition spatiale des
vecteurs permet de prédire en tout point les fréquences de population de moustique

vecteur dans ce milieu.
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CHAPITRE VI : DISCUSSION- CONCLUSION GENERALE ET SUGGESTIONS

6.1 DISCUSSION
6.1.1Caractérisation de la faune culicidienne et répartition des vecteurs.

La faune culicidiénne du Bas Dahomey avait déja été étudiée en juin et juillet par
Huttel (1947). Cet auteur avait principalement travaillé sur les moustiques récoltés
dans les habitations et avait recensé 13 especes dans les environs de Porto Novo et
de Cotonou. J. Hamon lui emboita le pas en 1953. Les localités ciblées par les
travaux de J. Hamon et collaborateurs lors de deux séjours dans le Bas Dahomey,
en mars puis en novembre et décembre 1953, couvraient une zone littorale allant de
la frontiere Bénin Nigéria a 20 kilométres a I'ouest de Cotonou et s’étendant environ
sur 20 kilomeétres dans l'intérieur des terres. Zoogéographiguement, toute cette zone
fait partie, selon Chapin, de la sous région occidentale, et plus précisément du
District de la savane guinéenne supérieure (Upper Guinea Savanna District). En
réalité la zone d’étude de J. Hamon et collaborateurs prend en compte les actuelles
communes de Porto Novo, Seme, Aguégués, Abomey Calavi, S06- Ava,
'arrondissement de Pahou dans la commune de Ouidah et Cotonou. Les travaux de
J. Hamon ont permis de recenser 45 espéeces de moustiques. Pour notre part, 24
especes de moustiques ont été répertoriées. Cet écart entre les résultats de

Hamon et al (1953) et nos résultats serait lié au fait que les captures de Tori Bossito
et environs concernent seulement les moustiques anthropophiles alors que Hamon a
travaillé aussi sur des especes zoophiles. Soulignons que plusieurs autres espéces
de moustiques ont été capturées lors de notre séjour a Tori Bossito qui n’ont jamais
été mentionnées par les travaux de Hamon et de Huttel . Il s’agit de An. brohieri ; Ae.
gr palpalis, Ae. gr tarsalis, Ae. vittatus ; Cx. gr decens, Cx. quinquefasciatus et Cx.
thalassius et un autre genre rare, celui de Eretmapodites dont I'espéce capturée sur
appat humain lors de nos prospections est : Eretmapodites gr quiquevittatus. Aussi
les travaux de M. Akogbéto réalisés a Cotonou, Kétonou, Porto Novo et Bopa ont

montré I'existence de I'espece Cx. quinquefasciatus dans les habitations.

Une étude realisée en 2010 par Patrick Akono portant sur 'abondance et la diversité
de la faune culicidienne a Yaoundé au Cameroun avait révélé la présence de 11
espéeces de moustiques regroupées en deux genres dans la région. Pour notre part,

nous avons noté 24 espeéces de moustiques regroupées en six genres (Aedes,
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Anopheles, Culex, Erecmapodites, Mansonia et Uranotenia). La différence entre nos
résultats et ceux de Patrick Akono est liée au fait que ce dernier a travaillé
uniguement dans un lac et une riviere, alors que pour notre part nous avons travaillé

dans une zone ou les gites larvaires a moustique sont plus diversifiés.

Durant I'étude, 124202 moustiques ont été capturés. Le genre Culex vient en téte de
classement avec 57,03% contre 35,32% pour Mansonia ; 3,88% pour Anopheles et
3,76% pour Aedes. Les genres Erecmapodites (0,01%) et Uranotenia (0,001%)
représentent des espéces accidentelles dans cette zone d’étude. Parmi les espéces
Anopheles identifiées par Patrick Akono, An. gambiae et An. funestus étaient plus
abondantes. Nos résultats sont similaires a ceux de Patrick Akono puisque sur 4821
moustiques Anopheles identifiés dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito, 2505 moustiques étaient des An. gambiae soit 51,96% et 36,34% pour An.
funestus contre 11,4% pour autres moustiques Anopheles. La nature temporaire des
gites dans cette zone sanitaire, ajoutée au fait qu’ils sont plus ou moins riches en
végeétations aquatiques, semblent largement contribuer a la prolifération des espéces
An. gambiae et An. funestus qui sont du reste considérées respectivement comme
vecteurs majeur et secondaire du paludisme en Afrique subsaharienne (Vercruysse,
1981; Lebras et al., 1986; Robert et al., 1986; Gazin et al., 1987). Les larves des
deux espéces ont sensiblement les mémes exigences eécologiques, la seule
différence étant le fait que les larves de An. gambiae sont héliophiles (photo 3), alors
gue celles de An. funestus affectionnent les gites ombragés (photo 4). Ces résultats
confirment ceux de Hamon en 1956 et de Gillies et Coetze en 1987. La forte
concentration de matiéres organiques et minérales en décomposition explique la
présence de Culicinae dans un milieu (Bruce-Chwatt, 1983). Cependant, CXx.
guiquefasciatus n’a pas été identifié par Patrick Akono. Nos résultats montrent bien
l'existence de l'espeéce Cx. quiquefasciatus dans la zone sanitaire. L’absence de
cette espece dans la zone d’étude de Patrick Akono est liée au fait que ce dernier n’a
pas travaillé dans un milieu urbain. Les travaux de Karch sur la faune cullicidienne et
sa nuisance a Kinshasa ont révélés que la variation de la nuisance est trés
hétérogéne. Selon lui, le moustique urbain Culex quinquefasciatus est I'espéce la
plus abondante et la plus agressive dans la plupart des zones urbaines ou la

moyenne des piqdres est environ 400p/h/n (Karch, 1993).
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Dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito, les espéces de moustique
sont plus diversifiees dans les hameaux d'Adjahassa (0,83) et d’Agadon (0,82) au
nord de la zone sanitaire et moins diversifiée dans le sud-est (dans les localités de
Hla (0,31), de Manguévier (0,27) ou prédominent les marais et les bas-fonds. Dans
ces marais, prédominent plus les larves de Mansonia africana. Nos travaux sont
similaires & ceux de Karch qui, travaillant sur la faune culicidienne et sa nuisance a
Kinshasa avait remarqué que les Mansonia colonisent plutdt les marécages couverts
des plantes aquatiques du coté au fleuve Zaire et de la riviere de Ndijili ainsi que les
mares du coté des rizieres dans les zones suburbaines et semi-rurales (Karch,
1993).

De janvier a décembre 2009, huit missions de prospection larvaire ont été
organisées sur un rayon de 500 metres autour de chaque site. Nous avons noté la
présence de 04 genres de Culicidae dans les 28 sites. Un total de 3529 gites a été
répertorié. Les gites a Culex représentent 44% des gites, suivis des gites a Aedes
(36%), des gites a Anopheles (13%) et des gites a Mansonia (7%). Les différences
observées entre les (gites larvaires des divers genres de moustique sont
statistiguement significatives car le test de Khi-2 d’ajustement a une distribution
aléatoire sur I'échantillon a donné une probabilité (Prob. < 0,0001) au seuil de
signification de 0,05. La faible prolifération des gites larvaires a Mansonia est
certainement liée a la méthode du « dipping » utilisée pour récolter les larves de
moustiques. Cette méthode n’est pas adaptée a la capture de larves de ce genre, qui
vivent fixées sur les végétaux aquatiques (Patrick, 2010). La présence des larves
Mansonia dans les jarres est liée a leur transport passif par les populations des
marais vers les habitations (Bio-Bangana, 2012). Sur les 3529 gites larvaires
identifiés, 2478 gites soit 71% sont temporaires, 19% sont permanents tandis que
10% sont semi permanents. Les différences notées entre la fréquence des gites
temporaires, semi permanents et permanents, sont hautement significatives. Le test
de Khi-2 d’ajustement a une distribution aléatoire (Prob. < 0,0001) au seuil de
signification de 0,05 le confirme bien. Dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito, la plupart des gites larvaires sont donc temporaires. L’analyse log-linéaire
appliguée aux fréquences absolues des gites larvaires des différents genres de
moustique en fonction de leur durée de mise en eau et de leur typologie a révélé que

I'effet du genre et celle de la durée de mise en eau des gites larvaires de moustiques
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sur leurs fréquences sont tres hautement significatif (Prob. < 0,0001). Le méme
résultat est obtenu en ce qui concerne l'interaction entre ces deux facteurs, ce qui
implique que l'effet du genre sur la fréquence dépend de la durée de mise en eau
des (gites larvaires de moustiques et vice versa. Les gites larvaires a Anopheles, a
Culex et a Aedes sont temporaires et représentés par des jarres tandis que ceux a
Mansonia sont permanents et représentés par les marais. Les marais produisent les
larves de moustique en grande quantité durant toute I'année tandis que le pouvoir
productif des jarres est limité dans le temps (les saisons seches). Les différences
notées entre les quatre genres seraient liées aux différences de conditions biotiques
et abiotiques dans le milieu (Bio-Bangana, 2012). Une analyse de la variance,
modéle fixe & deux facteurs sans répétition : gites larvaires des différents genres de
moustiques et les périodes de prospection larvaire a permis d’analyser la dynamique
temporelle des gites larvaires. Ces gites proliferent plus en saison des pluies par
opposition a la saison séche. Au cours de ces saisons, le sol est gorgé d’eau, et les
gites temporaires et semi permanents s’installent. Ces résultats confirment ceux de
Patrick en 2010. Selon ce dernier, les variations saisonnieres des larves de Culicidae

sont fortement corrélées a la pluviométrie.

Dix sept missions entomologiques ont été effectuées d’octobre 2007 a décembre
2009. 124 202 moustiques capturés ont été identifiés utilisant la clé de détermination
taxonomique de Gilles, (2002). La faible prolifération des moustiques Ae. aegypti
(8%) dans un milieu pourtant favorable a leur développement (existence de
nombreux gites larvaires constitués par des jarres) a été confirmée par d’autres
chercheurs. En effet nos résultats sont similaires & ceux de Karch obtenus sur la
faune culicidienne et sa nuisance a Kinshasa en 1990. Cette situation s’expliquerait
par le fait que les captures ont démarré a partir de 22 heures, heure a laguelle les
Aedes ne piquent plus, leurs activités étant diurnes (Karch, 1990). Dans le méme
temps, la faible prolifération des moustiques Anopheles serait liée au fait que les
gites larvaires de ce genre de diptéere sont & 70% temporaires et constitués de
flaques d’eau et exceptionnellement par des jarres. Aussi les moustiques An.
funestus ont été capturés seulement dans quelques localités dans le sud-est de la
zone d’étude ou proliferent les marais. Ces deux situations ont pour conséquence la
production des larves d’Anopheles limitée dans le temps et dans I'espace, d'ou la

faible prolifération des adultes issus de ces Anopheles. Les moustiqgues Culex et
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Mansonia représentent les genres les plus rencontrés dans la zone sanitaire Ouidah-
Kpomasse- Tori Bossito. lls posent un énorme probléme de nuisance. Cette forte
prolifération serait liée non seulement aux nombreux bassins de rétention d’eau de
pluie mais aussi aux nombreux bas-fonds qui entretiennent une humidité
permanente dans certaines localités. Les gites larvaires de ces genres de
moustiques sont permanents et semi permanents, d’ou leur pourvoir de production
illimité dans le temps et dans l'espace. Nos travaux ont révélé d’autres genres
comme : Erecmapodites (0,01%) et Uranotenia (0,00%). La faible représentation de
ces genres peut-étre liee au mode de capture adopté. En effet ces moustiques sont

plus zoophiles qu’anthropophiles.

Les moustiques vecteurs de maladies retenus dans le cadre de cette étude (Ae.
aegypti, An. gambiae, An. funestus et Cx. quiquefasciatus) représentent 14%
(17383) des moustiques capturés. La répartition des 14% des vecteurs retenus se
présente comme suit : An. funestus (10%), An. gambiae (14%), Cx. quinquefasciatus
(68%) et Ae. aegypti (08%). Les différences notées entre la fréquence des
moustiques vecteurs de maladies sont hautement significatives au regard des
résultats du test de Chi-2 d’ajustement a une distribution aléatoire (Prob. < 0,0001)

au seuil de signification de 0,05.

La distribution spatiale des espéces vectrices de maladies varie d’'une espéce a une
autre. La répartition de An. gambiae et An. funestus se caractérise par une
population plus dense dans la partie nord-est et sud-est du site. Celle de Cx.
quinquefasciatus et de Ae. aegypti se caractérise par une concentration dans la zone
nord-ouest et sud-ouest de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito. De
telles répartitions permet de soupconner une dépendance spatiale dans la
distribution des fréquences de moustiques vecteurs de maladies, d’ou la nécessité
de tester I'autocorrelation spatiale. Le calcul des indices d’autocorrelation spatiale
effectué sur les 28 hameaux de collecte a révélé que : l'indice de Moran est proche
de 0 pour toutes les espéces considérées sauf An. funestus (0,52). La réalisation de
la variable aléatoire régionalisée est donc indépendante. Cela signifie que les
frequences de An. gambiae, de Cx. quinquefasciatus et de Ae. aegypti dans un
hameau de collecte ne sont pas influencées par les fréequences observées dans les
hameaux voisins. Il n'‘est donc pas possible de prédire les fréquences dans un

hameau, connaissant les fréquences observées dans un autre hameau s’appuyant
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sur la distance qui les sépare d’ou la nécessité de pousser I'analyse en vérifiant les
les Z scores de l'indice de concentration des valeurs fortes et faibles de Getis-Ord
General G. En effet cet indice donne des Z Scores faibles voire négatifs. Etant
donné qu’un faible Z Score négatif et une p valeur basse indiquent une agrégation
spatiale de valeurs faibles alors nous pouvons dire que d’aprés ces statistiques, Il
existe des agrégats spatiaux de valeurs faibles a l'intérieur desquels peut s’exprimer
une autocorrelation spatiale.

Pour ce qui est de An. funestus, la réalisation de la variable aléatoire régionalisée
n'est pas indépendante. Il y a donc autocorrélation spatiale dans la distribution
observée. Cela signifie que les fréequences de An. funestus collectées dans un
hameau sont influencées par les fréquences observées dans les hameaux voisins.
Cependant, le test statistique devant valider cette dépendance spatiale pour
'ensemble de la variable aléatoire régionalisée donne un Z score de 4,145941 qui
relativise I'interprétation de I'indice d’autocorrélation de Moran. En effet, il se situe en
dehors de lintervalle de confiance [-1,96 ; 1,96]. Il est difficle d’en déduire la
présence d’autocorrelation spatiale sur 'ensemble de la variable. Il existe sans doute
des agrégats spatiaux exprimant I'existence locale d’autocorrelation spatiale. Ces
résultats permettent de dire que I'hypothése de distribution spatiale non aléatoire des
moustiques vecteurs de maladies est vérifiée. Une direction et des agrégats ont été
également identifiés. Les tests d’autocorrelation montrent I'indépendance spatiale et
le fait que I'espace (absolu) est insuffisant pour expliquer la distribution observée.
Les structures spatiales mises en exergue ne trouvent pas d’explication dans les
relations de voisinage. Il est donc important de recourir a d’autres facteurs qui
expliquent ces répartitions observées. Nos résultats sont similaires a ceux de Somé
qui, travaillant sur la modélisation de la distribution spatiale des formes moléculaires
M et S d’Anopheles gambiae sensu stricto au Burkina Faso avec les SIG et 'analyse
spatiale, avait remarqué que l'espace absolue, c’est-a-dire la distance entre les
localités ne pouvait pas expliquer la répartition spatiale de ces especes. Si 'espace
dans sa dimension géométrique est insuffisant pour expliquer la distribution des
fréquences observées, certaines de ses caractéristiques peuvent étre plus
pertinentes. Il convient donc de vérifier la relation entre les attributs de I'espace en
tant que milieu de vie, environnement des moustiques vecteurs de maladies et les

fréquences observées. L’environnement se positionne dans cette perspective comme
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facteur susceptible d’expliquer la distribution observée, d'ou la nécessité de

modeéliser cette distribution spatiale.
6.1.2 Modélisation de la distribution spatiale des vecteurs de maladies.

Une analyse en composantes principales (ACP) réalisée sur les facteurs
environnementaux a généreé trois axes factoriels non corrélés. Ces trois axes ont été
corrélés avec les fréquences de moustiques vecteurs de maladies identifiés.

La corrélation entre les fréquences de An. gambiae, de An. funestus et de Cx.
quinquefasciatus est significatif alors qu’il n’existe pas de corrélation significative
entre 'axe 1 et la fréquence de Ae. aegypti. Tenant compte des parametres
environnementaux pris en compte par cet axe, on en déduit que lorsqu’il y a un
grand vent, une forte pluie, une humidité relative, une température, et une fréquence
élevée de production d’alcool, les fréquences de An. funestus et de An. gambiae
augmentent par opposition a une faible visibilité, une faible pression, un relief
topographique faiblement accidenté et a une faible distance des localités au cours
d’eau douce qui font baisser leurs fréquences. L’axe 1 est négativement corrélé avec
la frequence de Cx. quinquefasciatus. De ce fait, lorsqu’il y a un grand vent, une forte
pluie, une humidité relative, une température, et une fréquence de production
d’alcool élevés, la fréquence de Cx. quinquefasciatus diminue par opposition a une
faible visibilité, une faible pression, un relief topographique faiblement accidenté et a
une faible distance des localités au cours d’eau douce qui font augmenter sa
fréquence. L’axe 2 ne présente pas de corrélation significative avec les fréquences
des moustiques vecteurs de maladies. En ce qui concerne l'axe 3, il est
significativement corrélé avec la fréquence de Ae. aegypti. Il s’agit d’'une corrélation
négative avec I'axe 3. Donc on peut déduire que lorsque le nombre de jour de pluie,
I'indice normalisé de végétation et la distance des localités au cours d’eau saumatre
sont éleveés et un relief topographique accidenté, la fréquence de Ae. aegypti baisse.
De cette analyse en composantes principales, nous déduisons d’une part qu'’il existe
des relations entre les facteurs de I'environnement et la distribution des moustiques
vecteurs de maladies et d’autre part qu’il existe une opposition entre les préférences
ecologiques de ces moustiques. En somme, la deuxieme hypothese est vérifiee. En
effet, tous les facteurs environnementaux ne contribuent pas de la méme fagon a la
détermination de la structure spatiale observée. Certains facteurs environnementaux

peuvent devenir plus facilement une contrainte importante, un facteur limitant au
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développement et a la propagation des espéces. D’apres les résultats de I'analyse,
nous avons procedé a la réduction du nombre de variables explicatives par exclusion
des variables : nombre de producteurs d’alcool (NPA), Gites domestiques et les
types d’habitat; identifié le meilleur modele en comparant les criteres AIC (Akaike
Information Criterion) et BIC (Bayesian Information Criterion) des modeles (modele
de poisson, modele binomiale négative, modele de régression linéaire avec
transformation de la famille Box-Cox de la variable dépendante ; procédé a une
modélisation séparée des quatre especes de moustiques vectrices de maladies et

enfin procédé a la régression linéaire multiple.

Le modele de distribution de An. funestus montre bien que les cing principaux
déterminants de sa distribution sont le vent, la distance des localités aux cours d’eau
saumatre, la pluviométrie, la température et la visibilité. Rappelons également que
plus I'on s’approche des cours d’eau saumatres, plus la fréquence de I'espéce An.
funestus diminue. Cette espece apprécie davantage les gites naturels plus larges
plus permanents (mares, étangs, lacs, bras de rivieres, rizieres) ombragés et aux
eaux claires Hamon et al (1959). Ce modéle de distribution montre que I'espéce An.
funestus ne prolifere pas dans les eaux saumatres et salées. Ces résultats sont

confirmés par d’autres chercheurs (Diagne, 1994).

Le modele de An. gambiae fait intervenir deux principaux déterminants que sont: la
pluviométrie, la distance des localités aux cours d’eau saumatre. La pluviométrie
constitue le principal facteur de submersion des gites larvaires. Une étude réalisée
par Coz en 1973 et portant sur la contribution a I'étude du complexe Anopheles
gambiae en Afrique de I'ouest a montré que An. gambiae n’est pas trés exigeant
pour la qualité de I'eau mais préfere comme lieux de ponte les collections d’eau
limoneuse peu profondes non ombragées proches des habitations et d’étendue
réduite, fossés, flaques d’eau (Coz ,1973). Dans la zone sanitaire Ouidah-
Kpomasse-Tori Bossito, les larves de An. gambiae ont été retrouvées

exceptionnellement dans des jarres.

Le modéle de Cx. quiguefasciatus fait intervenir deux principaux déterminants que
sont: la fréquence de production d’alcool et la distance des localités aux cours d’eau
douce. Mais il convient de remarquer que la fréquence de I'espéce Cx.

quinquefasciatus augmente lorsque la fréquence de production d’alcool diminue et
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que l'on s’éloigne des cours d’eau douce. Les Culex se développent dans les
bassins permanents ou temporaires de condensation d’alcool dans zone Ouidah-
Kpomasse Tori Bossito. Leurs ceufs, regroupés en « radeaux » a la surface de I'eau,
ne supportent pas de forte température (Nasci et Miller, 1996). En fait I'éloignement
des localités des cours d’eau douce associé a la nappe phréatique trés profonde
dans le nord et le sud-ouest de la zone sanitaire Ouidah-Kpomasseé et Tori Bossito,
augmentent la périodicité de stockage des eaux destinées pour la condensation de
l'alcool. Etant donné que les larves de moustiques ont juste besoin de 7 a 10 jours
pour leur émergence, il est donc possible que cette eau assure plusieurs cycles
aquatiques avant une nouvelle opération de production d’alcool qui va forcément
assurer la destruction des ceufs. Aussi, dans cette zone, le nombre de producteurs
d’alcool est plus élevé que dans la zone sud-est (Ouidah et sud de Tori Bossito).
Mais ces producteurs ne sont pas des professionnels. Donc la fréquence de
production d’alcool est faible c’est-a-dire de l'ordre de 3 a 4 fois l'an. |l est
généralement connu que I'habitat est le point de rencontre privilégié entre les
vecteurs et les hommes. C'est le lieu des contacts les plus longs, simplement parce
gue I'habitat est l'endroit ou I'hdte passe le plus de temps dans limmobilité
(sommeil), au moment le plus indiqué pour l'activité nutritionnelle du moustique, a
savoir la nuit (Assoko, 2005). Une étude réalisée au Burkina Faso en zone irriguée, a
montré que I'éloignement de I'habitat a quelques centaines de métres d’'une zone
irriguée ou d’un cours d'eau est la seule mesure réaliste pour limiter la nuisance
culicidienne (Tia, 1992). Ces résultats sont contraires aux notres. En effet dans la
zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito, I'espéce Cx. quinquefasciatus
prolifére plus dans les localités éloignées des cours d’eau douce. En réalité la
profondeur de la nappe phréatique et I'absence de cours d'eau obligent les
populations a creuser des bassins de rétention d’eau pluviale, véritables gites de

moustiques a Culex (Bio- Bangana, 2012).

Le modele de distribution spatiale de Ae. aegypti fait intervenir le NDVI, le nombre de
jour de pluie, la topographie et la distance des localités aux cours d’eau saumatre. Le
NDVI permet de représenter la variation de I'activité photosynthétique (Sellers, 1985)
et est donc corrélé a la variation de la biomasse végétale, elle-méme reliée, en
grande partie, aux variations pluviomeétriques. Il est considéré comme un indicateur

fiable du niveau des précipitations (Tucker et al, 1985; Linthicum et al, 1987) et donc
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de I'abondance des gites larvaires. Une étude réalisée au Kenya, a montré que les
fortes valeurs du NDVI correspondent généralement a des périodes de précipitations
abondantes et, selon Linthicum et al (1990), il existe une corrélation entre le NDVI et
le niveau d’inondation des sites de ponte des moustiques (I'inondation des sites
s’observant juste avant ou en méme temps que le pic du NDVI). Ces résultats sont
contraires aux noétres. En effet, les fréquences de Ae. aegypti diminuent avec les
valeurs de NDVI et du Nombre de jour de pluie élevées. Les différences notées sont
liées au fait que Tucker (1985) et Linthicum (1987) ont travaillé dans une zone de
forét alors que nos travaux ont porté sur une zone hautement anthropisée,
découverte de couvert végétale dans sa majeur partie et a nappe phréatique tres
profonde. En effet la profondeur de la nappe phréatique, obligent les populations a
multiplier les jarres véritables gites larvaires de moustiques Ae. aegypti.

Sur la base de ces tendances, la distribution de ces espéces vectrices a été décrite
de fagon formelle par quatre fonctions. Lors de cette formalisation, nous avons
procédé a l'expression des fréquences transformées des quatre especes (An.
funestus, An. gambiae, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti) en fonction des facteurs
les plus déterminants. Ces fonctions de répartition de la distribution spatiale ont

permis de réaliser des cartes de distribution spatiale de chacune des quatre espéces.

L’évaluation de la qualité des modéles a partir de I'analyse de la normalité des
résidus et le test d’homogénéité des variances de BREUSH-PAGAN était
satisfaisante. Ces résultats confirment la troisieme hypothése selon laquelle la
connaissance des facteurs les plus déterminants de la répartition spatiale des
vecteurs permet de prédire en tout point les fréquences de population de moustique
vecteur dans ce milieu. Ces résultats confirment ceux de Somé en 2010 au Burkina

Faso.

L’intérét de modéliser la répartition spatiale de An. gambiae, An. funestus, Cx.
quinquefasciatus et Ae. aegypti est de contribuer a la mise en place de stratégies de
lutte ciblée contre ces vecteurs pour mieux lutter contre le paludisme, la nuisance
culicidienne, la filariose lymphatique et la fievre dengue dans le monde en menant
des investigations sur I'un des maillons de la chaine de transmission de ces espéces
(Bio- Bangana, 2012).
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6.2 CONCLUSION GENERALE

L’intérét de ce travail est d’étudier la relation entre les facteurs environnementaux et
'occupation du territoire par les vecteurs de maladie afin de mieux comprendre
I'écologie de ces vecteurs pour mieux les combattre. En effet une bonne stratégie de
contréle des vecteurs doit d’abord prendre en compte I'environnement qui offre a ces

vecteurs les conditions écologiques favorables a leur survie et a leur reproduction.

Cette these a permis de décrire I'organisation spatiale des especes An. gambiae sl,
An. funestus, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti dans la zone sanitaire Ouidah-
Kpomasse-Tori Bossito et d’en identifier les facteurs déterminants. Elle a permis
également de produire des modéles de distribution spatiale des especes
rencontrées.

La biogéographie, enrichi des apports indispensables de I'entomologie et des outils
et méthodes de I'analyse spatiale, de I'analyse statistique des données et des
systemes d’information géographique, a permis de structurer I'étude autour de la
distribution spatiale des espéces An. gambiae s.l., An. funestus, Cx.

guinquefasciatus et Ae. aegypti dans une perspective pluridisciplinaire.

Cette thése a montré une hétérogénéité spatiale dans les préférences écologiques
des espéces An. gambiae sl., An. funestus, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti. Le
sud-est et le nord-est de la zone d’étude, correspondant aux régions des marais et
des prairies aquatiques, sont les zones ou prédominent les especes An. gambiae sl
et An. funestus. Dans le nord-ouest et le sud-ouest, régions les plus arides, régions
des bassins artificiels utilisés pour la production artisanale d’alcool, 'espéce Cx.
quinquefasciatus est largement dominante. Dans I'ensemble de ces deux zones se
concentre l'espéce Ae. aegypti. Deux groupes de facteurs environnementaux
caractérisent les zones de concentration et influencent de facon significative la
distribution spatiale des quatre espéeces de vecteurs (An. gambiae sl., An. funestus ,
Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti). Le premier groupe de facteurs est naturel et se
compose du vent, de la visibilité, de I'humidité relative, de la température, des
précipitations, de la végétation et du relief. Le deuxieme groupe évoque plutdt
I'anthropisation du milieu et se compose de la fréquence de production d’alcool et de
la distance des localités aux cours d’eau douce et saumatre. A partir de ces facteurs
de l'organisation spatiale des quatre espéces, quatre modéles de distribution spatiale

(un modele pour chaque espece) ont été réalisés. Ces modeéles ont permis la
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réalisation d’'une carte de distribution spatiale des fréquences des espéces An.
funestus, An. gambiae, Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti dans la zone Ouidah-

Kpomasse-Tori Bossito.

Au regard de ces résultats, nous pouvons affirmer que I'hypothése de distribution
non aléatoire des especes An. funestus, An. gambiae, Cx. quinquefasciatus et Ae.
aegypti est confirmée. Les facteurs environnementaux expliquent bien la répartition
spatiale des vecteurs. Mais lls y contribuent toutefois de facon différentielle. Ceci
confirme la seconde hypothése de cette étude. Celle de la contribution différentielle
des facteurs de I'environnement dans la répartition spatiale des moustiques vecteurs
de maladies dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito. La troisieme
hypothése, celle de la possibilité de prédiction des fréquences de moustiques
vecteurs connaissant certains paramétres d’un milieu est aussi confirmée, méme si

la fonction de répartition de I'un n’est pas I'opposé sensu stricto de l'autre.

Les trois objectifs fixés au départ de ce travail de recherche a savoir : la description
de la répartition spatiale de An. gambiae, de An. funestus, de Cx. quinquefasciatus et
de Ae. aegypti dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito, I'identification
des parametres du milieu qui déterminent cette répartition spatiale et la modélisation

de la distribution spatiale de ces espéces sont tous atteints.

Les descriptions cartographiques et statistiques de la distribution spatiale des trois
especes vectrices sont disponibles. Des modéles de distribution spatiale validés ont
été mis au point.

Le niveau d’atteinte des objectifs et de validation des hypothéses voudrait que I'on
regarde la méthodologie utilisée avec intérét. Cette méthodologie met en ceuvre un
ensemble de processus qui pourraient étre répliqués a bon escient sur d’autres sites
et pour d’autres vecteurs de maladies. En combinant dans une démarche
géographique, I'analyse spatiale, I'analyse statistique de données, les systémes
d’'information géographique, la sociologie et I'entomologie, ce travail constitue un
point d’application des méthodes géographiques dans I'analyse des problemes de

santé, particulierement dans leurs aspects environnementaux.

6.3 SUGGESTIONS
Cette étude veut apporter un autre regard sur les questions « environnement et
santé » en éclairant, sous un angle géographique, les décideurs et les chercheurs

qui s’investissent dans la lutte antivectorielle.
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A I’endroit de :

Actions a mener

Impacts

Etat central

Multiplier les adductions d’eau villageoise, les rendre

géographiquement et financiérement accessible a tous

La multiplication des adductions d’eau villageoise permet de limiter le recours
aux eaux des marais par les populations, le remblai des bassins pluviaux, la
limitation du transport passif des larves de moustiques des marais vers les

habitations et du coup celle de la nuisance et de la maladie

Décourager l'investissement foncier sur tout le territoire
national en exigeant les permis de construire avant toute
installation, en augmentant les taxes sur le batit et en

veillant au strict respect de cette réglementation

L’investissement foncier (achat des carrés et leur construction) entraine une
stagnation de I'économie locale et nationale. Ne permet pas la création
massive  demploi. Occasion des problemes d’aménagement et
d’assainissement. Le découragement de cette investissement permet donc de
libérer les zones inondables, de réduction des gites larvaires (puisards, puits
perdus, marais), de diminuer le risque de propagation des maladies d’origines
hydriques, de stimuler la culture d’entreprise, I'accessibilité et la possibilité de

traitement des gites larvaires permanents.

Rendre navigable les cours d’eau de la zone sanitaire
en endiguant leurs bordures. Ce qui a pour effet la
réduction de la surface d’écoulement de ces cours d’eau

et 'augmentation de la surface cultivable.

Le développement des infrastructures de transport fluvial a pour réle
d’augmenter les potentialités économiques (la pisciculture, le transport fluvial,
le maraichage) des communes, de créer de I'emploi et de s’auto financer
(achat de moustiquaires imprégnées a longue durée d’action, médicaments

antipaludiques)

Aménager et procéder a I'entretien périodique des

infrastructures de transport rural

L’aménagement des infrastructures de transport rural assure 'amélioration de
'accessibilité géographique aux soins de santé aussi bien pour la population

locale que pour les services d’urgence
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Communes La communication avec la population pour un|La plus part des gites dans la zone sanitaire Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito
changement de comportement. Cette communication | sont temporaires et constitués par des jarres, des bassines, des calebasses,
doit s’appuyer sur la nécessité d’agir sur les risques de |des bidons. Envisager un traitement anti larvaire de ces (ites est possible
prolifération des gites larvaires (la non fermeture et le |mais peu efficient. L’intervention des autorités communales a travers les
non lavage régulier des jarres, des bassins, des bidons | chaines de radios communautaires a I'endroit de leur électorat peut réduire de
et autres, 'automédication pour cause du paludisme). maniere significative le risque de propagation des moustiques et des affections
Assurer 'entretien courant des infrastructures de L’entretien courant des infrastructures de transport rural consiste au remblai
transport rural des dépressions de la voie, aux curages des caniveaux. Une telle action

permet la suppression des nids de poule (flaque d’eau sur les pistes) qui sont
de véritables gites larvaires de moustiques Anopheles. Il permet aussi
d’écouler facilement les produits agricoles et d’éviter le bradage des produits
agricoles principale cause de pauvreté en milieu rural.

Lotissement des villages et hameaux Le lotissement des villages et hameaux permet de prévoir des problemes
d’aménagement et d’assainissement pour une gestion durable des maladies
vectorielles.

Chercheurs Mener des recherches pour l'identification des Le ciblage de la lutte anti vectorielle permet d’étre efficient en matiére de lutte

insecticides respectueux de I'environnement et de la
santé humaine et animale, gérer efficacement la
résistance des vecteurs aux insecticides et aux

médicaments.

contre les vecteurs, de préserver la santé de la population contre les maladies
vectorielles et de préserver I'environnement contre les insecticides utilisés

pour la démoustication..
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ANNEXE 1 : Fiche d’identification des gites larvaires de moustiques dans la Zone

Sanitaire Ouidah- Kpomasse- Tori Bossito.

|-Identification de I’habitation.

lI- Caractéristiques de I’habitation (case).

1-Type de case (case a plusieurs piéces, case isolée, villa moderne...etc.) :............
2-Murs de I'habitation (téle, brique simple, terre battue, planche, banco,
DAMDOU. .. B1C. ) i
3-Statut d’occupation (propriétaire, locataire, hébergé gratuitement, autres)............
4-Mode d’aisance (dans la nature, latrine publique, fosse septique, autre.)...............
5-Mode d’éclairage (SBEE, huile de palme, pétrole lampant, groupe électrogéne,
autres).

6-Mode d’approvisionnement en eau(AEV,SONEB,forage payant,forage non
payant,puits, citerne,riviere/lac/marigot, autres)............cooiiiiiiiiiii
7-Mode de conservation de I'eau(plastique, jarre,autres)...............c.cooeiiiiiinnn.
8-Equipement (radio, radio casette, télévision, ventilateur, cuisiniére,..)

I1I- Données socio-culturelles.
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IV- Identification du gite

Typologie

Nbre = Nature(An,cx,
Ae, Man)

Caractéristique
Permanent ou

non

Densité

larvaire

Salinité

pH

Lat

Long

Puisard

Jarre

Bas-fond

Marais

Usine de
Production

d’alcool

Caniveau

Dépression

de la voie

Bassin

Autre
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ANNEXE 2 : Fiche synthése moustique adulte par village

Code du village

Nuits de captures

1lére nuit

2ieme nuit

Espéces

Intérieur

Extérieur

Intérieur

Extérieur

TOTAUX

Ptl

Pt2 | Pt3

Pt4

Ptl

Pt2 | Pt3

Pt4

Ptl

Pt2 | Pt3

Pt4

Pt1

Pt2 | Pt3

Pt4

Intérieur

Extérieur

Int+Ext

Anopheles gambiae

Anopheles funestus

Anopheles nili

Anopheles

pharoensis

Anopheles ziemanni

Anopheles broheri

Anopheles coustani

Autres Anopheles

Aedes aegypti

Aedes vittatus

Aedes luteocephalus

Aedes gr. palpalis

Aedes gr. tarsalis

Autres Aedes

Culex

quinquefasciatus

Culex gr decens

Culex nebulosus

Culex tigripes

Culex annulioris

Autres Culex

Mansonia africana

Mansonia uniformis

Erecmapodites gr.

quinquevittatus

TOTAL
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ANNEXE 3 : Evaluation des modéles.

L’analyse de la contribution globale puis individuelle des variables et celle des
coefficients permettent d’apprécier la qualité de I'information par rapport au modéle.
L’évaluation du modeéle aide a apprécier sa compatibilité avec la réalité du terrain.
Cette évaluation va se faire a partir du test de la normalité des résidus et le test
d’homogénéité des variances. L’évaluation par le test de normalité des résidus est
une évaluation statistique. La validité d'un modéle linéaire suppose au plan
statistiqgue que les résidus suivent une loi normale et une égalité des variances. Le

seuil de confiance retenu est de 95%.

% Test de normalité des résidus et d’homogénéité des variances pour An.
funestus

La figure 1 montre le test de normalité des résidus. On constate que la probabilité

lite a ce test est supérieure a 0,1 (Prob.>0,05) ce qui signifie que les résidus sont

normaux. Par ailleurs, le test d’homogénéité des variances de BREUSH-PAGAN

(tableau ) indique une probabilité égale a 0,98 (Prob.>0,05) ce qui signifie I'égalité

des variances. En conclusion le modele est validé.

Tableau | : Résultat du test dhomogénéité des variances de BREUSH-PAGAN pour
An. funestus

Row Ch2 Prob

1 0,7 0,98

Probability Plot of C14

Normal
99
Mean 0.04449
StDev 1.040
95 N 28
20 4 ® RJ 0.992
P-Value >0.100
80 +
70 4
= 60 -
5] 50
g 40 ]
o
30 +
20 H
e
10 ®
5 5
1 T T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3
C14

Figure 1: Graphe montrant le test de normalité des résidus pour An. funestus.
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% Test de normalité des résidus et d’homogénéité des variances pour An.
gambiae

La figure 2 montre le test de normalité des résidus pour An. gambiae. On constate

gue la probabilité liee a ce test est supérieure a 0,1 (Prob.>0,05) ce qui signifie que

les résidus sont normaux. Par ailleurs, le test d’homogénéité des variances de

BREUSH-PAGAN (tableau Il) indique une probabilité égale a 0,78 (Prob.>0,05) ce

qui signifie I'égalité des variances. En conclusion le modéle est validé.

Tableau Il: Résultat du test dhomogénéité des variances de BREUSH-PAGAN pour

An. gambiae
Row Ch2 Prob
1 0,49 0,98
Probability Plot of C14
Normal
99
Mean 0.01858
StDev 1.048
95 N 27
RJ 0.985
o P-Value  >0.100
80
70
T 60
Y s0-
1™
g
30
20
101
5 -
1 T T
-3 3

Figure 2: Graphe montrant le test de normalité des résidus pour An. gambiae.
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% Test de normalité des résidus et d’homogénéité des variances pour Cx.

guinquefasciatus

La figure 3 montre le test de normalité des résidus pour Cx. quinquefasciatus. On
constate que la probabilité liée a ce test est supérieure a 0,07 (Prob.>0,05) ce qui
signifie que les résidus sont normaux. Par ailleurs, le test d’homogénéité des
variances de BREUSH-PAGAN (tableau IIl) indique une probabilité égale a 0,90
(Prob.>0,05) ce qui signifie I'égalité des variances. En conclusion le modele est
valideé.

Tableau lll: Résultat du test d’homogénéité des variances de BREUSH-PAGAN pour
Cx. quinquefasciatus

Row Ch2 Prob

1 0,58 0,90

Probability Plot of C14

Normal
99
Mean -0,5538
StDev 3,689
95 - N 28
RJ 0,964
90 1 P-Value 0,068

80
70
60
50
40
30 4
20

Percent

10 A
5

-10 -5 0 5 10
ci4

Figure 3: Graphe montrant le test de normalité des résidus pour Cx.

guinguefasciatus
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% Test de normalité des résidus et d’homogénéité des variances pour Ae.

aegypti

La figure ci-dessous montre le test de normalité des résidus. On constate que la
probabilité liée a ce test est inférieur a 0,1 (Pro.>0,05) ce qui signifie que les résidus
sont normaux. Par ailleurs, le test d’homogénéité des variances de BREUSH-
PAGAN (tableau IV) indique une probabilité égale a 0,99 (Prob.>0,05) ce qui signifie

I'égalité des variances. En conclusion le modéle est validé.

Tableau IV: Résultat du test d’homogénéité des variances de BREUSH-PAGAN pour
Ae. aegypti

Row Ch2 Prob
1 0,14 0,99
Probability Plot of C7
Normal
99
Mean -0.01696
StDev 1.038
95 N 28
RJ 0.996
=09 P-Value  >0.100
80 |
70 -
‘E 60 _
Y s0-
O 40
o
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Figure 4: Graphe montrant le test de normalité des résidus pour Ae. aegypti
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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.

*Corresponding Author: Sahabi Bio-Bangana P< biobanganaa@yahoo.fr
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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.

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
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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 | _ |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
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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

The harmful effect of culicidae was studied forrd@nths in two hamlets in swamps of the commune of
Tori-Bossito located at the south-west of Benin @#ig. It appears a difference in the density of
aggressive fauna between a hamlet of Tanto wherepdipulations are supplied out of water in the
marsh area (7 bites /man /night) and Todo wherewter of the swamp is not used for domestic
purposes (5 bites /man /night). The larval breediitgs of Anopheles are 3 times more diversified in
the area of water provision in the marsh area @)arfthe frequency of the larval breeding site of
Anopheles is constantly 8 times higher at Tanta tilaTodo. Mansonia africanawas found in the
earthenware jars in Tanto but not in Todo. Watesvision systems are undoubtedly one of the
determinants of space-time distribution of the nuitegs in Tori Bossito.

KEYWORDS: Benin Republic, water provision, mosqe#otypology, marsh area.

INTRODUCTION

Benin, like the whole of Africa in the south of Sah, pays heavy tribute to the diseases transniiyethe
mosquitoes such as malaria, dengue, yellow feverfitarioses. If the therapeutic component of théseases
is fundamental, it does not remain less that thtrobof the vectors is a considerable shuttehanfight against
these diseases (Bakvet al, 2009). However, the fight against these varioagagitoses transmitted by the
mosquitoes requires a good knowledge of the bidoggoand the distribution of these vectors (Akoghét
2003). The increase in population in Africa and gpacial irregularities in the drinking water seevioad have
encouraged for several decades to resort to maasr.w

The water provision in the marshes and their caiagiem in and around the houses involve modifigatiof the
typology of the larval breeding site and culicidierfauna. Malaria is the most important by farha tropical
parasitic diseases in the world and it makes maréms than any other transmissible diseases, dixaepf
tuberculosis. Malaria maintains poverty. It cosfsga 12 billion dollars US$ each year in lost GDPabsorbs
up to 25% of the income of households and accdent$0% of the health expenditure of the governm@émte
year of healthy life is gained for 1 to 8 Euro dpfem the effective cure of the cases of malaribiclv puts this
disease at the same level cost effectiveness amation against measles (UN, 2009). The fight mstamnalaria
is a priority of the health policy but the diveysitf the epidemiologic facies and its diagnostid afinical
implications make this fight difficult but not impsible. (Djeutchouang, 2010). However the remowhthe
housing to the marshes can reduce malaria in agdavky (Akoncet al, 2009).

The study of culicidienne fauna of two areas of shawf old creation, the area of Tanto and Todo, ceased
out by the Entomological Research center of Cotawworeduce morbidity due to the vectorial disea3dss
study will contribute to reinforce the social mdamition in favour of the behavioural change and the
safeguarding of the environment.

METHODOLOGY

Site of study

The localities of Tanto and Todo are located atsbuth-west of Benin in the Tori-Bossito commuate37 km
from Cotonou, the first city of the country. Thesedocated in edge of semi-permanent marshes piegen
weak variations of flow according to precipitatioriBhe climate béninien, of subequatorial type which
characterizes the area, counts four definitely mdudeasons: two rainy seasons from March to Jaly fitom
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September to November, with annual precipitatiohgrder of 1.200 mm; two dry seasons from Noventber
March then from July to August. The maximum tempees are reached in March and the minimal ones in
August. Tanto means near the “Tan” hollow and Ttwlmean that before the creation of Tori-Bossitis iat
this place that the populations used to carry whtetheir various activities. These localities @t in an
alluvial area with hydromorphic ground. The levétlee ground water is 56 meters of depth in Tardenit is
22 meters in Todo. A rural track serves Tanto amdses the marsh in its northern part. In rainsseeathis
rural track shows water puddle pools, true breedites of anopheles. There exists in these two étanolf the
relics of dense forest. One also meets in the wE3bdo a very bulky plantation of palm tree with. @he
vegetation plays a central role in the constitutidrthese mediums. It intervenes initially in pedogsis by
supporting sedimentation. The screen which it ¢aries and the organic matter contribution whicpritvides
to the substrate decrease evaporation: such comslitire very favourable to the laying and the coagien of
the eggs (31). At 200 meters of Todo, exists aruatilth of running water. The permanent buildings @are.
Only collective installations are village water gegance near Tanto. This water point serves alptpgulation
of Tori-cada center, that is to say a populatiofh2#5 inhabitants according to the statistics (IES2002).

Sociological investigations

In order to see the influence of the behaviouthef man on the proliferation of the larval breedsiigs of
mosquitoes and on their imagos, a quantitativeystudthe census of the works of water provisios, itiode of
storage, the periodicity of storage was subjeca @afoss-sectional study in August 2009. For thapase, a
census of the population and number of dwelling likeir typology was subject of a preliminary stuthe
distant of each locality in the marsh was measuféd mode of water provision took into account eaie
number of parameter like: backwater, simple we#]lwith large diameter, village water conveyané&y),
AEV and backwater, basin/cistern. As far as the enofdwater storage is concerned, we took into atcthe
elements hereafter: (earthenware jar, pans, baloded can, open can). As far as the periodiditwashing
equipment water conservation, it varies from ongtdahree months. Finally in terms of washing m¢lmple
sponge, mode of palm, sponge and soap, hand deafegf tree and broom). On the whole, 68 dwelliimgs
Tanto and 85 in Todo were listed. A representativeach dwelling was selected and questioned. \ivdqged
the mothers compared to the fathers because thigersoare the one who occupy more water provisiainen
villages. The children less than 18 years did nakerobject of questioning.

Larval prospection

From January 2009, and every 6 weeks, larval paigpewere carried out in the accesses of the rearsifi
Tanto and Todo like inside of the two localitieh€el consisted in systematically seeking all theepiidl pre-
imaginaux breeding sites with mosquitoes, identigyithem and out taking away of larvae in the pesiti
breeding sites. These taking away were made acaptdi the method of the “dipping” using the equiaoc
Some various species were taken, fed up and theratval densities were determined by the mettidtad a
cast of Bruce-Chwatt (1983).

Capture and identification of the adult mosquitoes

The sampling of the adult mosquitoes was carrigcegary 6 weeks during two consecutive nights fi22r00

to 6:00 in the morning on voluntary human subjetésed inside and outside of four dwellings retdifar this

purpose. The points of captures were selectedreasoned way inside the groups of dwellings. Theurad
mosquitoes and the emerged larvae were identifidiyidually on the level of the genus and the specinder
binocular magnifying glass, on the basis of morpbwal criterion using a taxonomic key of deterntima of

Gilles & De Meillon (1968) and Gilles & Coetzee 88 and counted by point of capture and time Sibkese
samples allowed the estimate of the densities gifesgiveness of the populations culicidiénnes.

Data processing
Software PASW version 18.0 enabled us to use @bk df correlation of Pearson to evaluate the ioxlat
between the mode of water provision, the larval athalt breeding sites mosquitoes.

RESULTS

Mode of water provision

The transverse investigation carried out in Au@@9 into the mode of water provision of the pagiohs of
Tanto and Todo, revealed the following resultsThanto, on a total of 68 surveyed, 58 supply thewesein
backwater of the hamlet (Photol and 2) that is4085,3% of the population; 57 are supplied in wateAEV
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water of the locality that is to say is 83,8% oé ghopulation; 05 are supplied out of water prinyaiil their
basin/cistern (Photo 3) that is to say 7,4% ofbpulation.

In Todo on the other hand, on 85 surveyed all @ffio supply itself in of water only in a well thistto say
100% of the population compared with 0% in the meass AEV, basin/cistern. Let us stress that sinng#s,
the Village Water conveyance (AEV) and the SONEBsInot shelter the larvae of the mosquitoes beaaiuse
their hermetically closed character and their depltie backwaters and the basins thus constitutallareeding
sites of mosquito risk factors of malaria and fdaes.
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Table 1: source of waters provision in two HamiieTori Bossito.

Tanto Todo
Source of waters provision Frequence Percentage Frequence Percentage
Back waters 58 85,3% 0 0,0%
Simple well 0 0,0% 83 97,6%
Adduction Village Waters (AEV) 57 83,8% 0 0,0%
Basin/ citern 5 7,4% 0 0,0%
National company of water of the Benin
(SONEB) 0 0,0% 2 2,4%

Mode of conservation of water

Once the conditions of provisioning fulfilled, waie preserved in the earthenware jars. A studsiezhiout in this direction
during the same time showed that 68 dwellings prestheir water in the earthenware jars at Tan& ihto say 100% of
the population and 57 preserve it in cans hermisticlsed from 20 to 50 liters of capacity or &% of the population. In
Todo for a total of 85 surveyed the results pretfegmnselves as follows:

Table 2: Mode of storage of water

Mode of storage of water Tanto Todo
Frequency Percentage Frequency Percentage

Earthenware jar 68 100,0% 83 97, 7%

Barrel 0 0,0% 0 0,0%
Basin/citern 0 0,0% 0 0,0%

Pan 0 0,0% 0 0,0%

Pot 0 0,0% 0 0,0%

Firm can 57 83,8% 2 2,3%

Typology of the larval lodgings

In the locality of Tanto where the populations gypthemselves ouf of water in the marsh, the latva@eding sites
anophelienne are diversified (6 various types ofdhbreeding sites) compared to Culicinae (3 waidypes of larval
breeding sites). In Todo on the other hand thedingesites of Culicinae are diversified. Thus in ftathe earthenware jars
shelter larvae of Mansonia, which is not the castado.

Table 3: Typology of the larval breeding siteS'anto and Todo in the commune of Tori-Bossito.

SUB-FAMILLY GENUS TYPOLOGY TANTO TODO THE TWO SITES

Culicinae Aedes Earthenware jar

T1

Culex Basin/citern
Earthenware jar
Barrel
T1

Mansonia Basin/citern
Earthenware jar
Back waters
T1

X
1

X X = X

N X X

Ts
Anophelinae Anopheles Feeding trough

Basin/citern
Can
Puddle pool
Earthenware jar
Back waters
T1

Ts

w P X
DO XXXXXXPEOWXXXWXXXPEX

DD OOXXXXXXWwWXXXNDN

W N N X X

St
X= presence, larval T1= Typology of larval genwsyal Ts= Typology of larval sub family, larval STypology of total
larval.
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Frequency of the larval breeding sites

In the first hamlet where the populations watervigion in the marsh, the frequencies of the latwaeding
sites of the principal genus are: Anopheles (4302 ™Mansonia (46; 25%), Culex (63; 35%), and Aeti3;
13%). In the second hamlet, they are Mansonia 808%), Anopheles (6; 10%), Culex (26; 42%), and Aede
(11; 18%). If the four genus were found in the tamlets, their frequencies in term of larval bregdsites
vary from a hamlet to another. Thus the larval 8ireg sites Anopheles are 2, 7 times superiors md that in
Todo. This is related to the fact that the popalatiat the same time as they take water in thehmartsansport
also the larvae of Anopheles and mansonia. And thenthey are accustomed to preserving their watéhne
earthenware jars, it is completely obvious thats¢héatters be more prolific in Anopheles in Tanid (
earthenware jars shelter Anopheles in Tanto ag@Bstarthenware jars in Todo). Non negligible défeces of
jars sheltering the mansonia were noted in thehamlets. Thus 100% of earthenware jars met in Tant®
sheltered the larvae of mansonia against 0% in Todo

Table 4: Frequency of the larval lodgings of Taamol Todo in the commune of Tori-Bossito.

SUB-FAMILLY GENUS TYPOLOGY TANTO TODO THE TWO SITES
Culicinae Aedes Earthenware jar 23 11 34
F1 23 11 34
Culex Basin/citern 2 0 2
Earthenware jar 61 24 85
Barrel 0 2 2
F1 63 26 89
Mansonia Basin/citern 4 0 4
Earthenware jar 18 0 18
Back waters 24 18 42
F1 46 18 64
SF 132 515 187
Anophelinae Anopheles Feeding trough 1 0 1
Basin/citern 0 3
Can 2 0 2
Puddle pool 6 0 6
Earthenware jar 18 3 21
Back waters 19 3 22
F1 49 6 55
SF 49 6 55
SFt 181 61 242

F1= number of larval breeding sites genus, SF= rurabmulated breeding sites sub family, SFt= Futhber
of larval breeding sites.

Density of the larval breeding sites.

In the locality of Tanto, hamlet where the popiolas water provision in the marsh, the full numbefréarvae
of the prospected breeding sites (cumulated drsfithe principal genus are: Anopheles (149; 8%gnsonia
(1290; 69%), Culex (373; 20%), Aedes (52; 3%).Ha second hamlet i.e. Todo, this cumulated derisity
Anopheles (9; 4%), Mansonia (33; 15%), Culex (18%), and Aedes (29; 14%). If the four genus wermd
in the two hamlets, their cumulated density vafiesn a hamlet to another. Thus the larval breediitgs
Anopheles are 2 times superiors in Tanto that idolT d he cumulated density of the mansonia is 4jp@sors
in Tanto that in Todo (Table 5)
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Table 5: Cumulated larval density of the lodging3anto and Todo in the commune of Tori-Bossito.

SUB-FAMILLY GENUS TYPOLOGY TANTO TODO THE TWO SITES
Culicinae Aedes Earthenware jar 52 29 81
D1 52 29 81
Culex Basin/citern 4 0 4
Earthenware jar 369 138 507
Barrel 0 5 5
D1 373 143 516
Mansonia Basin/citern 14 0 14
Earthenware jar 112 0 112
Back waters 1164 33 1197
D1 1290 33 1323
SD 1715 205 1920
Anophelinae Anopheles Feeding trough 1 0 1
Basin/citern 5 0 5
Can 4 0 4
Puddle pool 28 0 28
Earthenware jar 38 6 44
Back waters 73 3 76
D1 149 9 158
SD 149 9 158
SDt 1864 214 2078

D1= larval Density of the genus, larval SD= cumedatensity of the sub family, SDt= full cumulatedvial
density

Distribution of the adult mosquitoes

If the distribution of the adult genus of mosqugoearies only little from a hamlet to other, abumcks
culicidiennes, are very different on the whole lod study. Abundances of Mansonia are (232; 37%)aimo

and (161; 24%) in Todo; those of Culex are (3326Band (438; 65%); those of Anopheles from (18%622
and from (64; 10%) and those of Aedes from (121%)14nd (9; 1%). Among the anopheles, spedies
gambiaeis the most frequent, as that is traditional inst\&frica. They are aggressive especially afternigt.

In dry high season, in December, January, MarchAarglst, the cumulated abundance of these anopasdes
(19) in Tanto against (06) in Todo. In October, Bmber, May and June, in period of rains, abundances

increase until 168 in Tanto and 56 in Todo.

Table 6: Manpower culicidiennes and many bitesnp@n and night

Hamlet Tanto Todo
Number of adult mosquitoes 874 672
Number of nights capture 2 2
Number of capturer 8 8
Number of missions of capture 8 8
Number of bite/man/night 7 5

DISCUSSION

A study carried out in 2009 by Patrick Akono Ntanmn the Abundance and the diversity of culicideefauna
in Yaounde, Cameroon in a lake and a river had shibvat the absence of the individuals of the Mares&imd

in its results, however announced in the localitiNkolbisson by BOM Il (sea-green Com.) is certgirglated
to the method of the “dipping” used to collect thevae of mosquitoes. This method is not adaptethéo
capture of larvae of this kind, which live fixed tdre watery plants, from where the need for beirustomed
to combining the methods of capture of mosquitoesrder to increase the probability of obtaining thost
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species possible in a given site (Akono et Al, 20@@cording to their recommendations, we noteceédithe
presence of mansonia at the time of the eight captf mosquitoes on human bait. As far as we anearned
we noted during the larval prospection the larvBmansonia in the earthenware jars in Tanto. Tiigsgon is
primarily related to the passive transport of thevde of mansonia towards the earthenware jarshby t
population as earthenware jars do not constitlietape of predilection mansonia.

In dry season, absence of rains and the drainitigeofarshes under the effect of an intense surexipigin the
weak density anophelienne. However there does angt total disappearance of the larval breeding.sg@ince
the earthenware jars used to preserve water etisereelay of the production of the larvae and thtishe
adults. But their capacity to produce the larvamaims definitely lower compared to those of marst the
basins. The strong increase of vectorial densitsain season is primarily related to the settingvater of the
marshes and the basins. This setting in water efntlarshes leads the populations to take the wateitsf
conservation in the earthenware jars placed outhielewellings. What makes multiply not only theetsity of
the breeding site in rain season but more espgcailndance culicidienne. Many breeding sites dse a
created in the immediate vicinity of the marsheshgyprints of vehicles (puddle pools) in Tanto.

The great difference in the harmful effect culieitihe between the two hamlets of Tori-Bossito isamable.
The element which differentiates them is the watewision in the marshes. Tanto where the watevipian is
done in the marshes undergoes most strongly tlggeagion, even in dry season. The populations dbTare
less victim of the culicidiennes aggressions. Timprovement of the requirement in drinking water thg
construction of 04 adduction village waters in thiéage for Tori-cada centers (village to whichldregs the
Tanto hamlet) is the first challenge the authasitiéll have to reach. The construction of theseuatidn village
waters must take account of space because the djnoater is very deep (56 meters) in the area, aed t
populations do not have financial resources to awprthe requirement out of water by the constractb
ordinary wells. It is precisely this possibility @bnstruction of ordinary wells by the populationis Todo
because of not very deep ground water (22 meteh&@haprevent them from looking back to water of the
marshes.

The water provision in the marshes in Africa angirtistorage in the villages involve an increasekedrin the
production of culicidae. This situation is relatedspace disparities of the water service road.iffpgovement
of the water service road, the communication fdrehavioural change, the cleansing of the floodpland
dwellings, the spreading of biological insecticidé® Bti and Bs, the construction of the remotélsments
from the floodplains are solutions among to takeettuce the harmful effect culicidienne. Individpabtection
by ITNs is a complementary strategy of great value fight against the mosquitoes requires theigapon of
all.
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Abstract

Background: To implement an Insecticide Resistance Management (IRM) strategy through a randomized
controlled trial (phase ll), 28 villages were selected in southern Benin. No recent entomological data being
available in these villages, entomological surveys were performed between October 2007 and May 2008, before
vector control strategies implementation, to establish baseline data.

Methods: Mosquitoes were sampled by human landing collection (16 person-nights per village per survey per village)
during 5 surveys. Mosquitoes were identified morphologically and by molecular methods. The Plasmodium falciparum
circumsporozoite indexes were measured by ELISA, and the entomological inoculation rates (EIRs) were calculated.

Molecular detection of pyrethroid knock down resistance (Kdr) and of insensitive acetylcholinesterase were performed.

Results: 44,693 mosquitoes belonging to 28 different species were caught from October 2007 to May 2008.
Among mosquitoes caught, 318 were An. gambiae s.s., 2 were An. nili, 568 were An. funestus s.s., and one individual
was An. leesoni. EIR was 2.05 + 1.28 infective bites per human per 100 nights on average, of which 0.67 + 0.60
were from An. funestus and 138 + 0.94 infective bites were from An. gambiae. Important variations were noted
between villages considering mosquito density and malaria transmission indicating a spatial heterogeneity in the
study area. The kdr allelic frequency was 28.86% in An. gambiae s.s. on average and significantly increases from
October 2007 (10.26%) to May 2008 (33.87%) in M molecular form of An. gambiae s.s. Ace 1 mutation was found in
S molecular of An. gambiae s.s at a low frequency (< 1%).

Conclusion: This study updates information on mosquito diversity and malaria risk in rural villages from south Benin.

It showed a high spatial heterogeneity in mosquito distribution and malaria transmission and underlines the need of

further investigations of biological, ecological, and behavioral traits of malaria vectors species and forms. This study is
a necessary prerequisite to cartography malaria risk and to improve vector control operations in southern Benin.

Background

Malaria remains a major cause of morbidity and mortal-
ity in sub-Saharan Africa and represents one of the most
critical public health challenges for Africa. In 2008, 243
million cases of malaria was estimated worldwide leading
to 863 000 deaths of which 89% were in the African
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( BioMVed Central

Region [1]. Treatment with Artemisinin Combination
Therapy (ACT), the use of Indoor Residual Spraying
(IRS) and Insecticide Treated Nets (ITNs) represent the
main approaches of malaria control [1]. Household ITNs
ownership reached more than 50% in several high burden
African countries [1]. Pyrethroids are the only insecti-
cides used for net impregnation because of their strong
efficacy, their fast acting effect at low doses and their low
toxicity for mammals [2]. Unfortunately, pyrethroids
resistance in malaria vectors has spread across Africa and

© 2010 Djénontin 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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is now present in most of countries where national
malaria control programmes (NMCP) are implementing
large scale distribution of Long Lasting Nets to popula-
tions at risk, i.e. children under five and pregnant women
[3]. Up to now, there is no evidence that pyrethroids
resistance reduce the effectiveness of ITNs for malaria
control at operational scale [4]. However, a small scale
field trial carried out in an area of resistance in southern
Benin (Ladji) and Burkina Faso (Kou Valley) showed a
reduction of personal protection and overall insecticidal
effect of ITNs in experimental huts [5-7].

It is then urgent to find ways to manage this resis-
tance in malaria vectors. In this context, malaria vec-
tors control and insecticide resistance management
tools based on the use (alone or in combination with
pyrethroid-treated mosquito nets) of alternative classes
of insecticides with different mode of action than pyre-
throids were developed and have already been evalu-
ated in experimental huts, with good results against
wild populations of strongly resistant An. gambiae
[6,7].

To validate these strategies, their impact on malaria
transmission and insecticide resistance dynamic in
malaria vectors must be accessed through randomized
controlled trials under phase III. For that purpose, 28
villages were selected in Ouidah-Kpomasse-Tori
(OKT) health district in southern Benin. No entomolo-
gical data from OKT health district was available.
Recent data relative to Culicidae fauna of Benin go
back up to 1950s [8,9]. Thus, in order to collect base-
line data relative to mosquito’s diversity and abun-
dance, malaria transmission and the prevalence of
insecticide resistance alleles in malaria vectors, ento-
mological surveys were performed between October
2007 and May 2008 in the study area before imple-
menting the vector control strategies. This paper
reports these baseline data.

Methods

Study area

The study was carried out in OKT health district. Twenty
eight villages were selected considering a size between
250-500 inhabitants, a distance between two villages
higher than two kilometers and the absence of a local
health center. The OKT health district is one of 36 health
districts in Benin. This district has essentially a sub-equa-
torial climate, with two dry seasons (August-September
and December-March), and two rainy seasons (April-July
and October-November). The average annual rainfall is
around 1200 mm, of which 700-800 mm come in the
first rainy season and 400-500 mm come in the second
rainy season. The average monthly temperatures vary
between 27 and 31°C. The northern part of the health
district is made of a plateau that drops into the Couffo
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valley and the Allada depression. The southern is watered
by several ramification arms of Toho Lake (Fig 1). The
study zone is totally cleared of the original equatorial for-
est. Currently, the vegetation is characterized by bushes
and isolated trees, associated with areas with more or less
densely populated areas with oil palm trees.

Mosquito’s collection and identification

Sampling of mosquitoes was done in 28 villages by
human landing catches using tubes that were plugged
with cotton. Mosquitoes collection was carried out dur-
ing 5 surveys from October 2007 to May 2008 (2 in the
beginning of rainy periods and 3 in dry periods) every
6 weeks both indoors and outdoors at 4 sites per village
from 10 p.m. to 6 a.m. and for two consecutive nights
per survey (i.e. 16 person-nights per village per survey).
Teams of collectors were rotated among the collection
points on different collection nights to minimize sam-
pling bias. Ethical clearance was given for the study by
the National Ethical Committee in Benin (Comité
National Provisoire d’Ethique pour la Recherche en
Santé) and IRD ethical committee (Comité Consultatif
de Déontologie et d’Ethique). Collectors gave prior
informed consent and they were vaccinated against yel-
low fever. Since study was done in area where malaria is
endemic, adult collectors that already acquired immu-
nity against malaria parasites, did not received chemo-
prophylaxis, but were medically supervised by local
physicians in case of illness.

Mosquitoes were identified on the field to species level
using morphological criteria according to the identifica-
tion keys [10-12]. All mosquitoes belonging to the
An. gambiae complex or An. funestus group were stored
in individual tubes with silica gel and preserved at -20°C
in the laboratory.

Determination of EIRs

Heads and thoraces of anopheline females were tested by
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for detec-
tion of P. falciparum circumsporozoite protein (CSP), as
previously described [13]. Samples having an optical den-
sity higher than 3 times the average of the optical density
of negative control were considered as positive. Those
having an optical density between 2 and 3 times this aver-
age were considered as doubtful and were retested.

The CSP index was calculated as the proportion of
mosquitoes found to be positive for CSP. Entomological
inoculation rates (EIRs) were estimated as the number
of infective bites per human per 100 nights.

Molecular analysis

All mosquitoes belonging to An. gambiae complex and
Anopheles funestus group were identified by polymerase
chain reaction (PCR) at the species levels [14,15].
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Figure 1 Map of the study area.
.

Molecular forms in Anopheles gambiae s.s. were also
identified [16].

Molecular characterizations of the Kdr (west-African
Leu-Phe mutation) and Acel mutations were carried out
on all mosquitoes belonging to An. gambiae complex as
previously described [17,18]

Statistical analysis

Chi-square tests were done to determine the odds of
association of the CSP index with malaria vectors An.
gambiae and An. funestus.

Data relative to mosquito’s density and EIRs according
to villages were analyzed using a Linear Mixed Effects
(LME) model implemented in R software and written as
follow:

Log (x) = Bo + B1; + a;, where:

x = means of mosquitoes number (or EIRs) per village
per survey

3y = estimated value of coefficient associated to the
reference village

3;; = estimated value of coefficient associated to a
village i

a; = intra-village variance

i = village index

Villages were grouped according to their homogeneity
for the entomological indicator considered taking into
account f3; and its P value. In each group, the average of
the number of mosquitoes caught per village per survey
(or the number of infective bites per human per 100
nights) was calculated with its 95% confidence interval.

The genotypic differentiation of kdr and Acel loci was
tested using the Fischer exact test implemented in Gen-
ePop software [19].

Results

Species diversity and density

A total of 44,693 mosquitoes belonging to 28 species
were caught (table 1). Mansonia Africana (44.84%),
Culex gr. decens (29.91%), Culex quinquefasciatus
(9.81%), and Culex nebulosis (6.22%) were the most
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Table 1 Mosquitoes species caught from October 2007 to
May 2008 in the study area

Species Indoor Outdoor Total %

Aedes aegypti 388 318 706 1.58
Aedes gr. palpalis 12 28 40 0.09
Aedes gr. tarsalis 4 4 8 0.02
Aedes luteocephalus 21 41 62 0.14
Aedes sp 13 37 50 0.11

Aedes vittatus 199 396 595 1.33
Anopheles brohieri 1 0 1 0.00
Anopheles coustani 3 5 8 0.02
Anopheles funestus 314 265 579 1.30
Anopheles gambiae 149 173 322 0.72
Anopheles nili 1 1 2 0.00
Anopheles pharoensis 60 135 195 044
Anopheles ziemanni 12 20 32 0.07
Culex annulioris 185 428 613 137
Culex duttoni 36 18 54 012
Culex fatigans 270 436 706 1.58
Culex gr. decens 4720 8649 13369 2991
Culex nebulosis 1040 1738 2778  6.22
Culex perfuscus 2 0 2 0.00
Culex poicilipes 2 14 16 0.04
Culex quinquefasciatus 1170 3213 4383 9.81

Culex tigripes 17 38 55 0.12
Cx sp 17 17 34 0.08
Cx thalassius 10 16 26 0.06
Eretmapodites gr. quinquevittatus 0 3 3 0.01

Mansonia africana 7652 12390 20042  44.84
Mansonia uniformis 7 4 11 0.02
Uranotaenia gr bilineata 1 0 1 0.00
Total 16306 28387 44693

abundant species caught. The proportion of malaria vec-
tors (Anopheles gambiae and Anopheles funestus) was
very low (~2%).

All mosquitoes belonging to Anopheles gambiae s.1.,
were An. gambiae s.s. (217 from S molecular form and
101 from M form). Concerning Anopheles funestus
group all mosquitoes were identified by PCR as Ano-
pheles funestus s.s. except one individual which was An.
leesoni, caught in Tokoli-Vidjinangnimon village.

Large variations were observed between villages con-
sidering mosquito’s density. An average of 212 + 46
Culicidae per village per survey and 531 + 139 Culicidae
per village per survey were caught in two different
homogenous villages groups (Table 2). Concerning An.
gambiae s.l. on average 0.4 + 0.2; 1.8 £ 0.6 and 7.4 + 3.5
individuals were caught per village per survey in three
different homogenous villages groups (Table 3). In vil-
lages close to a arm of the Toho Lake, 13.48 + 5.9 An.
funestus s.l. were caught on average per village per
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Table 2 Average of Culicidae number caught per survey
per village from October 2007 to May 2008 with 95%
confidence intervals

Villages groups Average Culicidea number per
survey per village with 95%

confidence intervals
212 + 46

Group 1: Agouako;
Assogbenoudaho; Guezohoue; Hla;
Todo; Zoume; Adjahassa; Satre;
Agadon; Aidjedo; Ayidohoue;
Dokanme; Tokoli Vidjinangnimon;
Hekandji; Hounkponouhoue;
Dekponhoue; Soko; Wanho; Tokoli;
Tanto

Group 2 : Lokohoue; Tokoli 531 + 139
Vidjinangnimon; Manguevier;
Adjame-Allagbede; Amoulehoue;

Kindjitokpa; Abenihoue; Hinmandou

survey, in contrast with 0.29 + 0.1 in the others villages
(Table 4).

Vectors infection to CSP and malaria transmission risk
The CSP positivity rate was 9.63 + 3.2% in An. gambiae
s.5. (5.94 + 0.4% in M molecular form and 11.52 + 0.2%
in S form) and 2.64 + 1.3% in An. funestus s.l.. An. gam-
biae s.s. was more infected than An. funestus s.l. (OR =
4.00 (95%IC 2.13-7.54), P < 0.001). The average of EIR
from October 2007 to May 2008 was 2.05 + 1.28 infec-
tive bites per human per 100 nights of which 0.67 +
0.60 infective bites of An. funestus per human per 100
nights and 1.38 + 0.94 infective bites of An. gambiae per
human per 100 nights. EIR was very variable according
to villages. Two homogenous villages groups with
respectively 0.7 + 0.4 and 6.1 + 3.4 infective bites per
human per 100 nights were observed (Table 5).

Table 3 Average of An. gambiae s.I. number caught per
survey per village from October 2007 to May 2008 with
95% confidence intervals

Villages groups Average An. gambiae s.1.
number per survey per village

with 95% confidence intervals
04 +02

Group 1: Adjame-Allagbede;
Agouako; Assogbenoudaho;
Kindjitokpa; Guezohoue;
Hinmandou; Hla; Abenihoue; Todo;
Zoume

Group 2: Adjahassa; Satre; 18+ 06
Lokohoue; Agadon; Aidjedo;

Ayidohoue; Dokanme; Tokoli

Vidjinangnimon; Hekandji; Agokon;

Hounkponouhoue; Dekponhoue;

Manguevier

Group 3: Amoulehoue; Soko; 74 + 35

Tokoli; Tanto; Wanho
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Table 4 Average of An. funestus s.I. number caught per
survey per village from October 2007 to May 2008 with
95% confidence intervals

Villages groups Average An. funestus s.I. number
per survey per village with 95%

confidence intervals
029 £ 0.1

Group 1: Adjame-Allagbede;
Agouako; Assogbenoudaho;
Guezohoue; Hinmandou; Hla;
Abenihoue; Todo; Zoume;
Adjahassa; Satre; Agadon; Agokon;
Aidjedo; Ayidohoue; Dokanme;
Hekandji; Hounkponouhoue;
Dekponhoue; Soko

Group 2: Amoulehoue; Tokoli; 1348 + 59
Tanto; Lokohoue; Manguevier;
Kindjitokpa; Tokoli Vidjinangnimon;

Wanho

Kdr resistance gene status in An. gambiae.

The average of kdr allelic frequency from October 2007
to May 2008 was 28.86% in An. gambiae s.s. At the
beginning of the study (From October to December
2007), kdr allelic frequency was significantly higher in S
molecular form of An. gambiae s.s. (28.08%) compared
to the M molecular form (10.26%) (P = 0.001). This alle-
lic frequency significantly increased in the M molecular
form and has reached 33.87% (P < 0.001) from January
to May 2008 (Table 6).

Insensitive acetylcholinesterase gene status in

An. gambiae s.I

The allelic frequency of this gene was less than 1%. Only
two heterozygous individuals was found in the S mole-
cular form of An. gambiae s.s. at Tanto and Hekandji
during October 2007.

Discussion
The present study provides entomological baseline data
on OKT health district. Twenty eight different species

Table 5 Number of infective bites per human per 100
nights from October 2007 to May 2008 with 95%
confidence intervals

Villages groups Number of infective bites per
human per 100 nights with

95% confidence intervals
07+04

Group 1 : Adjame; Agouako;
Aidjedo; Asogbenoudaho;
Ayidohoue; Adjahassa; Dokanme;
Kindjitokpa; Guezohoue;
Hinmandou; Hla; Hounkponouhoue;
Abenihoue; Dekponhoue;
Manguevier; Satre; Todo; Tokoli;
Wanho; Agadon; Zoume

Group 2 : Amoulehoue; Tokoli 6.1 £34
Vidjinangnimon; Hekandji; Agokon;

Soko; Lokohoue; Tanto
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Table 6 kdr in M and S molecular forms of An. gambiae
s.s. from October 2007 to May 2008 in the study area

October-December 2007 January-May 2008

M form S form M form S form
RR 0 10 13 16
RS 8 62 16 20
SS 31 74 33 35
Total 39 146 62 71
Allelic frequency (%) 10.26° 28.08° 33.87° 36.62°

Kdr allelic frequency values carrying the same letter was not significantly
different (P > 0.05)

were caught during surveys whereas Huttel (1950) and
Hamon (1954) had collected respectively 13 species
(adult’s collection in the dwellings) and 45 species (adult
and larval collection) in the south-east of Benin (Coto-
nou and Porto-Novo) [8,9]. If the Culicidae diversity is
lower in our study, we have identified 3 Anopheles spe-
cies that was not mentioned in Hamon study: An. bro-
hieri, An. coustani and An. nili. These 3 species were
present at very low densities, explaining why they were
not reported previously. More unexpected is the predo-
minance in our study of Mansonia africana and the pre-
sence of Cx quinquefasciatus that were not reported by
Hamon. The relative abundance of Cx. quinquefasciatus
is particularly surprising for a species which is adapted
to polluted larval breeding sites and usually more famil-
iar with urban environment than traditional villages
from this study. Results showed a high heterogeneity of
the study area in terms of Culicidae and especially
malaria vectors abundance. It could be due to the geo-
graphic pattern of this area that is characterized by a
northern part made of a plateau and the southern
watered by several ramification arms of Toho Lake. An.
funestus density was higher in villages close to arms of
Toho Lake (< 2 km), since some of its larval breeding
sites are the bank of lake or river with vegetation. In
most villages of the study area, the soil is made of a
thick bed of a mixture of sand and clay allowing a rapid
water infiltration after rain. This impedes the formation
of An. gambiae larval breeding sites that could explain
the low density of malaria vectors. However, on the 5
surveys conducted in each village, only two were con-
ducted during a rainy period (in the beginning of the
rainy periods). This could explain the very low number
of anopheles vectors caught during the study. Further
studies conducted on a long period and taking into
account environmental factors are required to better
understand mosquito’s distribution determinants in this
area.

Anopheles gambiae s.s. and An. funestus s.s. were
shown to be the main vectors in the study area, con-
firming previous studies in West Africa [20-22]. The
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relative abundance of An. funestus in the study area and
its CSP positivity rate (2.64 + 1.3) indicate that this
mosquito is involved in malaria transmission in south-
ern Benin. No data relative to resistance status and
mechanisms of this vector being available in Benin,
further studies about An. funestus populations and their
resistance mechanisms are required. The EIR, 2.05 +
1.28 infective bites per human per 100 nights on aver-
age, indicates that in the study area, malaria is mesoen-
demic. These data agree with parasitological and clinical
data collected in the same way in these villages indicat-
ing an annual prevalence rate of 21.8% (19.1-24.4) in
young asymptomatic children and a clinical incidence of
Plasmodium falciparum malaria of 1.5 (1.2-1.9) per
child per year (Damien et al. 2010, unpublished data).

The kdr-w resistance allele was identified in An. gam-
biae populations examined in this study and have signif-
icantly increased from October 2007 to May 2008 in M
molecular form in contrast with S form, indicating prob-
ably that M and S molecular forms of this vector
undergo different selection pressures in the study area
and underlines the need of further studies taking into
account ecological and others factors. The presence of
the kdr-w allele in An. gambiae s.s. and the increase of
its frequency are worrying because this gene and meta-
bolic resistance mechanisms in southern Benin appears
to have a significant impact on LLIN efficacy as demon-
strated by recent experimental hut trial [23]. Many
other studies have showed a strong decrease of Pyre-
throid-Treated Nets performance against pyrethroid-
resistant malaria vectors in Benin [5,6], Burkina Faso
[7], and Cote d’Ivoire [24].

Regarding carbamate resistance, we confirmed the low
allelic frequency of the ace-1% allele (< 1%) in An. gam-
biae s.s. in West Africa [25], showing that there is no
(or very low) selection pressure on this allele in the
study area. However, a monitoring of this resistance
gene is required considering the large scale implementa-
tion of Indoor Residual Spraying using bendiocarb by
President’s Malaria Initiative program in south Benin
that will inevitably increase the selection pressure on
vectors populations.

Conclusion

This study updates information on mosquito’s distribu-
tion and their role in malaria transmission in southern
Benin. It showed a high spatial heterogeneity in mosqui-
toes distribution and malaria transmission and then
underlines the need of further investigations of biologi-
cal, ecological, and behavioral traits of malaria vectors
species and forms. That will allow to cartography
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malaria risk and then to improve vector control inter-
ventions in Benin.
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Members of the Anopheles gambiae complex are among the best malaria vectors in the world, but their
vectorial capacities vary between species and populations. A large-scale sampling of An. gambiae sensu
lato was carried out in 2006 and 2007 in various bioclimatic areas of Benin (West Africa). The objective
of this study was to collate data on the relative frequencies of species and forms within the An. gambiae
complex and to produce a map of their spatial distribution. Sampling took place at 30 sites and 2122
females were analyzed. Two species were identified through molecular methods. The overall collection

/I‘f?(/)‘;)vl?gldess:gambiae showed a preponderance of An. gambiae s.s., but unexpectedly, An. arabiensis was reported in the coastal-
Malaria Guinean bioclimatic area characterized by a mean annual rainfall of >1500 mm where only An. gambiae
Specie s.s. was reported previously. Our study of Benin indicates that An. arabiensis would be adapted not only

Molecular form to the urban areas but also to the rural humid regions. Among 1717 An. gambiae s.s., 26.5% were of the M
Benin form and 73.3% were S form. Few hybrid specimens between the M and S forms were observed (0.2%).
Only the spatial distribution of the M form appears to be mainly a function of bioclimatic area.

Factors that influence the distribution of these malaria vectors are discussed. This study underlines the
need of further investigations of biological, ecological, and behavioral traits of these species and forms to
better appreciate their vectorial capacities. Acquisition of entomological field data appears essential to
better estimate the stratification of malaria risk and help improve malaria vector control interventions.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In West Africa, An. gambiae sensu stricto and Anopheles arabiensis
constitute the main vectors of malaria. Both species are members of
the Anopheles gambiae complex that comprises at least seven sibling
species (Gillies and Coetzee, 1987; Coetzee et al., 2000). An. gam-
biae s.s. is subdivided into reproductively isolated sub-populations.
Five chromosomal forms were initially identified (Forest, Savanna,
Bamako, Mopti, and Bissau) based on the patterns of chromosome
2 inversions (Coluzzi et al., 1985; Touré et al., 1998). The distri-
butions of mosquito species are related to bioclimatic factors, and
in West Africa, it appears that the different chromosomal forms of
An. gambiae s.s. may occur sympatrically but are segregated envi-
ronmentally (Coluzzi et al., 1979; Coluzzi et al., 2002). Subsequent
studies revealed that An. gambiae s.s. contains two molecular forms,

* Corresponding author. Present address: Institut Régional de Santé Publique,
Ouidah, 918 Cotonou, Benin. Tel.: +229 21341674; fax: +229 21341672.
E-mail address: Luc.Djogbenou@ird.fr (L. Djogbénou).

0001-706X/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.actatropica.2010.02.001

M and S, recognizable by the differences of their rDNA sequences,
either in the intergenic spacer or in the internal transcribed spacer
(della Torre et al., 2001; Gentile et al., 2002). Both molecular forms
co-exist in West Africa whereas the S form is the only one reported
in eastern Africa (della Torre et al., 2005).

Currently, identification of field-collected specimens of the An.
gambiae complex requires multiple steps. Individual mosquitoes
are first identified to the species level by a PCR reaction based on
species specific differences in the rDNA region, which includes part
of the 28S coding region and part of the IGS region (Scott et al.,
1993). In a second step, An. gambiae s.s. specimens are identified
at the molecular form level by either one method based on PASA
(Favia etal., 1997), or another method based on RFLP (Fanello et al.,
2002).

The M and S forms are presently considered as units of an on-
going incipient speciation process (della Torre et al., 2001), and
many studies have reported a partial or complete reproductive iso-
lation. Evidence of reproductive isolation is based on three types of
observations. First, even the M and S forms mate freely in the lab-
oratory, yielding fertile progeny (Diabaté et al., 2007), M/S hybrids

Please cite this article in press as: Djogbénou, L., et al., Malaria vectors in the Republic of Benin: Distribution of species and molecular forms of
the Anopheles gambiae complex. Acta Trop. (2010), doi:10.1016/j.actatropica.2010.02.001
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are absent or very rare in nature, notably in areas in sympatry (della
Torre et al., 2001; Taylor et al., 2001; Wondji et al., 2002). Second,
genetic studies using microsatellite loci (Wang et al., 2001; Wondji
et al., 2002; Lehmann et al., 2003; Stump et al., 2005) and/or inser-
tion polymorphisms of short interspersed elements (Barnes et al.,
2005) revealed an important genetic differentiation between sym-
patric M and S populations in Cameroon, Burkina Faso, Mali and
Kenya. Overall, studies using molecular markers seem to indicate
that the differentiation between the M and S forms is restricted
to a few regions of the genome, one close to the centromere of
the 2nd chromosome, and the other in the centromeric region
of the X chromosome that contains the rDNA used for differen-
tiating the two molecular forms (Gentile et al., 2001; Lehmann
et al.,, 2003; Turner et al., 2005). Third, genes conferring resis-
tance to insecticides display large frequency differences in M and S
sympatric populations. The kdr allele (conferring cross-resistance
to DDT and pyrethroids) is very frequent in the S form but not
or less in the sympatric M mosquitoes from Cote d’'Ivoire, Nige-
ria and Burkina Faso (Chandre et al., 1999; Awolola et al., 2003;
Diabaté et al., 2003). However, this allele is present in both forms
in Southern Benin, probably as a result of introgressive hybridiza-
tion (Weill et al., 2000). Recently, the ace-1R allele (responsible for
cross-resistance to carbamate and organophosphate compounds)
was found to have the same DNA sequence in M and S molecular
forms from Cote d’Ivoire and Burkina Faso. Because the ace-1° sus-
ceptible allele displays a high DNA sequence polymorphism, the
presence of the same ace-1R sequence in the two molecular forms
indicates a recent introgression (Djogbénou et al., 2008). The large
genetic heterogeneity observed within natural populations of An.
gambiae s.s. is expected to be accompanied by biological, ecological
and behavioral heterogeneities leading to different vector capac-
ities. Previous study carried out on this subject in Burkina Faso
showed that the M form was predominant in (and therefore better
adapted to) permanent breeding sites such as rice fields, whereas
the S form was predominant in temporal habitats notably rain-filled

puddles which are productive during the wet season (Diabaté et al.,
2005).

In order to improve the understanding of these adaptations, it
appears necessary to acquire precise data on the spatial distribu-
tion of the members of An. gambiae complex as well as of the two
molecular forms of An. gambiae s.s.

We report here the distribution of species and molecular forms
of the An. gambiae complex observed in Republic of Benin, a
West African country not yet investigated which covers three
strongly contrasted bioclimatic regions. In the south, near the
Atlantic coast, a Guinean-bioclimatic zone with two rainy seasons
(April-July and September-November) and an average annual rain-
fall of >1500 mm with degraded tropical forest. In the north, a
Sudanian semi-arid bioclimatic zone with only one rainy season
from June to October (mean annual rainfall below 900 mm) and
characterized by a dry savanna. In the center, an intermediate bio-
climatic zone (tropical Sudano-Guinean climate) with an average
rainfall of 1000 mm per year, characterized as humid savanna. As
one travels from north to south, mean annual rainfall increases,
the number of dry season months decreases, and the vegetation
becomes taller and more compact. We compared data from this
study to those acquired in the past in the same bioclimatic regions
to discuss the long term variation in the relative frequency of each
species and molecular form.

2. Materials and methods
2.1. Study areas

The study was conducted in 30 areas, distributed along a
south-north transect across Benin, and representing permanent,
semi-permanent and temporal breeding sites from urban and rural
localities. Seven, eleven and twelve localities were sampled in the
Guinean, Sudano-Guinean, and Sudanian bioclimatic zones, respec-
tively (Table 1 and Fig. 1).

Table 1
Sampling sites (listed in each bioclimatic region), dates of collection, rural/urban status.

Climate zone Sentinel site Date of collection Rural or urban status Longitude Latitude

Sudanian Malanville October 2007 Rural 3°24E 11°52N
Kandi October 2007 Rural 2°56E 11°86N
Tanguiéta October 2007 Rural 1°16E 10°34N
Bembereke October 2007 Rural 2°42E 10°17N
Natitingou October 2007 Rural 1°22E 10°18N
Guessou sud July 2006 Rural 2°39E 10°28N
Ina July 2006 Rural 2°43E 9°59N
Ndali July 2006 Rural 2°43E 9°51N
Djougou October 2007 Urban 1°39E 9°42N
Parakou June 2006 Urban 2°37E 9°21N
Tchatchou July 2006 Rural 2°33E 9°67N
Bassila October 2007 Rural 1°40E 9°00N

Sudano-Guinean Tchaourou July 2006 Rural 2°36E 8°54N
Papane July 2006 Rural 2°36E 8°49N
Save May 2007 Urban 2°29E 8°20N
Glazoue May 2007 Urban 2°14E 7°58N
Savalou October 2007 Urban 1°58E 7°56N
Dassa-Zoume May 2007 Urban 2°11E 7°47N
Paouignan June 2006 Rural 2°13E 7°40N
Abomey June 2006 Urban 1°59E 7°11N
Bohicon May 2006 Urban 2°49E 7°11N
Zogbodomey May 2006 Rural 2°75E 7°33N
Cana May 2006 Rural 2°58E 7°63N

Guinean Sehoue April 2006 Rural 2°16E 6°55N
Niaouli April 2006 Rural 2°67E 6°50N
Houegbo April 2006 Rural 2°10E 6°48N
Allada March 2006 Urban 2°98E 6°40N
Tori Bossito March 2006 Rural 2°89E 6°30N
Pahou March 2006 Rural 2°13E 6°23N
Cotonou October 2007 Urban 2°28E 6°21N
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Fig. 1. Map of republic of Benin showing the position of the 30 study sites within each bioclimatic area.

2.2. Sample collections

Mosquitoes were collected as larvae or pupae during the rainy
seasons, between March and July 2006, between April and May
2007, and in October 2007. The sampling was guided by the avail-
ability and the accessibility of larvae in breeding sites of An. gambiae

s.l. Larvae and pupae were stored in separate bottles for each
breeding site of each locality. They were transported to the CREC
laboratory. Pre-imaginal stages were then reared to adults as fol-
lows: larvae from different breeding sites of a same locality were
mixed in rearing bowls (each bowl contained larvae from several
breeding sites) in order to ensure that the samples used for species
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Table 2

Frequencies of species within Anopheles gambiae complex and of molecular forms of Anopheles gambiae s.s. in Benin.

Bioclimatic area Locality Sibling species identification An. gambiae s.s. molecular forms identification
N An. arabiensis An. gambiae s.s. N M form S form
Sudanian Malanville 68 3%(2) 97%(66) 66 100%(66) 0%
Kandi 68 47%(32) 53%(36) 36 0% 100%(36)
Tanguieta 64 12.5% (8) 87.5% (56) 56 0%(0) 100%(56)
Bembereke 71 0% 100%(71) 67 0% 100%(67)
Natitingou 72 0%(0) 100%(72) 72 0%(0) 100%(72)
Guessou sud 67 0%(0) 100%(67) 63 0%(0) 100%(63)
Ina 31 0%(0) 100%(31) 30 0%(0) 100%(30)
Ndali 81 1.2% (1) 98.8% (80) 81" 5%(4) 95%(76)
Djougou 48 0%(0) 100%(48) 48 0%(0) 100%(48)
Parakou 156 86.5% (135) 13.5%(21) 21 4.8% (1) 95.2% (20)
Tchachou 72 0%(0) 100%(72) 71 10%(7) 90%(64)
Bassila 80 0%(0) 100%(80) 80 0%(0) 100%(80)
Sudano-Guinean Tchaourou 67 0% 100%(67) 67 3%(2) 97%(65)
Papane 68 3%(2) 87%(66) 66 0%(0) 100%(66)
Save 72 14%(10) 86%(62) 62 0% 100%(62)
Glazoue 62 91.9% (57) 8.1% (5) 5 0% 100%(5)
Savalou 72 52.8% (38) 47.2% (34) 34 3%(1) 97%(33)
Dassa-Zoume 92 13%(12) 87%(80) 79 12.7% (10) 87.3% (69)
Paouignan 69 37.7%(26) 62.3% (43) 43 0% 100%(43)
Abomey 72 0% 100%(72) 72 4.2% (3) 95.8% (69)
Bohicon 72 91.7% (66) 8.3% (6) 6 33.3%(2) 66.7% (4)
Zogbodomey 24 0%(0) 100%(24) 24 58.3% (14) 41.7%(10)
Cana 64 0% 100%(64) 63 60.3% (38) 39.7%(25)
Guinean Sehoue 69 0% 100%(69) 69 27.5%(19) 72.5% (50)
Niaouli 68 0% 100%(68) 68" 80.6% (54) 19.4% (13)
Houegbo 71 0%(0) 100%(71) 68 22%(15) 78%(53)
Allada 72 2.8%(2) 97.2%(70) 70" 8.7% (6) 91.3% (63)
Torri Bossito 69 0% 100%(69) 69" 75%(51) 25%(17)
Pahou 69 0% 100%(69) 69 100%(69) 0%
Cotonou 92 0% 100%(92) 92 100%(92) 0%

N: number of mosquito tested by PCR analysis.
" The population in which each M/S heterozygote was reported.

and molecular forms identification will be representative of a local-
ity and not of specific breeding sites. Larvae of the An. gambiae were
sorted out morphologically and fed with fish food (TetraMikromin,
Tetra Werke, Germany). They were reared to adults under standard
conditions, and deep frozen for further analyses.

2.3. Molecular analyses

DNA was extracted from individual adults (Collins et al., 1987).
DNA from each specimen was first analyzed using the An. gam-
biae species specific PCR (Scott et al., 1993). Then the DNA of all
mosquitoes identified as An. gambiae s.s. was subjected to the PCR-
PASA assay described by Favia et al. (1997) for identifying the
molecular M and S forms. The use of similar standardized tech-
niques for sampling and processing mosquitoes across surveys
ensured data consistency.

3. Results
3.1. Species distribution

Among the 2122 mosquitoes of the An. gambiae complex col-
lected over 30 sites of the Benin Republic (Table 2), two species, An.
gambiae s.s. and An. arabiensis, were identified (no other member
of the complex was detected). They represented 81.4% and 18.6%
of the identified mosquitoes, respectively.

An. gambiae s.s. was present in all samples, and was the only
species present in 17 out of the 30 sampled sites. In other sites,
its frequency varied between 8.1% and 98.8%. In the humid coastal-
Guinean area, it represented 99.5% of mosquitoes of the An. gambiae
complex. It was also more common than An. arabiensis in 8 of the

11 sites of the Sudano-Guinean zone and in 11 of the 12 sites of the
Sudanian areas.

An. arabiensis was observed in less than half of the sampled sites
(13/30=43%) where it was sympatric with An. gambiae s.s. It was
rare in the coastal-Guinean area (frequency of 2.8% in only one
of the seven studied sites: the urban site of Allada), but present
in 7 of the 11 Sudano-Guinean sites and in 5 of the 12 Sudanian
sites. This species was observed at high frequency (>50%) in sev-
eral urban areas (Bohicon, Savalou, Glazoue, and Parakou) of the
Sudano-Guinean and Sudanian areas (Table 2).

3.2. Identification of the molecular forms of An. gambiae s.s.

Of the 1728 An. gambiae s.s. collected, the majority (99.4%,
n=1717) was successfully identified to molecular level using PCR
(Table 2). Over all samples, the S molecular form was predominant
(73.3%). The two molecular forms of An. gambiae s.s. was sympatric
in 15 out of the 30 studied sites. Four M/S heterozygotes (0.2% of
the total analyzed) were found in four different sites where the two
molecular forms were sympatric (Tori Bossito, Allada, and Niaouli
in the coastal guinean zone, and N'dali in the sudanian zone).

The M form was present in all sites of southern Benin,
including the coastal-Guinean zone and southern part of the
Sudano-Guinean zone up to Bohicon. The M form was the only
form present on the Atlantic coast (Cotonou and Pahou), and
up to Bohicon, its frequency was above 20% in 7 of 8 sites
(including 4 sites where it was about 60% or more). Then from
Abomey to Kandi, it was absent or present at a frequency usu-
ally below 10%. The frequency of the M form shows a strong
decline with increasing latitudes (Fig. 2). The exception is the
Malanville site, where the M form was the only one present, prob-
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Fig. 2. Comparison of the frequencies of the M molecular form of Anopheles gambiae in the different sites between bioclimatic zones. The bar chart indicates the frequency

of this molecular form in each site.
On the x-axis, the name of different localities is aligned from north to south.

ably because of the abundance of rice fields irrigated by the Niger
River.

The S form was the only molecular form of An. gambiae s.s.in 12
sites (3 in the Sudano-Guinean area and 9 in the Sudanian area), and
it was the predominant form in 11 other sites (3 coastal-Guinean,
5 Sudanian-Guinean, and 3 Sudanian).

4. Discussion

In this study, we used molecular tools to accurately identify
species and forms of the An. gambiae complex and, thus, to analyze
their precise geographic distribution in the Republic of Benin. Such
studies are important for the implementation of targeted vector
control interventions, especially in this country where several large
campaigns based either on massive distribution of long lasting nets
or indoor residual spraying are currently supported by organiza-
tions like the Global Fund or President Malaria Initiative. This field
survey is also the first one providing data on An. gambiae complex
over large areas which have never been documented in Benin.

An. gambiae is a complex, with seven sibling species that are
closely related and morphologically indistinguishable from each
other by routine taxonomic methods. They are however different
with respect to ecological and behavioral characteristics and to vec-
torial competence (White, 1974). In West Africa, An. gambiae s.s. and
An. arabiensis are the two main species of the complex that trans-
mit malaria, with the former being the most efficient vector due to
its high anthropophily (Pates et al., 2001; Besansky et al., 2004).

The species of the An. gambiae complex observed in Benin were
An. gambiae s.s and An. arabiensis. An. melas, member of the same
complex, which has been reported in the coastal lagoon area of
South Benin (Akogbeto and Di Deco, 1995) and to some extent along
the whole coast of West Africa, is not considered here. Due to its
ecological preferences, this halophilic species is limited to saline
coastal habitats (e.g. mangrove swamps) which have not been sam-
pled in our study. In addition to its geographical restriction, An.
melas usually plays a secondary role in malaria transmission due to
its strong zoophily and exophily. Despite it behavior, the role of An.
melas during dry season need to be clarify.

An. gambiae s.s. was predominant (>80%) and had a wide distri-
bution across the country. This agrees with a recent study by Corbel

et al. (2007) carried out in 4 localities from Benin and conforms to
the well known distribution of An. gambiae s.s. in West Africa (see
review of Coetzee et al., 2000).

However, we observed large and sometimes unexpected varia-
tions in the relative proportion of An. arabiensis and An. gambiae s.s.
when considering different localities. In West Africa, An. arabiensis
is generally concentrated in the arid savannah areas due to its high
tolerance of dry environment (Gillies and Coetzee, 1987). Previ-
ous studies conducted in Nigeria using cytogenetics (Coluzzi et al.,
1979) and microsatellites (Onyabe and Conn, 2001) have revealed
that An. arabiensis existed also in the Guinean region, south of the
country. The authors hypothesized that An. arabiensis extended its
range southward, from drier savannah into humid forest habitats.
In Benin, the last study which can serve as a stepping-stone is that
of Akogbeto and Di Deco (1995) which found An. arabiensis only
in the dry savannah areas in the north. In the present study, we
sampled An. arabiensis at relatively high frequencies in the cen-
tre of Benin, characterized by a mean annual rainfall of 1000 mm,
(Glazoue, Savalou, Dassa-Zoume, Paouignan, Bohicon and Parakou).
Furthermore, two individual mosquitoes belonging to An. arabien-
sis were found in a city (Allada) located in the Guinean climate area,
a more humid region. Although differences in sampling technique
may explain the disparity in distribution between the two stud-
ies and that only few specimens have been found in the southern
humid area, our recent work suggests a change in the distribution
of A. arabiensis in Benin. Thus, we give credence to the hypothesis
made by Lindsay and Martens (1998) that An. arabiensis may be
in process of expanding its range southward from arid savannah
into more humid area affected by drought and/or human activi-
ties (deforestation and urbanization). This situation corroborates
findings from the neighboring country, Nigeria, which has a same
climatic pattern as that of Benin republic (Coluzzi et al., 1979;
Onyabe and Conn, 2001; Kristan et al., 2003).

Several studies reported that abiotic and biotic characteristics
related to climate, topographic, human disturbance of the natural
environment (deforestation, urbanization, and irrigation) can favor
the spread and colonization of new areas by efficient malaria vec-
tors, increasing the risk of transmission (Antonio-Nkondjio et al.,
2005; Guerra et al., 2006). Overall, do malaria vectors change their
ranges in response to environmental changes? Do they colonize
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new areas that have become suitable? Does the ecological niche
shift over time? The answers to these questions can be used to
examine factors affecting the dynamics of malaria vectors species
distribution. Nevertheless further studies are needed to confirm our
preliminary results: the spreading of An. arabiensis in south Benin,
not only in urban settlement but also in rural environment.

An. arabiensis and An. gambiae s.s. have a different vectorial com-
petency (White, 1974) but An. arabiensis is also known to have
a higher behavioral plasticity with respect to feeding and resting
(Gillies and De Meillon, 1968; Chauvet and Rajaonarivelo, 1973;
Gillies and Coetzee, 1987). The spreading of An. arabiensis may
affect the distribution and abundance of these species and can
therefore affect the transmission of malaria. Furthermore, more
recent surveys indicated that this species is less resistant to insecti-
cides (Czeher et al., 2008; Ndjemai et al., 2009) and should be easier
to control. However, such An. arabiensis spreading, particularly in
West African cities, may induce an increase of its anthropophily
and thus of its vectorial capacity that will severely raised the risk of
urban malaria in the next future. The vectorial competency of An.
arabiensis newly adapted to urban zone should now be compared
to those of An. arabiensis rural mosquitoes and to An. gambiae s.s.
Our findings emphasize the need to understand how An. arabiensis
populations evolve in the field and how its high adaptive potential
could influence the design and implementation of an integrated
vector control program.

Our study shows that the S molecular form of An. gambiae s.s.
is predominant with a large distribution across the country. This
agrees with findings from a study in Nigeria (Onyabe et al., 2003)
and similar to reports from other west African countries such as
Cameroon (Wondji et al., 2002) and Burkina Faso (Dabiré et al.,
2009). Finally, the level of hybridization between M and S forms
is variable in West Africa. While, a very low frequency of hybrids
(less than 2%) was observed in Burkina Faso, Céte d’Ivoire and Nige-
ria (della Torre et al., 2005), a relatively high frequency of hybrids
(up to 24%) was recorded in Gambia and Guinea Bissau, both coun-
tries located in the extreme western part of the continent (Caputo
et al,, 2008; Oliveira et al., 2008). In Benin, we observed only 4
M/S hybrids among the 1717 An. gambiae s.s. tested (0.2%), and 3
of them were found in the coastal-Guinean bioclimatic region. This
observation reinforces the hypothesis of incomplete but substan-
tial barriers to gene flow between the two molecular forms in this
country. In particular it strengthens the previous observation that
insecticide resistance genes, such as the ace-1® allele (conferring
cross-resistance to organophosphates and carbamate insecticides)
found in the two forms was the result of a recent and ongoing
introgression (Djogbénou et al., 2008).

The evolution of insecticide and drug resistance and the com-
plexity of vectorial system have seriously challenged standard
public health approaches to control malaria and to date, alterna-
tive measures are desperately needed. One approach to controlling
transmission that is being actively pursued by several laborato-
ries is to develop mosquitoes that are genetically modified to resist
infection and then drive the refractory genes into wild vector pop-
ulations. Another approach that may be effective is based on sterile
male release. Both approaches that target particular vector popula-
tions require a thorough understanding of the spatial and temporal
distribution of species and forms of An. gambiae s.1.
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Combination of malaria vector control interventions in
pyrethroid resistance area in Benin: a cluster randomised
controlled trial

Vincent Corbel, Martin Akogbeto*, Georgia B Damien*, Armel Djenontin, Fabrice Chandre, Christophe Rogier, Nicolas Moirous,
Joseph Chabi, Bio Banganna, Gil G Padonou, Marie-Claire Henry

Summary

Background Malaria control efforts and elimination in Africa are being challenged by the development of resistance of
parasites to antimalarial drugs and vectors to insecticides. We investigated whether the combination of long-lasting
insecticidal mosquito nets (LLINs) with indoor residual spraying (IRS) or carbamate-treated plastic sheeting (CTPS)
conferred enhanced protection against malaria and better management of pyrethroid-resistance in vectors than did
LLINs alone.

Methods We did a cluster randomised controlled trial in 28 villages in southern Benin, west Africa. Inclusion criteria
of the villages were moderate level of pyrethroid resistance in malaria vectors and minimum distance between villages
of 2 km. We assessed four malaria vector control interventions: LLIN targeted coverage to pregnant women and
children younger than 6 years (TLLIN, reference group), LLIN universal coverage of all sleeping units (ULLIN),
TLLIN plus full coverage of carbamate-IRS applied every 8 months (TLLIN+IRS), and ULLIN plus full coverage of
CTPS lined up to the upper part of the household walls (ULLIN+CTPS). The interventions were allocated to villages
by a block randomisation on the basis of preliminary surveys and children of each village were randomly selected to
participate with computer-generated numbers. The primary endpoint was the incidence density rate of Plasmodium
falciparum clinical malaria in children younger than 6 years as was analysed by Poisson regression taking into account
the effect of age and the sampling design with a generalised estimating equation approach. Clinical and parasitological
information were obtained by active case detection of malaria episodes during 12 periods of 6 consecutive days
scheduled at six weekly intervals and by cross-sectional surveys of asymptomatic plasmodial infections. Children or
study investigators were not masked to study group. This study is registered with Current Controlled Trials, number
ISRCTN07404145.

Findings Of 58 villages assessed, 28 were randomly assigned to intervention groups. 413—429 children were followed
up in each intervention group for 18 months. The clinical incidence density of malaria was not reduced in the children
from the ULLIN group (incidence density rate 0-95, 95% CI 0-67-1-36, p=0-79), nor in those from the TLLIN+IRS
group (1-32, 0-90-1-93, p=0-15) or from the ULLIN+CTPS group (1-05, 0-75-1-48, p=0-77) compared with the
reference group (TLLIN). The same trend was observed with the prevalence and parasite density of asymptomatic
infections (non significant regression coefficients).

Interpretation No significant benefit for reducing malaria morbidity, infection, and transmission was reported when
combining LLIN+IRS or LLIN+CTPS compared with a background of LLIN coverage. These findings are important
for national malaria control programmes and should help the design of more cost-effective strategies for malaria
control and elimination.

Funding Ministere Francais des Affaires Etrangeres et Européennes (FSP project 2006-22), Institut de Recherche pour
le Développement, President’s Malaria Initiative (PMI) of US Governement.

Introduction

Despite substantial efforts and increasing international
funding dedicated throughout the world to control and
eliminate malaria,' the disease is still a major public
health issue with nearly 216 million cases a year and
about 655000 deaths, 86% of whom are children younger
than 5 years. Recommendations of the World Health
Organization (WHO Global Malaria Programme-Roll
Back Malaria [RBM] Partnership) to combat malaria
include artemisinin-based combination therapy and
long-lasting insecticidal nets (LLIN), supported by indoor

residual spraying of insecticide (IRS) and intermittent
preventive treatment during pregnancy. Between
2008 and 2010, nearly 289 million insecticide-treated
mosquito nets were delivered to sub-Saharan Africa,
enough to protect 578 million people. Additionally, about
81 million people, representing 11% of the population at
risk, were also protected by IRS.? Deployment of such
strategies has shown important reduction in malaria-
associated morbidity and mortality in settings with
moderate-to-high transmission levels in sub-Saharan
Africa* but a recent increase of malaria cases was
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reported in some African countries, hence underlining
the fragility of malaria prevention and control in this part
of the world.**

The overarching goal of malaria vector control is to
decrease the vectorial capacity of local vector populations
below the critical threshold needed to achieve a malaria
reproduction number (RO, the expected number of
human cases that arise from each human case in a
population) of less than one. Unfortunately, current
methods (LLIN and IRS) are highly dependent on a
single class of insecticides, the pyrethroids, for which
malaria vectors have developed various resistance
mechanisms.® To ensure the success of vector control
efforts and malaria elimination in Africa, the WHO-RBM
and Malaria Eradication Research Agenda (malERA)
consultative vector control group emphasised the need to
search for innovative strategies. These strategies should
aim at more effective control of pyrethroid-resistant
malaria vectors to strongly decrease and interrupt disease
transmission in endemic areas.”

In some countries where more resources have become
available, malaria control programmes have recently
deployed both IRS and LLIN in the same malaria risk
areas.” The aims of this combined approach are to reduce
transmission—and hence the malaria burden—more
rapidly than might be feasible with one method alone
and to delay the emergence of insecticide resistance by
use of different classes of insecticide for IRS and LLINs.
So far, a small number of studies® and mathematical
modelling exercises™” suggest that such combination
has an added benefit for reduction of the risk of infection
because the people not protected by one of the
interventions are protected by the other. However, all the
available studies were observational (ie, non experi-
mental, without randomised allocation of the inter-
ventions), and in none of them could confounding
factors be entirely excluded. Despite the great interest in
combining methods for malaria control and elimination,
no evidence exists for an epidemiological effect of LLIN
and IRS, which we define here as the implementation
of both interventions at the same time, in the same
community, and against the same vector population.

The aim of this study was to investigate whether the
use of both interventions in combination (ie, LLIN plus
IRS or LLIN plus carbamate-treated plastic sheeting
[CTPS]) afforded enhanced protection against clinical
malaria at community level and a better management of
pyrethroid-resistance in malaria vectors than did a
selective coverage of LLIN in children younger than
6 years (reference group according to recommendations
by the National Malaria Control Programme [NMCP)).
The rationale behind the use of CTPS came from results
of preliminary experimental hut studies in west Africa
that showed good insecticidal activity of CTPS against
pyrethroid-resistant malaria vectors.” The trial also
aimed at determining whether universal coverage of
LLIN could afford better protection against malaria than

would selective coverage by achieving a mass killing
effect.” The assumption is that much more reduction of
transmission is expected with universal coverage of all
sleeping units with LLIN (ULLIN) because of a reduction
of the infection rate of vectors by poor access to the
largest part of the human population that is infected
(oldest children and adults) and the shortening of the life
expectancy of the vectors.

Methods

Study design

We did a cluster randomised controlled trial in the
health district of Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito (OKT),
southern Benin, between June 23, 2008, and Dec 24,
2009. The inclusion criteria for villages were moderate
level of pyrethroid resistance in malaria vectors (kdr allelic
frequency <40%), minimum distance of 2 km between
villages, population size of 250-500 inhabitants with non-
isolated habitations, and absence of a local health centre.
Inclusion criteria for children were age (0-71 months)
and their effective domiciliation in these villages. A
random sample of children of each village was selected to
participate. Before the trial, the head of the family (or the
guardian) of the selected children gave their written
informed consent. Mosquito collectors gave their written
informed consent and were treated free of charge for
malaria presumed illness throughout the study. All sick
children (presenting symptoms such as fever, shiver,
asthenia, vomiting, diarrhoea, etc) participating or not in
the study were treated according to integrated manage-
ment of childhood illness." At the end of the study, all
villages that participated in the study received universal
coverage of LLINs. There was no subsidised or free
distribution policy of other vector control methods and
artemisinin combination therapy in agreement with the
NMCPs. Ethics clearance for the study was obtained from
the National Ethical Committee for Medical Research in
Benin and Institut de Recherche pour le Développement
(IRD)’s ethics commiittee. Ethics clearance was registered
as IRB00006860.

Randomisation and masking

The interventions were allocated to the villages by a block
randomisation on the basis of preliminary surveys
(appendix). Villages were first ranked (1) for clinical
malaria incidence, (2) for densities of Anopheles gambiae,
(3) for densities of Anopheles funestus (secondary vector),
and (4) for the size of the population per village; these
ranks were multiplied by 5, 2, 1, and 0-5, respectively.
The four weighted ranks were summed per village and
villages were sorted in seven blocks of four villages
having successive ranks. In each block, villages were
randomly allocated to one of the four interventions,
using computer-generated random numbers. In each
village, we randomly selected 60 children younger than 6
years from the census list of the inhabitants to partici-
pate using computer-generate random numbers. The
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allocation sequence and randomisation of the blocks and
children were prepared by the study statistician at IRD-
CREC. Children and study investigators were not masked
to treatment allocation.

Procedures

The four malaria vector control interventions assessed
were; (1) LLIN-targeted coverage [TLLIN] to pregnant
women and children younger than 6 years that served as
a reference group; (2) ULLIN, (3) LLIN-targeted coverage
to pregnant women and children younger than 6 years
plus full coverage of carbamate-IRS (TLLIN+IRS), and
(4) LLIN-universal coverage of sleeping units plus full
coverage of CTPS lined up to the walls of the household
(ULLIN+CTPS). Before the study, all existing impreg-
nated nets were replaced by new Permanet 2.0
(Vestergaard Frandsen, Lausanne, Switzerland), a WHO
approved LLIN containing 55 mg active ingredient of
deltamethrin per m2. Before allocation of the
intervention, we did a comprehensive census in every
village to identify the number of houses and sleeping
units to be covered. For LLIN-targeted coverage (ie,
TLLIN and TLLIN+IRS), one LLIN was provided per
sleeping unit of children younger than 6 years or
pregnant women, or both, whereas one net was given to
every sleeping unit for LLIN-universal coverage (ie,
ULLIN and ULLIN+CTPS). Overall, this corresponds to
an average of one LLIN every four people for TLLIN and
one net every two people for ULLIN (census showed that
the mean number of people per house was four). For
IRS, treatment was given every 8 months with bendiocarb
(FICAM 80, Bayer, Leverkusen, Germany) at the WHO
recommended target dose of 400 mg/m2.” The CTPS
were made of polypropylene (Filtisac SA, Abidjan, Cote
d'Ivoire) and were impregnated manually by a qualified
staff of the Centre de Recherches Entomologiques de
Cotonou (Ministry of Health), Benin, as previously
described.* CTPS were impregnated with bendiocarb at
200 mg/m?2 and fixed just to the upper third part of the
walls to comply with the human risk assessment done by
the manufacturer. The CTPS was reimpregnated every
4 months according to the residual efficacy of bendiocarb
on the polypropylene fabric.* The residual activity of
bendiocarb on walls and polypropylene-treated material
was checked regularly with WHO cone bioassays in
houses selected at random with a laboratory-susceptible
reference strain (Kisumu) of A gambiae.

Active case detection for malaria episodes was done on
the cohort of children during 12 periods of 6 consecutive
days at six weekly intervals. Every day, a nurse assisted by
a local villager trained for the study visited participated
children and recorded data on each case of sickness
detected at home under the supervision of a head
physician. A thick blood film was taken from every sick
child, and children were treated according to the clinical
diagnosis made by the nurse. Cross-sectional surveys
were done at each period of clinical monitoring on every

asymptomatic child who showed axillary’s temperature
of less than 37-5°C. A thick film sample was taken on the
fourth day to ensure that asymptomatic children were
not sick in preceding days. Detailed methodology of
active case detection and cross-sectional surveys is
described elsewhere.”

From Jan 14, to Dec 24, 2009, mosquitoes were collected
through eight surveys of 2 consecutive days every
6 weeks. This collection occurred 2 weeks before medical
surveys. Adult female mosquitoes were caught using
human landing catches technique both indoors and
outdoors at four sites per village from 10 pm to 6 am and
for two consecutive nights per survey (ie, 16 person-
nights per village per survey). Independent staff regularly
checked quality of the mosquito collections on a
randomly selected sample representing 12% of the total
night-collection. Anopheline species were identified with
morphological criteria according to the identification
keys for anophelinae of sub-Saharan Africa.”* Ovaries of
female mosquitoes belonging to the A gambiae complex
and A funestus were examined to determine the parity
rate (percentage of parous female individuals). Then,
mosquitoes were stored in the laboratory, as described by
Djénontin and colleagues.*

Plasmodium infections were detected on Giemsa
stained thick smears, as described previously.® Cross-
check quality control was regularly done on a randomly
selected sample representing 10% of all thick smears.
Clinical malaria was defined by symptoms evoking
malaria plus a parasite density above 2000 parasites
per pL.®

Heads and thoraces of anopheline female mosquitoes
were tested by ELISA for detection of Plasmodium
falciparum  circumsporozoite protein  (CSP).* All
mosquitoes belonging to A gambise complex and

Figure 1: Map of the study area showing the allocation of the study groups
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901 excluded from
analysis

Figure 2: Trial profile

LLIN=long-lasting insecticidal mosquito nets. IRS= residual spraying of insecticide. CTPS=carbamate-treated plastic sheetings. *Number of children multiplied by

number of days of follow-up (12 surveysx6 days).

TLLIN ULLIN ULLIN+CTPS  TLLIN+IRS Total

Number of inhabitants 3018 1996 2251 2660 9925

Population density 449 462 577 579

per km?

Average number of 39 34 37 36 37

people per household

Proportion of mud 96% 88% 92% 89% 92%

houses (%)

Number of registered 920 651 802 890 3263

children

Mean age (years, SD) 1-4(11) 1-4(11) 1-4(1.0) 1-3(11) 1-4(11)

Sex ratio (female/male) 098 0-96 1.0 0-85 0-96
LLIN=long-lasting insecticidal mosquito nets. TLLIN=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged
<6 years (reference group). ULLIN=LLIN-universal coverage of sleeping units. TLLIN+IRS=LLIN-targeted coverage to
pregnant women and children aged <6 years plus full coverage of carbamate-IRS. ULLIN+CTPS=LLIN-universal coverage of
sleeping units plus full coverage of carbamate-treated plastic sheetings (CTPS).
Table 1: Baseline characteristics of villages just before implementation of the interventions

A funestus group were identified by PCR at the species
levels.” Molecular characterisation of the L1014F kdr
mutation (conferring resistance to pyrethroids) and the
ace.] GI19S substitution (conferring resistance to
carbamates) was done on all mosquitoes belonging to
A gambiae complex as previously described.**

We monitored the ownership, coverage, use, and
integrity of the different vector control interventions
every 3 months during the trial. At every one of five
surveys, 40% of the households were checked at random.
LLINs were initially labelled with wash-resistant ink to
check whether nets initially distributed were still in place
in the households at every survey. We defined the
ownership as the number of owned LLINs relative to the
total number of LLINs distributed. We defined the
coverage as the total number of hung nets relative to the
total number of sleeping units. LLIN use was the
proportion of children younger than 6 years sleeping
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n/N Value (95% Cl) Incidence Multiplicative ~ Odd ratio pvalue Overall
density ratio coefficient (95% CI) p value
(95%CI) (95% C1)
Clinical incidence density (per 100 children- 0-99
months)
TLLIN 102(5.8-141) 1
ULLIN 93(57-142)  0-98(0:65-1-49) 0-94
TLLIN+IRS 8.4 (51-13-1) 0-93 (0-57-1-54) 078
ULLIN+CTPS 91(5-6-14-0)  0-96 (0-62-1-47) 0-83
Geometric mean (per pL) of Plasmodium 033
falciparum parasite densities
TLLIN 470 (411-538) 1
ULLIN 527 (439-632) 1.04 (0-95-1-15) 037
TLLIN+IRS 576 (482-688) 1.09 (0-99-1-20) 0-08
ULLIN+CTPS 554 (461-667) 106 (0-96-1-18) 021
Prevalence rates (%) of P falciparum infection 0-05
TLLIN 350/1383 25-3% (22:4-30-2) 1 -
ULLIN 319/1060  30-1% (24-8-35-3) 116 (0-84-1-61) 0-35
TLLIN+IRS 399/1071  37-3% (32:2-42-3) 1.56 (1-15-2:10)  0-01
ULLIN+CTPS 304/1030  29:5% (25-2-33-8) 1-12 (0-84-1:48) 042
LLIN=long-lasting insecticidal mosquito nets. TLLIN=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged <6 years (reference group). ULLIN=LLIN-universal
coverage of sleeping units. TLLIN+IRS=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged <6 years plus full coverage of carbamate-IRS. ULLIN+CTPS=LLIN-
universal coverage of sleeping units plus full coverage of carbamate treated plastic sheetings (CTPS).
Table 2: Baseline characteristics of malaria disease in children younger than 6 years before allocation of the interventions

under the net the night preceding the visit according to
the WHO.* We defined the integrity of LLINs according
to the proportion of intact nets (ie, no holes) present in
the houses at each survey. For IRS and CTPS, coverage
corresponded to the number of houses covered by one or
the other intervention relative to the total number of
houses inspected. The threshold for coverage justifying
additional sensitisation for compliance was fixed at 80%
for IRS, 80% for CTPS, and 70% for LLIN.

Statistical analysis
The primary endpoint was the incidence density rates of
P falciparum clinical malaria in children younger than
6 years. Secondary endpoints were the prevalence and
parasite density of asymptomatic infections in children
younger than 6 years, the entomological inoculation
rates (as defined by the number of infected bites per man
per year), the human biting rates (as defined by the
number of bites per man per year) and the prevalence of
pyrethroid resistant 1014F kdr allele in malaria vectors.
All data were double entered independently in an
Access 2003 database and were analysed using the survey
commands of STATA 11.0. We calculated the numbers of
communities and children required for epidemiological
assessment of the treatments to detect either a 37%
protective efficacy conferred by universal LLINs or a 50%
protective efficacy conferred by the combinations
compared with the reference group (TLLIN), with a
power of 80%, significance level of 5%, a design effect
of 0-25, an average of 1.5 clinical malaria episodes per
child-year in the study area,”® and 20% of children lost

insecticidal mosquito nets.

Observations Incidence density  Adjusted* p value
(per 100 children- incidence density
month; 95%Cl)  ratio (95% ClI)
n Child-day Malaria
fever
TLLIN (reference group) 304 25664 43 5.0 (3-6-6-8) 1
ULLIN 279 23544 38 4.8 (3-4-6-6) 0-95(0-67-136) 079
TLLIN+IRS 269 23192 51 66 (4-9-87) 1:32(0-90-1.93) 015
ULLIN+CTPS 278 23824 43 54(3:9-73) 105(075-1-48) 077

TLLIN=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged <6 years (reference group). ULLIN=LLIN-
universal coverage of sleeping units. TLLIN+IRS=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged

<6 years plus full coverage of carbamate-IRS. ULLIN+CTPS=LLIN-universal coverage of sleeping units plus full coverage
of carbamate-treated plastic sheetings (CTPS). *Adjustment on age. Overall p value=0-35. LLIN=long-lasting

reference and intervention groups at 18 months follow-up

Table 3: Incidence density of P falciparum clinical malaria in children aged younger than 6 years in the

during the follow-up.” The estimated number of
communities for every intervention was seven (28 villages
in total) and the required number of children younger
than 6 years per village was 60. We compared incidence
density of P falciparum clinical malaria, prevalence rate,
and log-transformed parasite densities of asymptomatic
infections between the treatments (ULLIN, TLLIN+IRS,
ULLIN+CTPS) and the reference group (TLLIN) taking
into account the effect of age and the sampling design in
Poisson, logistic, and linear multivariate regression
models using a generalised estimating equations (GEE)
approach, as appropriate. We estimated annual human
biting and entomological inoculation rates assuming a
negative binomial distribution of the number of
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Number Geometric mean Adjusted* p value
(per pL; 95% Cl) multiplicative
coefficient
TLLIN (reference group) 788 707 (634-788) 1
ULLIN 744 647 (600-696) 0-96 (0-91-1-01) 014
TLLIN+IRS 935 685 (631-743) 0-99 (0-93-1-05) 0-66
ULLIN+CTPS 630 680 (624-740) 0-98 (0-92-1-04) 0-49

LLIN=long-lasting insecticidal mosquito nets. TLLIN=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged
<6 years (reference group). ULLIN=LLIN-universal coverage of sleeping units. TLLIN+IRS=LLIN-targeted coverage to
pregnant women and children aged <6 years plus full coverage of carbamate-IRS. ULLIN+CTPS=LLIN-universal
coverage of sleeping units plus full coverage of carbamate-treated plastic sheetings (CTPS). *Adjustment on age.

Overall p value=0-46.

Table 4: Parasite densities of P falciparum among asymptomatic and infected children younger than
6 years in the reference and intervention groups at 18 months follow-up

Pos. n/N Prevalence (%; 95% Cl) Adjusted* odds ratio  p value
(95%Cl)
TLLIN (reference group) 788/4033 19-5% (16-6-22.5) 1
ULLIN 744/3714 20-0% (16-0-24-0) 1-01(0-74-138) 0-95
TLLIN+IRS 935/3649 25-6% (21-0-30-2) 1-43 (1-05-1-93) 0-02
ULLIN+CTPS 630/3801 16-6% (13-7-19-5) 0-81(0-61-1.07) 013
Overall 0-02

TLLIN=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged <6 years (reference group). ULLIN=LLIN-
universal coverage of sleeping units. TLLIN+IRS=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged

<6 years plus full coverage of carbamate-IRS. ULLIN+CTPS=LLIN-universal coverage of sleeping units plus full coverage
of carbamate-treated plastic sheetings (CTPS). *Adjustment on age. LLIN=long-lasting insecticidal mosquito nets.

Table 5: Prevalence of asymptomatic infections in children younger than 6 years in the reference and
intervention groups at 18 months follow-up

Person-night Annual mean Incidence rate ratio  p value
catching
Human biting rate* (number of bites per man per year)
TLLIN (reference group) 896 331(218-504) 1
ULLIN 896 464 (306-702) 140 (0-78-2-52) 0-26
TLLIN+IRS 896 228 (149-348) 0-69 (0-38-1-25) 0-22
ULLIN+CTPS 896 202 (132-309) 0-61(0:33-1-11) 0-10
Entomological inoculation rate* (number of infected bites per man per year)
TLLIN (reference group) 896 9-4 (51-17-1) 1
ULLIN 896 155 (9:3-25-8) 165 (0-75-3-64) 021
TLLIN+IRS 896 3(3-8-14-2) 078 (0:32-1-91) 0-59
ULLIN+CTPS 896 7(2:8-11-8) 0-61 (0-24-1-56) 030

TLLIN=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged <6 years (reference group). ULLIN=LLIN-
universal coverage of sleeping units. TLLIN+IRS=LLIN-targeted coverage to pregnant women and children aged

<6 years plus full coverage of carbamate-IRS. ULLIN+CTPS=LLIN-universal coverage of sleeping units plus full coverage
of carbamate-treated plastic sheetings (CTPS).*Includes all malaria vectors (A gambiae and A funestus).

Table 6: Annual human biting rate and entomological inoculation rate in the reference and intervention
groups at 12 months follow-up

anopheline vectors caught and infected anopheline
vectors, taking into account the two-stage sampling
design. We compared human biting and entomological
inoculation rates between the reference and inter-
vention groups by fitting negative binomial regression
models using a GEE approach that took into account
the sampling design—ie, the interdependence of

observations made in the same village. We analysed
differences in kdr allelic frequency between groups using
the exact test of Fisher with the GENEPOP’s software
(Montpellier, France). This study is registered with
Current Controlled Trials, number ISRCTN07404145.

Role of the funding source

The sponsor of the study and manufacturers had no role
in study design, data collection, data analysis, data
interpretation, or writing of the report. The corresponding
author had full access to all the data in the study and had
final responsibility for the decision to submit for
publication.

Results

Of the 58 villages screened, 28 were enrolled and
randomly assigned to vector control intervention (TLLIN,
ULLIN, TLLIN+IRS, and ULLIN+CIPS; figure 1).
Between 651 and 920 children were assessed for eligibility
in every group and 40-60% of them were randomised
(figure 2). A total of 16 327 blood thick films were analysed
(about 4000 in each group). In every group, about 20% of
the recordings were not taken into account because of
loss to follow-up (17%), death of children (1-5%), and
refusal (1-5%; figure 2). Table 1 describes the
demographic and environmental characteristics of the
different groups. The four groups of children were
similar in age, and the sex ratios (female vs male) varied
from 0-85 to 1-0. Children’s participation in clinical
monitoring was high; 47% (429/920) for TLLIN, 52%
(420/802) for ULLIN, 63% (413/651) for TLLIN+IRS, and
47% (415/890) for ULLIN+CTPS.

Overall, baseline epidemiological data obtained
between Oct 10, 2007, and May 19, 2008, showed no
difference in clinical and parasitological endpoints in the
four groups of villages before allocation of the treatments
(table 2), except that a higher prevalence of infections
was observed in the group that received TLLIN+IRS
relative to the reference group (table 2). 18 months after
allocation of the interventions, malaria morbidity did not
differ between the reference and the interventions
groups; multivariate analysis taking into account the
effect of age showed that the monthly incidence density
of clinical malaria for 100 children was not significantly
lower in the group receiving an ULLIN and those
receiving either TLLIN+IRS or ULLIN+CTPS, relative to
the reference group (table 3). Also, the mean parasite
densities of infection did not differ significantly between
groups (table 4). However, the prevalence of asymp-
tomatic infection differed significantly between groups
when adjusted on age; it was higher in the group of
children that received the combination of TLLIN+IRS
than in the reference group (table 5).

Entomological indicators did not differ significantly
between groups (table 6). The mean number of bites of
anopheline vectors (A gambiae and A funestus) per man
per year did not differ significantly between the reference
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group and the other groups (table 6). Sporozoite rates
were 2-83% (95% CI 1-69-3-97) for TLLIN, 3-34%
(2:30-4-38) for ULLIN, 3.22% (1.76-4-68) for
TLLIN+IRS, and 2-83% (1-37-4-29) for ULLIN+CTPS
(p>0-05). The annual entomological inoculation rates
were neither significantly reduced by the universal
coverage of LLIN nor by the combinations of TLLIN+IRS
or ULLIN+CTPS (table 6). Parity rates were similar
between the reference group (86%, 95% CI 83-88, 610 of
711) and the ULLIN (85%, 82-88, 634 of 746; p=0-93) or
TLLIN+IRS (86%, 83-89, 458 of 534; p=1) groups, but a
greater proportion of parous female mosquitoes was
noted with ULLIN+CTPS (91%, 88-94, 401 of 441;
p=0-01). Moreover, the proportion of malaria vectors
(A gambiae and A funestus) collected outside the houses
was higher with TLLIN+IRS (57%, 95% CI 53-61, 320 of
560; OR 1-27, 1-03-1-58; p=0-0279) and ULLIN+CTPS
(59%, 55-64, 293 of 495; OR 1-39, 1-10-1-74; p=0-0051)
relative to the reference (519, 48-55, 417 of 816; p<0-05);
the group that received ULLIN did not differ in exophagy
rates from the reference group (OR 1-07, 0-90-1-28;
p=0-46).

Before the intervention, the mean kdr allelic frequency
in A gambiae was 29% (95% CI 26-32, n=317). 18 months
after allocation of the interventions (figure 3), the
prevalence of the kdr allele significantly increased in both
the reference (86%, 95% CI 80-92, n=65) and the
intervention groups (91%, 84-98, n=33 for ULLIN; 86%
79-93, n=49 for TLLIN+IRS; and 74%, 64-84, n=38 for
ULLIN+CTPS, p<0-0001 for all). Prevalence of ace.I®
(119S) allele that confers resistance to carbamates was
almost absent in the anopheline populations in the OKT
district (frequency of ace.1* <5%, n=2123).

Results of the quality control showed that mean
ownership rate was 93% (95% CI 91-94, 970 of 1046) with
the reference group (TLLIN), 87% (85-89, 1219 of 1405)
with ULLIN, 94% (93-95, 1409 0f 1493) with ULLIN+CTPS,
and 90% (88-92, 868 of 968) with TLLIN+IRS. Mean
LLIN coverage was 38% (95% CI 3641, 662 of 1730) with
TLLIN, 65% (62-67, 985 of 1524) with ULLIN, 70% (6873,
1104 of 1569) with ULLIN+CTPS, and 45% (4348,
611 of 1349) with TLLIN+IRS. The mean rates of LLIN use
in children younger than 6 years was 43% (40—45, 517 of
1213) with TLLIN, 58% (54-61, 429 of 743) with ULLIN,
60% (57-64, 526 of 872) with ULLIN+CTPS, and 43%
(40—46, 380 of 882) with TLLIN+IRS. Proportion of nets
in good state (without holes) was 62% (59-65, 602 of 975)
with TLLIN, 71% (68-73, 924 of 1308) with ULLIN, 75%
(7277, 1054 of 1413) with ULLIN+CTPS, and 69% (6672,
602 of 873) with TLLIN+IRS.

Mean coverage of IRS and CTPS in the households was
92% (95% CI 86-96, 654 0of 709) and 94% (85-98, 11592 of
12357), respectively. WHO cone bioassays initially done
on random samples of 42 LLINs, eight sprayed walls, and
six CTPS showed a mean mortality rate of 97% (n=1633),
100% (n=200), and 99% (n=198) against susceptible
mosquitoes, respectively. At the end of the trial, 50 LLINs
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—4— ULLIN
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40
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Figure 3: Changes in the frequency of the pyrethroid-resistant kdr (1014F)
allele in Anopheles gambiae (with 95% Cl) according to the intervention

taken at random from villages showed a good long-
lasting insecticide activity (84% mean efficacy, with
19 bednets with mortality of less than 80%). The efficacy
of CTPS against susceptible mosquitoes was excellent
after 4 months (100% mortality, n=99) whereas that of
IRS was rather low after 8 months (31%, n=_88; ie,
intervals of time corresponding to the retreatment of
CTPS and IRS, respectively).

Discussion
We investigated the efficacy of new vector control
strategies for malaria control and whether the use of
combined interventions (ie, LLIN+IRS or LLIN+CTPS)
would reduce malaria morbidity and transmission
and allow better management of pyrethroid-resistance
in malaria vectors relative to a background of LLIN
coverage. Overall, however, neither clinical malaria nor
the prevalence of infection and parasite density of
asymptomatic infection in children younger than 6 years
were reduced in southern Benin characterised by a
malaria mesoendemic area.”® Additionally, transmission
intensity and human biting rates did not significantly
differ between the interventions and the reference group,
and the insecticide combinations did not slow down the
evolution of the kdr allele in A gambiae ss compared with
LLIN. Despite the fact that the results reported in the
manuscript are rather inconclusive, almost all the
variables (clinical, parasitological, and entomological)
showed the same trend. The consistence of these results
is then in favour of the validly of the conclusion—ie,
similar effect of the vector control measures in the
reference group and in the three intervention groups.
The rationale behind expecting benefits from the
combinations of LLINs and IRS was that more effective
reduction of malaria-related morbidity would be expected
by deploying the two interventions concurrently, with a
non-pyrethroid insecticide for IRS, to maximise chances
to interrupt fully the transmission." Furthermore, since
full coverage of either LLIN or IRS is usually difficult to
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Panel: Research in context

Systematic review

We searched Medline and Pubmed with the terms “malaria”, “vector control”, “combined
interventions”, “IRS and LLIN", or “pyrethroid resistance” for published reports, with no
date restriction. Relevant original or review references were selected on the basis of the
aims of the article. Limited number of observational studies®**?* or mathematical
modelling exercises* investigated the benefit of combinations of long-lasting
insecticidal nets (LLIN) and indoor residual spraying (IRS) for malaria control in Africa.
Results were sometimes contradictories and in none of them could confounding factors
be entirely excluded.

Interpretation

Our cluster randomised controlled trial showed no significant benefit of using LLIN
combined with carbamate-IRS or with CTPS for reducing malaria morbidity and for
managing pyrethroid-resistance relative to a background of LLIN coverage. The rapid
increase in kdr resistance in malaria vectors, the short-lived activity of the carbamate
deployed for the IRS treatment, and the behavioural change in malaria vector populations
in response to the insecticide treated materials may have accounted for the absence of
effect of the combinations on malaria transmission and subsequently on malaria disease.
Cost-effectiveness of combined vector control interventions need to be carefully
considered in Africa to ensure that increased efforts and international funding dedicated
to malaria control effectively contribute to reduce the disease burden. Alternative
chemicals and improved vector control strategies are urgently needed to achieve malaria
control and elimination in this part of the world..

achieve, a combination of the two interventions might
offer a way of reaching and maintaining high coverage of
malaria vector control. To our knowledge, a limited
number of field trials have investigated the efficacy of
LLIN and IRS for malaria control in Africa (panel). In
Bioko (Equatorial Guinea) and in Mozambique,
significant reduction of the prevalence of P falciparum
infection in children aged from 2 to younger than
15 years was reported with IRS combined with
insecticide-treated mosquito nets compared with IRS
alone (OR 0-71, 95% CI 0-59-0-86 for Bioko and OR
0-63,0-50-0-79 for Mozambique).’ In Burundi, however,
pyrethroid-IRS and LLINs did not confer additional
protection against P falciparum infection in children aged
1-9 years compared with those who slept under a net in
the IRS-treated area (OR 0-88, 95% CI 0-60-1-31).” In
these observational studies, which aimed to assess the
effectiveness of vector control methods under real field
conditions, several confounding factors might have
influenced the outcomes such as access to diagnosis and
treatment as well as coverage and effective use of vector
control intervention. In the present study, we
implemented an experimental approach with randomised
allocation of the interventions to allow a robust analysis
of the combined effect of LLINs and IRS (or CTPS) on
malaria disease (ie, by controlling confounding factors
related to secular trends in yearly vector density or
malaria transmission, or both).

The results of this study indicated that TLLIN+IRS
and ULLIN+CTPS did not sufficiently affect the vector
population to decreased the malaria burden, despite the

high coverage of all interventions. The fact that ULLINs
did not reduce malaria transmission compared with
TLLIN indicate that ULLIN did not induce a mass killing
effect on vector populations. Several assumptions can
explain this trend. First, the additional LLIN use and
coverage reported with ULLIN might not have been
sufficient to strongly affect vector density, infectivity, and
life expectancy of the vectors. Although several authors
reported limited flight range of malaria vectors during
host seeking,” one cannot totally exclude the fact that
mixing of mosquito populations (ie, contamination)
occurred between villages. Indeed, studies of the
dispersal of malaria vectors done in Africa agree that
mosquitoes are able to fly 4-5 km but, in most cases,
more than 50% of vectors are recaptured within 1 km
from the release point.*® Moreover, we recently showed
that the density of malaria vectors in the study area was
strongly associated with the house’s immediate
surroundings and the proximity of a watercourse, hence
confirming the preference for A gambiae mosquitoes to
bite locally.” Finally, the rapid increase of kdr frequency
in malaria vectors might have accounted for the reduction
of efficacy of LLIN at a community level. In the OKT
district, Damien and colleagues™ have previously
reported a poor protective effect against malaria infection
(26%) in LLIN users (vs non users) without any effect on
malaria morbidity. In Niger and Senegal, increased kdr
frequency was also reported after nationwide distribution
of LLINs by NMCPs.*? In this study,’ a rebound of
clinical malaria attacks was noted in adults and children
aged 10 years or older and that rebound was attributed to
the rise in pyrethroid-resistance in malaria vectors.
Clearly, further investigation is needed to assess whether
pyrethroid-resistance can account for reduced efficiency
of LLINs for malaria prevention in Africa.

In the past decade, carbamates have been increasingly
used for malaria control in Africa as they represent
promising alternatives to pyrethroids for IRS. On the
island of Bioko, an IRS campaign with bendiocarb (two
spray rounds per year) was associated with modest
but significant reduction in transmission index and
malaria reported cases.”” In Benin, a before-and-after
comparison trial done in the Ouémé district showed
significant effect of bendiocarb-IRS (400 mg/m2) on
vector density and malaria transmission in areas where
A gambiae has developed high resistance to pyrethroids.*
In the present study, however, we did not observe
additional effect of carbamate-based treatments on
mosquito density relative to LLIN alone. This is
surprising given that malaria vectors in the area are
susceptible to these chemicals.* Bendiocarb-IRS was
sprayed at the same rate (400 mg/m?2) and at the same
interval of time (ie, 8 months) as the Ouémé study in
agreement with the policy of PMI in Benin.* However,
only 34% efficacy was recorded 8 months post treatment
against susceptible mosquitoes, hence suggesting a rapid
decay of bendiocarb on the walls of the houses. The fact
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that around 90% of the huts of the villages were made of
mud could partly explain this trend since more porous
substrates are known to absorb the insecticide and then
limit the duration of the treatment.

Generally, one spray round per year of bendiocarb is
done in African countries because of poor human and
financial resources.* According to the WHO-Pesticide
Evaluation Scheme,” the expected residual activity of
bendiocarb is 2-6 months, suggesting that more frequent
spray rounds would be needed to maintain good
effectiveness in areas of perennial malaria transmission.
With the present policy, we think that IRS campaigns
with the available insecticidal products might not be a
cost-effective strategy for malaria control in highly
endemic malaria settings. More information on the life
expectancy of the insecticides used for IRS is needed to
guide national authorities on the interval of time to adopt
for effective control of malaria vectors in different
settings. Regarding the CTPS, the lower dosage than that
used for IRS and the possibility that mosquitoes rest on
the untreated part of the wall might have had a role in the
absence of effect on malaria disease and transmission.
The development of long-lasting IRS formulations or
durable residual wall lining (DL), or both, could overcome
these limitations.”

Finally, fewer mosquitoes entered the houses
containing both IRS and LLINs than houses containing
LLINs alone. The greater exophagy rates recorded with
the combinations might portray a behavioural change in
the malaria vector populations in response to the
combined deterrent-repellent effects of carbamates and
pyrethroids. In Tanzania, A gambiae has changed from
being endophagic to exophagic and endophilic to
exophilic as coverage of pyrethroid impregnated nets
increases.® Whether these changes show phenotypic
plasticity or selection of inherited characteristics in the
mosquito population remains unclear, the consequence
could be an increase of outdoor residual transmission of
malaria. Similar trends were reported elsewhere,"***
suggesting that intradomiciliary treatments (ie, LLIN
and IRS) that exclusively target endophagic or
endophilic populations, or both, could not be sufficient
to reduce the vectorial capacity of malaria vectors even
with high coverage. As suggested by mathematical
models,” combinations of interventions that target
different stages in the mosquito’s lifecycle—eg, the
aquatic stages with larvicides in areas with high
insecticide-treated mosquito nets or IRS coverage, could
be more efficient to reduce mosquito density and hence
achieve a mass killing effect.

To conclude, this study showed that in areas with low
malaria vector density (about one anopheline bite per
man per night) and with low but perennial malaria
transmission (0-5 to one infective bite per man per
month), the combination of LLINs and carbamate-IRS
applied every 8 months (or CTPS impregnated with
bendiocarb fixed to the upper part of the walls) was not

sufficiently powerful to decrease the incidence of clinical
malaria compared with a background of LLIN coverage.
This finding could be an obstacle to the malaria pre-
elimination phases in Africa if the current vector control
interventions cannot reduce malaria transmission under
a critical threshold. As pointed out by the malERA
consultative group on vector control,® an urgent need
exists for improved strategies to effectively reduce the
vectorial capacity of mosquitoes, especially as we move
into the malaria elimination and eradication era.
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Abstract

Vector control is a major step in the process of malaria control and elimination. This requires vector counts and appropriate
statistical analyses of these counts. However, vector counts are often overdispersed. A non-parametric mixture of Poisson
model (NPMP) is proposed to allow for overdispersion and better describe vector distribution. Mosquito collections using
the Human Landing Catches as well as collection of environmental and climatic data were carried out from January to
December 2009 in 28 villages in Southern Benin. A NPMP regression model with “village” as random effect is used to test
statistical correlations between malaria vectors density and environmental and climatic factors. Furthermore, the villages
were ranked using the latent classes derived from the NPMP model. Based on this classification of the villages, the impacts
of four vector control strategies implemented in the villages were compared. Vector counts were highly variable and
overdispersed with important proportion of zeros (75%). The NPMP model had a good aptitude to predict the observed
values and showed that: i) proximity to freshwater body, market gardening, and high levels of rain were associated with
high vector density; ii) water conveyance, cattle breeding, vegetation index were associated with low vector density. The 28
villages could then be ranked according to the mean vector number as estimated by the random part of the model after
adjustment on all covariates. The NPMP model made it possible to describe the distribution of the vector across the study
area. The villages were ranked according to the mean vector density after taking into account the most important
covariates. This study demonstrates the necessity and possibility of adapting methods of vector counting and sampling to
each setting.
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Introduction bites of malaria vectors per human per unit time) and the
prevalence of Plasmodium infection in mosquitoes. HBR is usually
measured using the Human Landing Catches (HLC) counting
technique that is the method of reference to quantify the human-
vector contact [3].

In 28 villages of Southern Benin, a recent cluster randomized
controlled trial (RCT) aiming at comparing the efficacy of
. combined LLIN and carbamate IRS or carbamate-treated plastic
to humans by mosquito vectors of the genus Anopheles. Among the sheeting (CTPS) with a background of LLIN coverage did not

recommenc'iation of the World Health (')rg'fmizat.ioln (WHO) .to show benefits of the combination for reducing HBR and EIR [4].
fight malaria, the deployment of long-lasting insecticidal mosquito

nets (LLIN) and indoor residual spraying (IRS) at national scale
has shown important reductions of malaria burden although
evidences of malaria resurgence have been recorded in several
African countries [1,2].

The most common indicator to evaluate vector control
mterventions such as LLIN and IRS relies on malaria transmission
through estimation of the Entomological Inoculation Rate (EIR).
EIR i1s the product of the Human Biting Rate (HBR; number of

Malaria is still a major public health issue in Sub-Saharan
Africa. In 2010, this region bore 91% of the global disease death
burden estimated to 655,000 deaths [1]. Studying the risk of vector
transmission is at the basis of every survey about the importance of
malaria in a given zone. The overarching goal of vector control is
to decrease the transmission of the malaria parasite Plasmodium spp

In the study area, high variations in the density of malaria vectors
were observed in time and space [5] and there were many
localities with zero mosquitoes collected during several nights.
The most ancient and popular statistical distribution used to
describe count data is the Poisson distribution that assumes
equidispersion of the counts. However, in real datasets, these
counts are often overdispersed [6-8] and there are various means
to demonstrate it [9-11]. Among the causes of overdispersion is
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the excess of zeros. Within the context of malaria vectors counts,
the excess of zeros may result from the absence of mosquitoes at
some locations (houses, village...) or during some period of time
(dry season, cold temperatures...).

To deal with such overdispersed data with excess zeros, Johnson
and Kotz [12] introduced the zero-inflated Poisson model (ZIP);
i.e., a Poisson mixture model that combines a point mass at zero
with a Poisson count distribution. Later, Lambert [13] extended
this model to allow for covariates. Another way to deal with count
overdispersion is the use of the negative binomial (NB) model or,
better, the zero-inflated negative binomial (ZINB) model con-
structed on the same principle as that of the ZIP.

Besides these well-known models, other finite mixture distribu-
tion models have been proposed (e.g., McLachlan and Peel [14])
and have been the object of numerous applications. In fact, these
models extend the previous ones; instead of considering a mixture
of two distributions as with the ZIP or the ZINB, they consider a
mixture of three or more Poisson or NB distributions. In addition,
a non-parametric approach of the maximum likelihood introduced
by Aitkin [15] has shown to be an excellent tool to allow for
overdispersion. An extension of this approach by the same author
[16] allowed its application to repeated measurements. Thus, a
non-parametric mixture of Poisson model (NPMP) seems adapted
to take into account the frequent changes in vector counts in
various sites of a study zone.

In the present work, we assessed the ability of Poisson, NB, ZIP,
ZINB and NPMP to fit the distribution of counts of malaria
vectors measured in 28 villages in southern Benin where a clinical
trial was implemented to evaluate the efficacy of vector control
interventions for malaria prevention [4]. Using a multivariate
NPMP, we introduced a classification of the villages based on the
mean vector density after adjustment for a set of environmental
and climatic covariates. Then, we assessed the relationship
between this classification and the vector interventions imple-
mented in the villages. The results of this work will help design
site-specific malaria vectors sampling.

Methods

Mosquito collection

The data analyzed in the present study stem from mosquito
collections carried out every 6 weeks between January and
December 2009 (i.e. 8 surveys) in 28 villages of the sanitary region
of Ouidah-Kpomassé-Tori (OKT) in South Benin. Of the 58
villages screened at the baseline, 28 were enrolled. The other
villages were excluded because they did not fulfill inclusion criteria
L.e. distance between two villages >2 km, population size between
250 and 500 inhabitants with non-isolated habitations and absence
of any local health care centre.

Entomological surveys were performed using the HLC
technique, on two successive nights (22:00 to 06:00) at four sites
(both indoor and outdoor) per village. Collectors were hourly
rotated along collection sites and/or position (indoor/outdoor).
Malaria vectors collected on humans were identified using
morphological keys [17]. Only Anopheles gambiae and Anopheles
Junestus mosquito counts were considered in the present work
because these are the main malaria vectors in West Africa [18—20]
and practically the only present in the study area [5].

These villages were divided into four groups (seven villages per
group) where four different vector control measures were
implemented (see Corbel et al. [4] for details): i) targeted-coverage
LLIN (TLLINs) destined to protect pregnant women and children
<6 years old (the reference group); ii) universal-coverage LLIN
destined to protect sleeping units (ULLINS), ii1) TLLINs plus full
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IRS of carbamate every eight months (TLLIN+IRS), and ULLIN
plus full CTPS taped to the upper part of the walls
(ULLIN+CTPS).

Ethics statement

The IRD (Institut de Recherche pour le Développement) Ethics
Committee and the National Research Ethics Committee of Benin
approved the study (CNPERS, reference number IRBO0006860).
The study was also registered with Current Controlled Trials,
number ISRCTNO07404145. All necessary permits were obtained
for the described field studies. No mosquito collection was done
without the approval of the village chief, the owner and occupants
of the collection house. Mosquito collectors gave their written
informed consent and were treated free of charge for malaria
presumed illness throughout the study.

Demographic, geographic and environmental data

The following data were collected: the average distance (in km)
from each village to the nearest freshwater body (Toho lake), the
presence of market gardening 2 km around each village, the
presence of cattle farms inside the village, the presence of water
conveyance in the village, and the population density. The layout
(or structure) of each village was described by the distribution of its
clusters of houses, these clusters being separated by vegetated
strips. Two modalities were then considered: single-cluster vs.
multi-cluster villages. Daily rainfall data from 8 weather stations
were spatially interpolated to compute the cumulated rainfall (in
mm) and the number of rainy days in each village during the 15
days preceding each survey. The Normalized Difference Vegeta-
tion Index (NDVI) was derived from a “Satellite pour I’Observa-
tion de la Terre (SPOT-5)" satellite image acquired on 12/28/
2003. The mean NDVI was computed in a buffer area of 50 m
diameter around each mosquito collection site (house).

Checking overdispersion and excess of zero in the data

The mean-variance relationship regarding the number of
collected malaria vectors was analyzed graphically to explore data
dispersion. A linear relationship of slope 1 (variances equal to
means) indicated a Poisson distribution without overdispersion
whereas a linear relationship with slope >1 or a quadratic
relationship indicated overdispersion. We also assess the “excess of
zero” through a graphical representation of the distribution of
vector counts.

Approximation of the distribution of the data

The approximations of the distribution of the number of
collected malaria vectors by the Poisson, ZIP, NB, ZINB and
NPMP distributions were compared using the maximum likeli-
hood (ML) estimation. Poisson, ZIP, NB and ZINB models were
fitted using the function nlm [21,22] in the ‘R’ software version
2.14.0. Parameters of the NPMP model were estimated with the
function alldist [15,23] which used an EM algorithm [24]. In this
approach, the dispersion of the data is described by a probability
law that does not take into account the hierarchical structure of the
data. This is thus a “marginal” model. A graphical representation
of comparison results is used to show the counts as well as the
predictions given by each of the above-cited distributions.

Multivariate Analysis

Given the hierarchical structure of the data collection system,
another NPMP model was considered to allow for various
components of the variance of the counts. In this model, the
counts of malaria vectors were assessed according to environmen-
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Figure 1. Means and standard deviations of the number of mosquitoes collected per site and per night at each of the 28 villages of

the study.
doi:10.1371/journal.pone.0050452.g001

tal and climatic covariates with the “village” as a random effect. It
is thus a “conditional” model (on “village”). The latter model
allows for the following variables: average distance to Toho lake (in
km), water conveyance (0=absence, 1= presence), market gar-
dening (0 = absence, 1=presence), cattle farms inside the village
(0O=absence, 1=presence), the layout of the village (0=multi-
cluster, 1 =single-cluster), population density (inhabitants per
100 m?), both the mean cumulated rainfall over the 8 surveys
(in mm) and the deviation from this mean at each survey, both the
mean cumulated number of rainy days over the 8 surveys and the
deviation from this mean at each survey, both the averaged NDVI
over the 4 collection houses per village and the deviation from this
average for each house and, finally, the specific collection site
(0 =1nside of the house, 1 = outside of the house).

According to the current recommendation for the use of
hierarchical models, each covariate was centered on its mean
before introduction into the model [25]. Variable “survey” was
introduced into the model as a fixed effect. Mosquito collections
made inside or outside each house of each village were considered
as repeated measurements within that village.

In the NPMP conditional model, the number of malaria
vectorsyig collected at a given site of a given village g during a
given night 7 is supposed, conditionally to “the village”, to follow a
mixture of four Poisson distribution. Each Poisson distribution has
a mean uig so that log (uig) =nig=xigf+ (ig. Note that xig is
the vector of values taken by the covariates, f the corresponding
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fixed effects, {ig the random intercept specific to each village so
that {ig=ac, with probabilities ¢ [25]. The values taken by ac
are called “latent variables”; ¢ indicating each latent class, here
fixed to fource{1,2,3,4}. Hence, the density function of the model

4
can be expressed as f(yig)= > mcfc(yig) where fc is the density
c=1

function of a Poisson distribution with mean pig. Thus, a non-

parametric mixture model may also be called “latent class model”.

The four values exp(ac) (one value for each latent class) are the

predicted mean numbers of malaria vectors collected whenever all

the model covariates, centered on their means, are equal to zero.

Function allve [16,23], a variant of alldist adapted for

hierarchical data, was used for the latter model implementation in
R software.

Assessing the impact of vector control strategies
For each village, a posteriori probability of belonging to each
class after adjustment on all the covariates is estimated by the
NPMP conditional model. Here, “a posteriori probability” means
the conditional probability for a village to belong to a given class,
given the data. For a village g and a latent classk, this probability
nkP(yglk)
4

> meP(yglc)

c=1

can be expressed: pkg= . In this expression, ygis the
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vector of observations in the village g and P(yg|c) the probability
of yg assuming membership in class c.

Hence, each village is assigned to one of the classes based on the
maximum of the a posteriori probabilities (MAP). This provides a
classification of the villages according to the average number of
malaria vectors collected at a given site over a given night after
adjustment on all the covariates.

In order to assess the impact of TLLIN, ULLIN, UL-
LIN+CTPS and TLLIN+IRS vector control strategies, the village
grouping for implementation of these vector control strategies and

PLOS ONE | www.plosone.org

the classification resulting from the NPMP conditional model were
compared using a Kruskall-Wallis test.

About the number of the latent classes

The relevance of a NPMP model also called Poisson latent
classes model, be it marginal or conditional, depends jointly on its
ability to provide a close distribution to that of the observed counts
and on its ability to assign each count one of the classes.
Essentially, two criteria contributed to the choice of the number of
classes: the closeness of the predicted values to the observed ones,
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which is the deviance expressed under the form of a Bayesian
Information Criterion [26]; and, the ability of the model to assign
each count one of the classes, which is expressed by the Entropy
[27]. The Integrated Complete-data Likelihood (ICL-BIC) [28] is
a combination of these two criteria; precisely, the BIC plus two
times the entropy. Hence, the number of classes chosen for a latent
class model is the one that maximizes the likelihood with low
entropy equivalent to a minimum ICL-BIC.

Results

Entomological Data

Total of 2,994 malaria vectors were collected during 3,584
human-nights of mosquito collection. This corresponded to an
average HBR of 0.835 bites per human per night. Among these
vectors, 1,872 belonged to the An. gambiae complex and 1,122
belonged to the funestus Group. The density of anopheline collected

PLOS ONE | www.plosone.org

changed over space and time (Figure 1). Indeed, the mean HBR in
OKT ranged from 0.070 to 4.219 bites per human per night when
the standard deviation ranged from 0.286 to 5.812. In most
villages, high standard deviations corresponded to high means and
between surveys the number of malaria vectors collected varied.

Study of the dispersion

Village, survey, and village-survey mean numbers of malaria
vector collected per night on humans were plotted with their
corresponding variances in Figures 2A, 2B and 2C respectively.
The assumption of mean-variance equality of the Poisson
distribution was not met. Indeed, the variances were much higher
than the means and the slopes of the linear relationships were >1

showing even quadratic relationships. This indicates overdisper-
sion of the data.
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Table 1. Parameters and deviance as estimated by the Poisson, ZIP, NPMP, NB and ZINB models.

Parameters
Distribution Mean (SE) Proportion (SE) Dispersion parameter —2logL
Standard Poisson 0.835 (0.015) 10 13492.470
Zero-inflated Poisson (ZIP) 9229.370
Zero-class 0() 0.736 (0.008)
Poisson 3.169 (0.062) 0.264 (0.008)
Poisson mixture model with 4 latent classes 7591.700
(NPMP)
Low 0 (7x1079) 0.630 (-)
Median-low 0.923 (0.029) 0.296 (-)
Median-high 6.555 (0.161) 0.070 (-)
High class 24.480 (1.281) 0.004 (-)
Negative Binomial (NB) 0.835 (0.038) 10) 0.156 (0.007) 7581.856
Zero-inflated negative binomial (ZINB) 7581.856
Zero~class 0() 3.6x10%(1.7x10?)
NB 0.835 (0.038) 0.999 (1.7x107°) 0.156 (0.007)

—2logL: —2 times the log-likelihood
doi:10.1371/journal.pone.0050452.t001

Distribution analysis

Frequency plot of the collected malaria vectors is shown in
Figure 2D. The cases for which zero malaria vectors were
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collected represented 74.7% of the total. Table 1 shows the

parameters for Poisson, ZIP, NPMP (the marginal model), NB and
ZINB distributions. Based on the Poisson distribution with a mean
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Figure 4. Changes in the values of the Bayesian Information Criterion (BIC), the entropy, and the Integrated Complete-data
Likelihood (ICL-BIC) according to the number of latent classes.

doi:10.1371/journal.pone.0050452.g004
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region according to the conditional NPMP model.
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Table 2. Estimations of the relationships between mosquito density and various geographical and environmental factors in OKT

Level and covariate

Relative Risk (95% Cl)

Village

Distance to a freshwater body (per additional km)

Presence of water conveyance (Yes vs. No)

Presence of market gardening (Yes vs. No)

Presence of cattle (Yes vs. No)

Layout of the village (single- vs. multi-cluster)

Population density (per additional inhabitant/100 m?)

Mean rain quantity over all surveys (per additional mm)

Mean number of rainy days over all surveys (per additional day)
Mean NDVI (per additional grade)

House

Deviation from the mean NDVI of the village (per additional grade)
Collection site (outside vs. inside)

Mission

Deviation” from the mean rain quantity (per additional mm)

Deviation” from the mean number of rainy days (per additional day)

0.885 (0.871-0.899)
0.411 (0.348-0.485)
1.146 (1.016-1.292)
0.817 (0.700-0.954)
0.466 (0.377-0.574)
1.335 (1.079-1.651)
1.325 (1.292-1.359)
2.148 (1.675-2.754)
0.849 (0.827-0.872)

0.990 (0.978-1.003)
1.182 (1.100-1.270)

0.993 (0.989-0.997)
0.902 (0.827-0.984)

doi:10.1371/journal.pone.0050452.t002

of 0.835, we would expect 43.4% of zero (Figure 3A) which is
significantly lower than that observed in the dataset. In contrast,
ZIP, NB and NPMP models well predicted the proportion of zero
(respectively 74.7%, 74.9%, and 74.7%; Figure 3). Excluding the
sites where no anopheline were collected, the ZIP model estimated
the mean number of collected anopheline per site per night at 3
but this does not solve the problem of data overdispersion. The
NPMP model suggested that, in the study area, the sites where the
anopheline counts over a single night would be generally high
(mean 24.48) were rather rare (nearly 0.4%). However, the model
estimated at 63% and 30%, respectively, the proportions of counts
with 0 and 1 as the mean number of collected anopheline per
night. The dispersion parameter estimated by the NB model was
0.156 indicating high overdispersion. Since the NB model allows
for the excess of zeros, the proportion of zeros estimated by the
ZINB model is nearly null. The NB and the ZINB models are
therefore equivalent.

There were a significant decrease of the model deviance when a
ZIP model was used instead of the standard Poisson model and
also when the NPMP was used instead of the ZIP model (Table 1).
The NB and ZINB fitted the data as well as the NPMP (deviance
were not significantly different). Figure 3 shows the bar diagrams
and the expected density probability curves of the counts with the
Poisson, ZIP, NPMP and NB models. The curves relative to the
NB and to the NPMP models are very similar and fit well the
observed data distribution. Conversely, the curve relative to the
standard Poisson model does not fit the observed frequency of
counts between 0 and 10. Aside from the proportion of zeros, the
ZIP model was not able to reproduce the observed proportions of
counts ranging from 1 to 10.

Choosing the number of latent classes

Figure 4 shows for the NPMP model conditional on “village”,
the progress of the BIC, the entropy, and the ICL-BIC according
to the number of classes. Starting from 4 classes, the BIC became
very low. The entropy augmented together with the number of

PLOS ONE | www.plosone.org

*Difference between the mean value over all surveys and the value at a given survey

classes. Their combination ICL-BIC was at its minimum with 4
classes. Therefore, the model with 4 latent classes was used to
assess the number of malaria vector caught on humans according
to climatic and environmental factors.

Multivariate Poisson mixture analysis

Table 2 shows the relative risk of the fixed effects as estimated
by the model. Presence of market gardening, population density,
mean cumulated rainfall over the 8 surveys, mean cumulated
number of rainy days over the 8 surveys and outdoor position were
positively associated with the number of malaria vectors caught on
human. On the other hand, distance to a freshwater body,
presence of water conveyance, presence of cattle, single-cluster
village houses, mean NDVI and deviation at each survey from
mean cumulated number of rainy days over the 8 surveys were
negatively associated with the number of malaria vectors caught
on human.

Table 3 shows the random effects of the model. These are the
predicted mean number of collected malaria vectors per night for
each of the four latent classes when all the covariates are at their
mean values. This table shows also the final classification of the
villages according to their respective MAP. The mean number of
malaria vectors collected ranged from 0.050 vectors per human
per night in the 1st class (with only one village: Hekandji) to 0.713
in the 4th class (with 8 villages).

A Kruskal-Wallis test did not show a significant association
between villages classification obtained from the model and the
villages grouping for vector control strategies (Chi2 =2.029, p-
value = 0.566). Thus, according to HBR, a significant difference in
term of impact of vector control strategies (TLLIN, ULLIN,
ULLIN+CTPS and TLLIN+IRS) is not showed.

Discussion

Knowledge of malaria vector density in a given area is often
needed for implementing and evaluating vector control interven-
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tions. This requires vector counts at several sites of the area and
statistical analyses of these counts.

McCullagh and Nelder [29] asserted that whenever the variable
of interest is a count, its distribution is often an overdispersed
Poisson distribution. The present data are another illustration of
this assertion. The first part of this work aimed at comparing
which distribution among Poisson, NB, ZIP, ZINB and NPMP
better fit on counts of malaria vectors recorded using the HLC
technique. Both NB and NPMP models dealt with the excess of
zero, with overdispersion and provided the best predictions of the
distribution of the observed data. However, unlike NB model, the
NPMP does not do any further assumption about the distribution
of the means of malaria vectors counts. Besides, the hierarchical
structure of the observed data was taken into account by a NPMP
model conditional on “village”. Based on a posterior probability
criterion, the NPMP model allowed ranking the villages in four
latent classes according to the mean of vector density after
adjustment on environmental and climatic covariates. The optimal
number of latent classes was established on conventional criteria.
Furthermore, the part each covariate played in the variability of
malaria vector density in the area was estimated by the fixed
effects of the model. However, the present study could not take
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Table 3. Classification of the 28 villages according to the maximum a posteriori probability (MAP) of belonging to each class after
adjustment on all other covariates.

Proportion
Village Latent class Mean number of mosquitoes of villages MAP
Hekandji 1 0.050 0.036 0.992
Aidjedo 2 0.137 0.218 0.997
Assogbenou 1
Ayidohoue 0.990
Dokanmey 0.998
Hounkponouhoue 1
Abenihoue 1
Adjame 3 0.324 0.466 1
Amoulehoue 1
Adjahassa 0.924
Kindjitokpa 1
Vidjinnagnimon 1
Guezohoue 1
Hla 1
Agokon 0.968
Dekponhoue 0.998
Lokohoue 1
Todo 1
Wanho 1
Zoume 0.994
Agouako 4 0.713 0.280 0.775
Hinmadou 0.925
Manguevie 0.925
Satre 0.925
Soko 0.925
Tanto 0.925
Tokoli 0.925
Agadon 0.925
doi:10.1371/journal.pone.0050452.t003

into account all the possible hierarchical levels of the data because
of the limits of software R in dealing with latent classes. Indeed,
function allvc of package “npmlreg” cannot deal with more than
two levels. We considered thus the catches at all sites of the same
village as repeated measurements of the same variable. Therefore,
we were not able to take into account the possible correlation
between the counts from houses within the same village [30].
“Human bait” is another level that could induce correlation in the
data but there is no sufficient information about all mosquito
collectors. Besides, the rotation of the collectors during data
collection reduces considerably such a correlation. “Season’ could
be another possible level of correlation; it was taken into account
through rainfall data which is the main seasonal factor in the
context of malaria vector density.

Moreover, the numbers of collected vectors during the 8 surveys
are assumed to be uncorrelated although one may speculate about
a correlation structure along time. Nevertheless, the correlation
between mosquito counts from successive surveys is deemed to be
very low because the time span between two successive surveys is 6
weeks whereas the lifespan of the vectors is only 3 to 4 weeks.
Studying the correlation between counts from two nights during
the same survey may reveal interesting results.

November 2012 | Volume 7 | Issue 11 | €50452



In southern Benin, both spatial and temporal heterogeneities in
vector densities were mentioned by Djenontin et al. [5]. This can
be explained by some factors we found associated with the density
of malaria vectors. Firstly, cumulated rainfalls during the 15 days
preceding the catches were positively associated with vector
density as previously reported in Benin [30]. Moreover, the mean
number (over all surveys) of rainy days was positively associated
with the vector density whereas the deviation at each survey from
this mean was negatively associated with the vector density. This
suggested that high frequency of rainy events might flush out
vectors breeding sites [31]. The vector density was lower in villages
with water supply; this could be due to the absence of water
storages that could have provided breeding sites for malaria
vectors [32,33]. Moreover, the presence of irrigated market
gardening could have provided breeding sites [34,35] and then,
increased the density of vectors in villages closed to this activity as
previously observed in Benin [36]. Permanent freshwaters of the
Toho Lake could also have provided breeding sites for both An.
Junestus and An. gambiae [37—-39] that are both present in our study
area [5]. This explains why the vector density decreased when
moving away from freshwater bodies as showed by Amek et al.
[40] in Western Kenya. The presence of cattle was negatively
correlated with vector density suggested that a part of the vector
population could have bite on cattle instead of human. More
vectors were caught in multi-cluster villages than in single-cluster
villages. This might indicate that a multi-cluster village layout
might increase the attractiveness of the village for malaria vectors
because of the extra vegetation surrounding houses. Thus, the
attractiveness of a multi-cluster village may be higher than that of
a single-cluster village of same size. Catches were also more
abundant outside than inside the houses. This indicates an
exophagic behavior of malaria vectors in the study area. As
suggested by two studies in the OKT region [4,41], a part of the
exophagic population of vectors could have avoided indoor
residual insecticides.

One unexpected finding of the present study was that the NDVI
was negatively correlated with the density of malaria vectors. This
finding contrasts with several studies that used satellite imagery at
a lower resolution [42,43] but agrees with a study carried out in
Burkina Faso that used the same SPOT images than ours [44]. In
this study, the authors found a negative relationship between the
larval productivity in ponds and the NDVI calculated from high
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resolution SPOT images. Indeed, a high NDVI might reflect the
presence of submerged vegetation or water covered with
vegetation that are usually related to very high Anopheles larval
densities [44—46]. Moreover, the NDVI usually decreases with
freshwater and unvegetated surfaces likely to provide breeding
sites for the malaria vectors [37,47]. Nevertheless, the discussion
about the NDVI effect can be more complex because of the co-
existence in the region of two major malaria vectors with different
breeding-site requirements.

In this work, villages were ranked into four classes of increasing
mean malaria vector density but we were not able to find any
relationship between this grouping structure and the vector control
intervention implemented in the village. This confirms the finding
of Corbel et al. [4] who demonstrated with the same data, that
vector density was not significantly different between treatment
arms (TLLIN, ULLIN, TLLIN+IRS, and ULLIN+CTPS).

In conclusion, we found that the NPMP model was useful to
assess the relationships between vectors density and villages or
environmental characteristics. It might therefore be an efficient
tool to compute risk maps of the host-vector contact. Moreover,
the NPMP model provided a classification of the villages after
taking into account some covariates. Such a classification could be
used at a pre-study step to improve the study design of mosquito
collection and adapt the sampling effort according to the village
characteristics, especially in region with high spatial and temporal
heterogeneities of mosquito density, like in the OK'T region.
Furthermore, NPMP model could help in the study design of RC'T
when a stratified sampling is needed. The same model may be
adapted and used in other settings for the study of the distribution
of vectors of other diseases.
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Abstract

Background: The emergence of pyrethroid resistance in Anopheles gambiae has become a serious concern to the
future success of malaria control. In Benin, the National Malaria Control Programme has recently planned to scaling
up long-lasting insecticidal nets (LLINs) and indoor residual spraying (IRS) for malaria prevention. It is, therefore,
crucial to monitor the level and type of insecticide resistance in An. gambiae, particularly in southern Benin where
reduced efficacy of insecticide-treated nets (ITNs) and IRS has previously been reported.

Methods: The protocol was based on mosquito collection during both dry and rainy seasons across forty districts
selected in southern Benin. Bioassay were performed on adults collected from the field to assess the susceptibility

mutation was found at a very low frequency (< 5%).

insecticide to pyrethroids for IRS in Benin.

of malaria vectors to insecticide-impregnated papers (permethrin 0.75%, delthamethrin 0.05%, DDT 4%, and
bendiocarb 0.1%) following WHOPES guidelines. The species within An. gambiae complex, molecular form and
presence of kdr and ace-1 mutations were determined by PCR.

Results: Strong resistance to permethrin and DDT was found in An. gambiae populations from southern Benin,
except in Aglangandan where mosquitoes were fully susceptible (mortality 100%) to all insecticides tested. PCR
showed the presence of two sub-species of An. gambiae, namely An. gambiae s.s, and Anopheles melas, with a
predominance for An. gambiae s.s (98%). The molecular M form of An. gambiae was predominant in southern

Benin (97%). The kdr mutation was detected in all districts at various frequency (1% to 95%) whereas the Ace-1

Conclusion: This study showed a widespread resistance to permethrin in An. gambiae populations from southern
Benin, with a significant increase of kdr frequency compared to what was observed previously in Benin. The low
frequency of Ace-1 recorded in all populations is encouraging for the use of bendiocarb as an alternative

Background

More than 90% of recorded malarial deaths occur in
Africa among the most vulnerable low immune response
individuals, such as children under five years old and
pregnant women [1,2]. The National Malaria Control
Programmes (NMCP) in African countries currently
relies on strategies targeting mosquito vector control,
which involve the use of long-lasting insecticidal nets
(LLINs) and/or indoor residual spraying (IRS), the two
most effective preventive measures. Both methods have
shown to be very effective against Anopheles mosquitoes
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Cotonou, République du Bénin

( BioMVed Central

[3-8]. In 2010 in Benin, a full coverage of LLINs coun-
trywide couple with IRS in the department of Ouémé in
southern Benin will become a new tool to improve
malaria prevention and control.

However, the development of pyrethroid resistance in
populations of Anopheles gambiae has become a serious
threat to the effectiveness of these two vector control
measures [9]. N'Guessan et al [10] recently established a
clear relationship between pyrethroid resistance caused
by kdr and the failure of LLINs and IRS in experimental
huts in south Benin. In the last decade, the emergence
of resistance in populations of Anopheles to common
classes of insecticides used in public health has been
reported in many African countries including Kenya
[11], Cote d’'Ivoire [12], Benin [13-15], Niger [16],

© 2010 Yadouleton et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Burkina Faso [17,18], Mali[19], Nigeria[20], South Africa
[21], and Cameroun [22].

In West Africa, the main mechanism involved in pyre-
throid-resistance in An. gambiae is caused by target site
insensitivity through a knockdown resistance (kdr)-like
mutation caused by a single point mutation (Leu-Phe) in
the para-sodium channel gene [23]. Preliminary surveys
done in Benin southern in An. gambiae populations by
Corbel et al [14], indicated that the Leu-Phe kdr muta-
tion has been found almost only in the M form at high
frequency (0.95).

Indeed, several authors reported that the use of insec-
ticides in households and pesticides in agricultural set-
tings has greatly increased selection pressure leading to
the emergence of insecticide resistance in malaria vec-
tors [13-15,24]. In Benin, it was reported that DDT
resistance in An. gambiae sensu lato (s.l.) was the result
of massive use of DDT house spraying applications in
several districts of the country during the WHO malaria
eradication campaign in the 1950s [25].

A study in Burkina Faso documented a relatively high
frequency of kdr mutations (Leu-Phe) in An. gambiae
collected from cotton farms under massive insecticide
treatment compared to farms with no pesticide utiliza-
tion [18]. Therefore, several studies on insecticide resis-
tance have currently been addressing the agenda of
most malaria scientists in sub-Saharan Africa and
around the world to approach in different ways the cru-
cial issues of insecticide resistance in malaria vectors
which threatens the effective usefulness of ITNs and IRS
for malaria prevention [6,26].

Previous resistance monitoring surveys conducted in
Benin had focused on the south-north transect. It is
then a priority to investigate the status of insecticide
resistance in An. gambiae in southern Benin, because
pyrethroid resistance has been reported with a clear evi-
dence of reduced efficacy of ITNs and IRS in experi-
mental huts [10,26]. In addition to the kdr mutation,
which is the main mechanism of resistance to pyre-
throids, it’s important to address also the distribution of
the Ace.1 allele that causes resistance to organopho-
sphates and carbamates. With support of Presidential
Malaria Initiative (PMI), a large-scale programme based
on free-ITN distribution in combination with IRS was
implemented since 2008 in four districts in Department
of Ouémé in southern Benin. To attain a better under-
standing of the resistance situation in Benin particularly
in these localities because of the use of bendiocarb in
IRS, it is important to characterize the spatial distribu-
tion of resistance in An. gambiae in a variety of ecologi-
cal settings and then attempt to correlate this resistance
with pesticide usage. The present study propose to
assess the resistance status of malaria vectors to carba-
mates, pyrethroids and assessed the implications for
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vector control strategy in a new geographical setting of
an opposite east-west transect of the southern part of
Benin. This area has a different bioclimatic characteristic
with high rainfall (1,500 mm yearly), where insecticides
are extensively used for both public health and agricul-
tural purposes.

Methods

Study areas

The study was carried out in forty districts of southern
Benin characterized by a continual practice of urban
and peri-urban agriculture, with two rainy seasons
(March- July and October- November) and two dry sea-
sons (December-March and August-September). The
annual mean rainfall is 1,500 mm in July, relative
humidity (RH) of 70% + 5 and a minimum/maximum
temperature ranging from 23 to 32°C. The choice of
these environments is justified by their particular biocli-
matic characteristics and the use of insecticides or ferti-
lizers in public health and agriculture. Indeed, the
presence of susceptible population of An. gambiae to
pyrethroids and organophosphorous recorded in some
districts will help to effectively use the IRS and ITNs in
the study areas.

Mosquito collections

Mosquitoes were collected during the dry (from Febru-
ary to March) and the rainy seasons (April-July) across
the forty districts selected in south Benin. Larvae and
pupae were collected using the dipping on breeding
sites and then kept in separated labelled bottles related
to each locality. A part of the larvae samples was reared
up to adult emergence at the CREC (Centre de
Recherche Entomologique de Cotonou, Benin) insectary
for further bioassay tests.

Insecticide susceptibility test

Females mosquitoes 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 [27]. The follow-
ing insecticides were tested: deltamethrin (0.05%), per-
methrin (0.75%), DDT (4%) and bendiocarb (0.1%). The
emphasis was also put on deltamethrin, because of a
nationwide distribution of PermaNets by the NMCP.
The use of DDT is justified by the detection of cross-
resistance between pyrethroids and organo-chlorine in
Anopheles populations. The carbamate bendiocarb was
one of the alternative insecticides to pyrethroids cur-
rently used for IRS in Benin [28].

For each treatment, five test tubes were used: one
untreated paper as a control and four treated papers to
expose mosquitoes. Control tubes contained filter papers
impregnated with silicon oil (insecticide carrier) only,
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whereas treated papers were impregnated with diagnos-
tic doses of insecticide plus carrier.

An average of twenty-five mosquitoes was 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 one-hour exposure, mosquitoes were trans-
ferred into holding tubes and provided with cotton wool
wetted 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 [27]. Dead and survived mosqui-
toes from this bioassay were separately kept in Carnoy
solution at -20°C for further molecular characterization.

Molecular characterization of Anopheles populations
using PCR analysis

In each locality, 25-35 females of An. gambiae samples
from the WHO bioassays were analysed at the molecular
level. PCR analysis for species identification [29] was per-
formed to identify various members of An. gambiae com-
plex collected in each site. The next set of PCR focused
on molecular forms using PCR-RFLP [30], which
involved only An. gambiae sensu stricto (s.s.). The PCR
forms sub-grouped the An. gambiae s.s. into two molecu-
lar forms: An. gambiae s.s. M and An. gambiae s.s. S
forms. The last series of PCRs determined the presence
of kdr mutations in An. gambiae ss. Populations, as
described by Martinez-Torres et al [31]. The PCR-RFLP
diagnostic test was used to detect the presence of G119S
mutation (Ace.! gene) as described by Weill et al [32].

Data interpretation
The resistant status of mosquito samples was deter-
mined according to the WHO criteria [27].

Following the WHO protocol

- Mortality rates is > 97%: the population was consid-
ered fully susceptible

- Mortality rates ranged between 80 > x < 97%: resis-
tance suspected in the population

- Mortality rates < 80%, the population was considered
resistant to the tested insecticides.

Mortality rates were corrected using Abbott formula
when control mortality was above 5% [33]. Molecular
results (PCR Kdr and Ace-1) were compared to insecti-
cide susceptibility tests performed with the WHO
method to conclude on the An. gambiae status in the
districts surveyed.

Mapping insecticide resistance in mosquito vectors in
southern Benin

Using geographical information recorded with GPS,
screened localities were projected on a map of southern
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Benin where mosquito larvae were collected. Resistance
data were obtained from 40 districts in 6 departments
(Ouémé, Plateau, Littoral, Atlantique, Mono, Couffo)
and spatialized using the ESRI ArcGis Software.

Data analysis

Analysis using the computer software Excel, Fisher’s exact
tests was performed on the data sets gathered from the
localities surveyed. Parameter for analysis included the
resistance status of each tested population of An. gambiae.
The insecticide susceptibility test on resistant strains from
different districts was compared and analysed using Stat-
calc-Epi-info software, to compare the status of insecticide
resistance in the different sites investigated. A Fisher’s
exact test was performed to determine if there was any sig-
nificant difference between two given sites.

Results

Resistance status

Additional file 1 shows the insecticide resistance status
of An. gambiae s.l populations from the 40 districts of
southern Benin. Following the exposure of females of
An. gambiae to permethrin impregnated papers, all 40
populations were fully susceptible to deltamethrin and
bendiocarb, 39 out of 40 were resistant to permethrin
and 39 out of 40 showed resistant to DDT (see Addi-
tional file 1)

Identification of molecular forms of Anopheles gambiae s.s
1,500 mosquitoes from the 40 districts were successfully
analysed by species, molecular forms. PCR revealed the
presence of two sub-species of An. gambiae: An. gam-
biae s.s., and Anopheles melas with a predominance of
An. gambiae s.s (98%). The M form was predominant
over the S form (M = 98%; S = 2%).

Detection of resistance genes

Allele and genotype frequencies at the kdr and Ace.1
loci are shown in Additional file 2. Results from this
study showed that the kdr mutation was present in all
An. gambiae populations collected from the different
district. The highest frequencies were recorded in
Dogbo, Lokossa and Lanta (96%, 95% and 95%, respec-
tively) and the lowest frequency was recorded in
An. gambiae strains from Aglandan (1%). The Ace-1I
mutation was found in An. gambiae populations col-
lected from the different districts but at very low fre-
quency (from 1% to 5%).

Mapping insecticide resistance in mosquito vectors in
southern Benin

Using geographical information recorded with GPS,
screened localities were projected on a map of Benin
and areas of permethrin and bendiocarb resistance or
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susceptibility were marked. The map generated from
this study showed a spread of resistance of permethrin
in most districts of South Benin (Figure 1). However,
the levels of resistance registered in the following local-
ities, Sakété, Kétou, Lokossa, Dogbo, Comeé and Lanta
were relatively consistent compared to other sites of the
districts. On the other hand, no resistance was found in,
Houeyogbé, Aglangandan, and Ifangni, districts.

Discussion

The species composition of Anopheles gambiae complex
identified during this study did not differ from those
recorded in previous studies in Benin. It was shown
that, within the An. gambiae complex, An. gambiae s.s.
M form was predominant (> 98%) and has as a wide
distribution across southern Benin Corbel et al [14].
The same trend was found in some localities of Mali,
Nigeria [34-36]. The absence of An. melas in many dis-
tricts in southern Benin can be attributed to the fact
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that larvae were mostly sampled from pools and puddles
rather than flooded water, which is the preferred breed-
ing site of An. melas [37]. No An. arabiensis was found
in the different localities.

The study showed a wide distribution of resistance in
An. gambiae s.l. to permethrin and DDT in southern
Benin whereas all samples of An. gambiae tested were
fully susceptible to deltamethrin and bendiocarb. The
widespread resistance to DDT and permethrin in south-
ern Benin can be explained by a long-standing, massive
use of DDT house-spraying in several districts of the
country during the WHO malaria eradication pro-
gramme in the 1950s [25]. In addition, the rapid expan-
sion of urban agriculture is one of the major factors that
contributes to a large distribution of pyrethroid resis-
tance in An. gambiae s.I Corbel et al [14]. A recent
report by Yadouleton et al/ [15] has confirmed that
urban farming in Benin has enormously contributed to
the emergence of resistance in Anopheles populations.
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As reported by Akogbeto et al [24], some populations of
An. gambiae lay their eggs in breeding sites containing
insecticide residues. A study in vegetable farming in
Benin [15] has shown that such activities in urban areas
directly led to an improper use of insecticides to control
vegetable pests, thus exerting a huge selection pressure
on mosquito larval population. Moreover, the liberaliza-
tion of the pesticide sector and the increased cost of
pesticides registration have incited most of the farmers
to illegally procure insecticides and an uncontrolled use
of these chemicals in Benin. This factor has also con-
tributed to the emergence of insecticide resistance in
An. gambiae populations [15,24].

However, the absence of pyrethroid-DDT cross resis-
tance in An. gambiae from Aglangandan in the Departe-
ment of Ouémé can be explained by the absence of
agriculture activities in this area. Recently, qualitative
data were collected from direct observations, in-depth
interview and focus group discussions to confirm this
hypothesis [15].

Some populations of An. gambiae have developed low
resistance to bendiocarb in southern Benin. This can be
explained by the fact that in these areas, carbamate and
organophosphorous insecticides were mostly used by
farmers for crop protection [38]. The results confirm
those of Corbel et al [14] and Djogbenou et al [39] that
previously showed a low frequency of the Acel allele in
malaria vectors populations in Benin. This is particularly
relevant to strengthen vector control campaigns using
Indoor Residual Spraying based on carbamate and/or
organophosphate as alternatives to pyrethroids, which are
currently used by the NMCP in several areas of Benin.

Conclusion

The emergence of pyrethroid resistance in An. gambiae
has become a serious concern for the success of malaria
control in the last decades. To date, pyrethrinoids
remain the only family of insecticides currently recom-
mended by the WHO for the impregnation of bed nets.
This study showed a relatively wide distribution of
insecticide resistance in An. gambiae, especially to per-
methrin and DDT. The current findings will help for
decision-making in the National Malaria Control Pro-
gramme especially in the choice of insecticide to use
during the next campaigns of Indoor Residual Spraying
(IRS) in Benin.

Additional file 1: Percentage of dead Anopheles gambiae observed
after 1 hour exposure to permethrin (0.75%), bendiocarb (0.1%),
DDT (4%), deltamethrin (0.05%) in 6 departments in southern
Benin.

Additional file 2: Species identification, molecular forms and frequency
of the kdr, and Ace.1 alleles and genotypes in Anopheles gambiae s.I
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Abstract

Background: This study aimed to investigate baseline data on malaria before the evaluation of new vector control
strategies in an area of pyrethroid-resistance of vectors. The burden of malaria was estimated in terms of infection
(prevalence and parasite density) and of clinical episodes.

Methods: Between December 2007 and December 2008 in the health district of Ouidah - Kpomasse - Tori Bossito
(southern Benin), a descriptive epidemiological survey of malaria was conducted. From 28 selected villages, seven
were randomized from which a total of 440 children aged 0 to 5 years were randomly selected. Clinical and
parasitological information was obtained by active case detection of malaria episodes carried out during eight
periods of six consecutive days scheduled at six weekly intervals and by cross-sectional surveys of asymptomatic
infection. Entomological information was also collected. The ownership, the use and the correct use of long-lasting
insecticide-treated nets (LLINs) were checked over weekly-survey by unannounced visits at home in the late
evening.

Results: Mean parasite density in asymptomatic children was 586 P. falciparum asexual forms per pL of blood (95%
Cl 504-680). Pyrogenic parasite cut-off was estimated 2,000 P. falciparum asexual blood forms per pL. The clinical

infection (OR = 0.74 (95%IC 0.62-0.87), p = 0.005).

incidence of malaria was 1.5 episodes per child per year (95%Cl 1.2-1.9). Parasitological and clinical variables did
not vary with season. Anopheles gambiae s.I. was the principal vector closely followed by Anopheles funestus.
Entomological inoculation rate was 5.3 (95%C| 1.1-25.9) infective bites per human per year. Frequency of the
L1014F kdr (West) allele was around 50%. Annual prevalence rate of Plasmodium falciparum asymptomatic infection
was 21.8% (95%C| 19.1-24.4) and increased according to age. Mean rates of ownership and use of LLINs were 92%
and 70% respectively. The only correct use of LLINs (63%) conferred 26% individual protection against only

Conclusion: The health district of OQuidah-Kpomassé-Tori Bossito is a mesoendemic area with a moderate level of
pyrethroid-resistance of vectors. The used LLINs rate was high and only the correct use of LLINs was found to
reduce malaria infection without influencing malaria morbidity.

Background

Despite considerable worldwide efforts made in recent
years to control malaria [1], the disease is still a major
public health problem with nearly 250 million cases and
about one million deaths each year. Eighty five percent
of deaths occur among children under five [2] from
which nearly all are in sub-Saharan Africa. In 2007,
malaria was declared to be the most important disease
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in this age group, in Benin, leading to 43% of all medical
consultations and 29% of hospital admissions [3]. The
National Malaria Control Programme (NMCP) has
implemented WHO/GMP’s (World Health Organiza-
tion/Global Malaria Programme) recommended preven-
tive and curative strategies [4]. These include i)
Artemisinin combination therapy (ACT) which is dis-
pensed at health centers and has recently been made
available to communities for children under five years
old; ii) Intermittent preventive treatment (IPT) during
pregnancy; iii) Long-lasting insecticide-treated mosquito
nets (LLINs) which have continued to be distributed

© 2010 Damien et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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following the nation-wide deployment among high-risk
populations (i.e. children of under five and pregnant
women) and iv) Indoor residual spraying (IRS) using
carbamate insecticide applied in specific districts
through the President’s Malaria Initiative [5]. Many stu-
dies have demonstrated that the use of insecticide trea-
ted nets reduced uncomplicated malaria episodes by at
least 50% [6]. Unfortunately, insecticide resistance in
malaria vectors has dramatically increased in Africa [7],
especially in Benin [8-10] and may seriously compro-
mise the success of vector control management. Two
studies conducted in experimental huts in South Benin,
where Anopheles gambiae was resistant to pyrethroids,
have reported that significant reduction in the efficacy
of pyrethroids was applied either in treated nets or IRS
[11,12]. In order to manage insecticide resistance, the
Centre de Recherche Entomologique de Cotonou
(CRECQ) in collaboration with the Institut de Recherche
pour le Développement (IRD) and the NMCP has evalu-
ated successfully (WHOPES phases I and II) a new
insecticide resistance management (IRM) strategy com-
bining in the same household a LLIN and a carbamate
treated plastic sheeting [13,14]. In the context of a
future community-based evaluation of this promising
IRM strategy (phase III trial), the malaria burden was
evaluated in a health district of southern Benin where a
nation-wide distribution of LLINs to children <5 had
been implemented in 2007. This study constitutes an
analysis of the baseline situation of malaria in terms of
infection (prevalence and parasite density) and clinical
episodes. Entomological information was also collected.

Methods

Site description

This epidemiological study was carried out in the Oui-
dah-Kpomasse-Tori Bossito health district in southern
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Figure 1 Map of Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito health district,
south of Benin, showing the selected villages.
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Benin (Figure 1), from December 2007 to November
2008. The population size in the study area was 178,314
inhabitants according to the results of the 3" General
Census of the Population and the Environment
(RGPH3) of February 2002. The population is rural and
lives on agriculture with scattered settlement. The main
ethnic group is Aizo. The climate is essentially sub-
equatorial, with two dry seasons (a long dry season from
December to March and a short dry season in August
and September), and two rainy seasons (a long rainy
season from April to July and a short rainy season from
October to November). The average annual rainfall is
around 1,200 mm, of which 700-800 mm and 400-500
mm rain down respectively in the first and in the sec-
ond rainy season. The hottest months (31°C) are Febru-
ary to April and the coldest months (27°C) are July to
September. Less than 30% of children are present at the
health centre when sick. They are mostly treated by tra-
ditional medication [15]. A recent survey in Benin indi-
cated that less than half of febrile children <5 were
received anti-malarial drugs of which only 7% of cases
were given ACT [16,17]. Malaria vectors show resistance
to pyrethroids in south of Benin [18].

Sampling

Twenty eight villages were chosen according to the fol-
lowing criteria: having between 250-500 inhabitants, dis-
tance between any villages greater than two kilometers
and the absence of a local health centre. From these,
seven villages were randomly selected. Geographical,
demographical and environmental characteristics are
described in Table 1. After census, about 60 children
aged 0-71 months were randomly selected in each vil-
lage. They were clinically monitored for a total of 48
days spread over one year. Children born during the
study were not included. Ethical clearance was given for
the study by the National Ethical Committee in Benin
(Comité National Provisoire d’Ethique pour la
Recherche en Santé, Reference number IRB0O0006860)
and IRD ethical committee. Mosquito collectors gave
their written informed consent and were treated free of
charge for malaria presumed illness. They were also vac-
cinated against yellow fever. Each head of family or the
guardian of the selected child gave their written
informed consent. During the monitoring periods, all
children of villages, whom participating in the study or
not to, were treated free of charge by the medical staff.

Data collection

Parasitological and clinical measures

Active case detection (ACD) for malaria episodes was
carried out during eight periods of six consecutive days
at six weeks intervals throughout the year. Each day a
nurse assisted by a local village helper trained for the
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Table 1 Description of the study area
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Village Density of
population
Spatial coordinates (People/Km?) Environnemental characteristics
Longitude Latitude Open Swamps*  Distance from Distance from Distance from
(°Q) (°C) water lake (fresh water) lagoon (brackish health center
cisterns (N) (Km) water) (Km) (Km)
Aidjedo 06° 24 02° 20 47 2 - 7.9 0.6 3
Dokanme 06° 33’ 02° 13" 61 5 - 05 226 4
Kindjitokpa 06° 25 01° 58 78 0 + 0.1 9.7 2
Guézohoué 06° 29 02° 05 91 0 - 1.1 0.5 2
Hékandji 06° 25’ 02° 07’ 67 4 - 40 100 5
Satré 06° 34 02° 04 45 17 - 138 85 4
Wanho 06° 27 02° 11" 63 0 + 22 122 2

* Presence of swamps (+) and absence of swamps (-).

study, visited the households in the sample. A physician
supervised the field work. The presence or absence and
state of health of each child were recorded daily on a
specially prepared form (one form per household). The
nurse examined and recorded data on every case of sick-
ness detected at home. A thick blood film was taken
from every sick child. Children were treated according
to the clinical diagnosis made by the nurse. When
malaria was suspected, the patient was treated with arte-
mether-lumefantrine for three days according to the
recommendations of WHO and NMCP [19,20]. Cross-
sectional surveys (CSS) were carried out at each moni-
toring clinical period (n = 8) on every asymptomatic
child (confirmed by axillary temperature < 37.5°C). A
thick film sample was taken on the fourth day to be
sure that asymptomatic children were free of illness in
preceding days. Cross-check quality controls were con-
ducted every six weeks during the collection of field
data.

Entomological measurements

Data were collected two weeks before each clinical mon-
itoring. Adult mosquitoes were caught using Human
Landing Catches (HLC) technique [21]. In the study
area, 896 human-nights of capture of human landing
mosquitoes were organized every six weeks over a year
period (128 nights per village; eight places per village
and per night, half indoor and half outdoor). Treated
nets were present in the mosquito collection sites. The
mosquito species were identified using morphological
characteristics according to the identification keys of
Gillies & De Meillon [22] and Gillies & Coetzee [23].
All mosquitoes of An. gambiae complex and Anopheles
funestus group were stored in individual tubes with sili-
cagel and preserved at -20°C for P. falciparum circum-
sporozoite index estimation and molecular identification.
Control of LLINs

The ownership, the use and the correct use of LLINs
(Permanet® 2.0) which were distributed in October 2007

were checked over weekly-survey. The visits of the
nurse were unannounced and took place in the late eve-
ning around 9.00 PM when children were expected to
be asleep [24]. The unannounced visits determined the
ownership (whether the LLINs were seen during the
control), the use (whether children were sleeping under
it during the control) and the correct use (whether the
LLINs were correctly hung and tucked and were not
torn). The rates of LLINs ownership, use and correct
use were calculated relative to the total number of
observations.

Laboratory examination

Laboratory processing was done at the CREC, Cotonou.
Parasitological infection was detected on Giemsa-stained
thick smears. Asexual stages of each Plasmodium spe-
cies were counted in the blood volume occupied by 200
leucocytes and parasite density was calculated by assum-
ing 8,000 leucocytes/pL of blood. Thick smears from
each village were read by the same experienced techni-
cian, under the supervision of a parasitologist. The read-
ings of the two technicians were also compared on the
same set of blood samples. Their estimations of parasite
detection and parasite density did not differ significantly.
Cross-check quality control was regularly done on a
randomly selected sample representing 10% of all thick
smears.

After scoring field-collected Anopheles mosquitoes
and identifying the species of each specimen by Poly-
merase Chain Reaction (PCR) [25], the presence and
relative frequency of the molecular M and S forms of
An. gambiae sensu stricto (s.s) were determined
according to the method of Favia [26]. Infection of
mosquitoes was determined on the head and thorax of
individual vector specimens by ELISA using monoclo-
nal antibodies against P. falciparum circumsporozoite
protein (CSP) [27]. The method of Martinez-Torrez
was used for the molecular detection of the L1014F
kdr allele [28].



Damien et al. Malaria Journal 2010, 9:380
http://www.malariajournal.com/content/9/1/380

Data analysis
Demographic, parasitological, clinical and entomological
data were double entered independently in the Access
2003 database. Parasitological and clinical data were
analyzed using the svy command (STATA 11.0). For
each person only one blood sample per monitoring per-
iod was considered for analysis. When a pathological
condition was detected, the blood sample taken during
the clinical episode was retained for analysis. Parasitolo-
gical data were analyzed separately in terms of preva-
lence of P. falciparum asexual blood forms, density of P.
falciparum asexual blood forms in parasite positive
blood thick films and prevalence of P. falciparum game-
tocytes. A generalized estimating equation (GEE)
approach, which can be used with normal distributions
and discrete data was used for statistical analysis of
repeated measures. To take into account the interdepen-
dence of observations made on the same person, an
exchangeable correlation structure was used in which
the correlation between these observations made on one
person at different times was assumed to be the same.
The prevalence of asymptomatic malaria infections was
analyzed as a binomial response by using a logistic
regression model. The parasite density was log trans-
formed for a normally distributed response and analyzed
with a link function by using a linear regression model.

The association between the parasite density and the
occurrence of clinical episodes was tested using a Pois-
son regression model, taking clinical status (pathological
episode versus asymptomatic state) as the dependent
variable, and parasite density as the independent vari-
able. In this type of model, a random intercept variable
is allowed to vary with subjects, and this random sub-
ject-specific intercept allows the interdependence of the
observations made on the same person to be taken into
account. For each pathological period, the probability
that it was caused by malaria was estimated by the
Attributable Fraction (AF) calculated from the odds
ratios associated with the estimated parasite density in
the logistic model [29,30]. The pathological episodes
were clinically defined by a high axillary temperature
(=37.5°C), sweats, shivers, headaches, nausea or vomiting
[31] or by a history of fever during the 48 hours pro-
ceeding the first day of ACD or, for infants under one
year of age, anorexia or any pathological condition
described by the mother [32,33]. For individuals, the
number of malaria attacks over a given periods was esti-
mated by the sum of probabilities that pathological epi-
sodes were due to malaria, depending on the parasite
density. The malaria incidence rate was calculated divid-
ing the ratio of pathological episodes attributable to
malaria by the number of child-days.

The three dependent variables (i.e. prevalence rate of
P. falciparum infection, mean parasite density in positive
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children and clinical incidence rate) were analyzed
according to demographic (age groups 0-23, 24-59, 60-
71 months and sex), environmental (season and villages)
and sanitary (LLIN’s ownership, use and good use) vari-
ables. The Chi® test was used to compare the rate of
ownership, use and correct use of LLINs. An optimum
pyrogenic parasite density cut-off was calculated using
the estimated AFs with a logistic model. The sensitivity
and the specificity were similarly determined [34]. The
sensitivity was estimated by the ratio of malaria episodes
with positive cut-off to a total of malaria episodes. The
specificity was estimated by the ratio of no malaria feb-
rile episodes with parasite density below the cut-off to
the total of no malaria febrile episodes. The suitable
positive Likelihood-ratio (>10), negative Likelihood-ratio
(<0.1) results and Youden’s ] index were also deter-
mined from the model.

The human biting rate (HBR) was expressed as the
number of anopheles bites per human per night. The
sporozoite index was calculated as the proportion of
mosquitoes found to be positive for CSP. The entomolo-
gical inoculation rate (EIR) was calculated as the pro-
duct of the HBR and the sporozoite index and
expressed as the number of infected bites per human
per year.

Results

Population description

A total of 440 children in seven villages were parasitolo-
gically and clinically monitored during 18,262 person-
days from which 402 (2.2%) were missing for the follow-
ing reasons: 366 not found and 36 refusals. Ten children
died during the study. The mean age of the children at
inclusion was 2.1 years. The female/male ratio was 1:1.
Each child in the survey was visited on an average of 42
days out of the 48. A total of 3,074 thick blood films
were taken, comprising 2,838 in asymptomatic children
and 236 in sick children, with an average of seven per
child.

Parasitological indexes of asymptomatic children
observed by CCS

Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae and Plas-
modium ovale were present alone or mixed (Table 2).
The annual prevalence rate of P. falciparum infection
was 21.8% (95%CI 19.1-24.4). In the multivariate ran-
dom-effects logistic regression model, age of children,
season, village and correct use of LLINs, but not the
ownership and the use of LLINs were significantly asso-
ciated with the prevalence of infection (Table 3). The
correct use of LLINs conferred a 26% individual protec-
tive effect against infection prevalence (OR = 0.74 (95%
CI 0.62-0.87), p = 0.005). The prevalence of infection
increased with age. Children aged 1 to 2 years and 3 to 5



Damien et al. Malaria Journal 2010, 9:380
http://www.malariajournal.com/content/9/1/380

Table 2 Distribution of Plasmodium species according to
clinical status

Plasmodium species Asymptomatic children Sick children Total

Pf 593 102 695
Pf+Pm 9 0 9
Pf+Po 15 3 18
Pf+Pm+Po 1 0 1
Pm 21 3 24
Pm+Po 1 0 1
Po 14 2 16
Total 654 110 764

Pf. Plasmodium falciparum; Po: Plasmodium ovale; Pm: Plasmodium malariae.
The plamodial formula on the 764 of the Plasmodium-positive thick blood film
is Pf = 0.95; Pm = 0.05; Po = 0.05.

years were three to five times more frequently infected
than children aged less than one year (22.0% (CI95%
17.0-27.0) and 33.0% (CI95% 28.4-37.6) versus 7.8%
(CI95% 5.2-10.5)). The prevalence of infection was higher
during the dry season (24.7% (CI95% 21.6-27.8) than dur-
ing the rainy season (18.6% (CI95% 15.7-21.5)). The pre-
valence of infection was higher in Satré, Wanho,
Kindjitopka and Hekandji than in Dokanme, Aidjéedo and
Guézohoué.

The mean parasite density in positive asymptomatic chil-
dren was 586 P. falciparum asexual forms per pL of blood
(95%CI 504-680). According to multivariate random-effects
linear regression model, increased parasite density was

Table 3 Multivariate analysis of the prevalence rates of
Plasmodium falciparum asymptomatic infection
determined by cross-sectional surveys

Prevalence rate of P. falciparum
asymptomatic infection

Variable N positive/N 95%Cl OR 95%Cl p-
total (%) values

Age (years)

<1 67/857(7.8) 5.1-10.6 1

1-2 205/932(22.0) 16.7-273 362 252-519 <0.001

3-5 346/1049(33.0) 279-380 515 367-7.23  <0.001

Village

Aidjedo 59/427(13.8) 8.8-18.8 1

Dokanme 77/414(18.6) 12.8-244 155 089-2.72 0.103

Kindjitokpa 99/405(24.4) 20.8-281 212 1.34-336 0.007

Guézohoué 27/410(6.6) 42-89 048 028084 0019

Hékandji 82/392(20.9) 158-260 168 1.00-2.81 0.049

Satré 129/364(354) 30.7-402 342 216543 0.001

Wanho 145/426(34.0) 21.1-390 333  209-531 0.001

Season

Dry 366/1481(24.7) 20.1-294 1

Rainy 252/1357(18.6) 146-225 074 062-087  0.004

Correct use of LLIN's

No 349/1305(26.7) 219-316 1

Yes 269/1533(17.5) 13.8-213 074 062-087 0.005
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associated with some villages (Dokanme and Satré) but not
with age of children, season, ownership and use of LLINs
(Table 4). Plasmodium falciparum gametocyte annual pre-
valence rate was 3.0% (95%CI 2.2-5.6) and differed signifi-
cantly between the dry (3.8% (95% CI 2.9-4.8)) and the
rainy season (2.2% (95%CI 1.4-3.0)), p = 0.008.

Clinical malaria observed by ACD

During the study 236 pathological episodes were
detected. A total of 110 pathological episodes were para-
site positive: 102 children with P. falciparum alone, three
individuals with P. malariae alone, two individuals with
P. ovale alone and three individuals with mixed infection.
The P. malariae single infections showed densities of
480, 2,360 and 200 parasites/uL and P. ovale single infec-
tions showed densities of 4,800 and 9,800 parasites/uL.
Three mixed infections with P. falciparum and P. ovale
showed combined densities of 3,760 Pf + 720 Po, 960 Pf
+ 400 Po and 280 Pf + 120 Po (Table 2). In all age groups,
the mean parasite density was lower in healthy children
than sick children (Figure 2). Four parasite positive cases
with P. falciparum referred to the health centre were
diagnosed as severe malaria with anaemia. Among the
236 pathological episodes, there were 74 episodes attribu-
table to P. falciparum malaria (Table 5). The optimal
pyrogenic parasite cut-off of 2,000 P. falciparum asexual
blood forms per pL was determined as corresponding to
levels of sensitivity and specificity of 94.0% and 94.5%
respectively (Table 6). The mean annual clinical inci-
dence rate was 1.5 per child per year (95%CI 1.2-1.9).
Age and sex of children, season, village, the ownership,
use and correct use of LLINs were not associated with
the clinical malaria attacks in the Poisson regression
model (Figure 3B, Table 7).

Entomological indexes

Overall 13,602 mosquitoes including 115 An. gambiae
sensu lato (s.l.) (65 and 50 indoor and outdoor, respec-
tively) and 67 An. funestus (40 and 27 indoor and out-
door, respectively) were caught in the seven villages.
The number of CSP positive An. gambiae s.l. and An.
funestus were nine and four respectively. The aggressive-
ness of culicidae and malaria vectors (An. gambiae s.1.
and An. funestus) were 5,541 (95%CI 2,008-15,288) and
74 (95%CI 17-318) bites per human per year. The
annual EIR was 5.3 (95%CI 1.1-25.9) infected bites per
human per year. The 1014F kdr allele was present in
both molecular M and S forms. The frequency of this
mutation was respectively 0.47 (95%CI 0.37-0.57) and
0.61 (95%CI 0.43-0.80) in the M and S forms.

Ownership and use of LLINs
The LLINs ownership rate reached 91.8% (2,769/3017;
95%IC 90.8-92.8) and remained high through the year.
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Table 4 Multivariate analysis of parasite density among positive asymptomatic children observed by cross-sectional

surveys

Parasite density
Variable Number Geometric average (95%(Cl) Adjusted multiplicative factor (95%Cl) p-values
Age (year)
<1 67 686(424-1109) 1
1-2 205 734(541-994) 1.02(0.68-1.55) 0.900
3-5 346 497(422-587) 0.78(0.52-1.16) 0175
Sex
F 297 508(419-617) 1
M 252 668(535-835) 1.29(1.01-1.63) 0.041
Village
Aidjedo 59 398(272-581) 1
Dokanme 77 807(544-1197) 1.80 (1.10-2.95) 0.026
Kindjitokpa 99 509(388-668) 1.20(0.81-1.77) 0.302
Guézohoué 27 758(298-1928) 1.52(0.75-3.06) 0.195
Hékandji 82 489(344-695) 1.13(0.72-1.79) 0528
Satré 129 732(538-995) 1.77(1.19-2.63) 0.013
Wanho 145 552(375-813) 1.37(0.88-2.14) 0.129
Season
Dry 366 551(464-656) 1
Rainy 252 640(510-803) 1.04(0.85-1.28) 0.657
Correct use of LLIN's
No 256 684(552-848) 1
Yes 362 525(435-633) 1.22(0.99-1.51) 0.057

Use was significantly higher during the rainy season
than the dry season 73% (1,062/1,451; 95%CI 70-75) and
67% (1,047/1,566; 95%CI 64-69) respectively, p = 0.0001.
It significantly decreased to 31% (118/385; 95%CI 26-31)
in the middle of dry season. Correct use was also the
highest during the rainy season (68% (990/1,566; 95%CI
65-70)) compared to the dry season (42% (665/1,171;
95%CI 40-45)), p < 0.0001, (Figure 3C).
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Figure 2 Annual geometric mean density (95%Cl) in parasite-
positive asymptomatic (observed during CSS) and sick (found

by ACD) children according to age.

Discussion

This prospective longitudinal study allowed the epidemiol-
ogy of malaria in the health district of Ouidah-Kpomasse-
Tori Bossito after the nation-wide distribution of LLINs to
children in October 2007 to be characterized. Previous
studies have described the epidemiology of malaria in
Benin, by focusing mainly on malaria transmission [35]
and on clinical and parasitological aspects as well in rural
areas [36-38] as in the city of Cotonou [39]. Other authors
[40] described the process indicators, results and impact
of malaria control which were useful for the implementa-
tion of the monitoring and assessment system of “Roll
Back Malaria” in Benin. The large scale and selective dis-
tribution of LLINs in Africa in the last decade were also
the subject of several studies which concerned mainly the
acceptability and/or the population perception without
investigating their parasitological and clinical effects
[41-47]. Pyrethroid resistance in malaria vectors has been
observed in many African countries [7]. Nevertheless, no
loss of effectiveness of LLINs has been reported at an
operational level [48].

Epidemiological description

The entomological findings showed that the health dis-
trict of Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito is a mesoendemic
area with a mean annual EIR of 5.3 infected bites (95%CI
1.1-25.9). This EIR was found in conjunction with the
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Table 5 Attributable fraction estimates of pathological episodes to falciparum malaria

Logistic model

N clinical malaria cases N other clinical cases (No malaria)

Trophozoites/uL N asymptomatic children N sick children

0 2220 131

1-99 112 5
100-249 84 7
250-499 87 5
500-999 94 5
1000-1499 62 1
1500-1999 28 4
2000-2999 44 3
3000-3499 12 3
3500-3999 8 3
4000-4999 18 2
5000-7499 23 5
7500-9999 16 3
10000-14999 13 5
>15000 17 54

Total 2838 236

00 131.0
03 4.7
09 6.1
09 4.1
14 36
03 0.7
1.7 23
15 15
1.7 13
1.8 1.2
13 0.7
35 15
24 06
43 0.7
525 15
744 161.6

annual prevalence rate of 21.8% (95%CI 19.1-24.4)
observed in young asymptomatic children [29,49,50]. It
confirms Velema’s parasitological observations in the
same area twenty years ago [36]. As regards the resis-
tance of An. gambiae to pyrethroids, the L1014F kdr
allele reached 50%, in accordance with previous studies
carried out in southern Benin [8,18]. The annual infec-
tion rate increased with age in accordance with what is
usually observed in mesoendemic area [50]. The high
infection rate in the dry season could be influenced by
the peak observed at the end of the rainy season (33%)
just one month after the national distribution of LLINs
(Figure 3A, Table 3). The parasite density of positive

children did not vary with age group or season (Figure 2).
These results may be attributed to the protection con-
ferred by LLINs. In mesoendemic areas, the acquisition of
immunity against malaria would develop gradually and
bring about a decrease in parasitaemia with increasing age
[51]. Here, where the level of parasite exposure was
reduced by treated nets, immunity may be acquired more
slowly [52,53]. The different rates of infection found in the
villages can be explained by variety in their natural charac-
teristics. The prevalence rate was the highest in Satré,
Wanho, Kindjitopka and Hekandji close to fresh water
(Toho Lake), open water cisterns or swamps where breed-
ing sites of anopheles are mostly found (Tables 1 and 3).

Table 6 Pyrogenic cut-off, sensitivity and specificity estimates by using attributable fraction (sensibility = number of
malaria episodes > cut-off/total of malaria episodes; specificity = number of no malaria episodes < cut-off/total of no

malaria episodes)

Cut-off (trophozoites of P. N malaria episodes = pyrogenic N no malaria episodes < pyrogenic  Sensibility  Specificity
falciparum/uL) cut-off cut-off (%) (%)
1 744 131.0 100.0 81.1
100 74.2 1357 99.6 84.0
250 733 141.8 98.5 87.8
500 724 1459 97.2 90.3
1000 71.0 149.6 954 926
1500 70.7 150.2 94.9 93.0
2000 68.9 1525 92.6 94.4
3000 67.5 154.0 90.6 953
3500 65.8 1553 884 96.2
4000 64.0 156.5 86.0 96.9
5000 62.7 1572 84.2 973
7500 59.2 158.8 79.5 983
10000 56.8 1594 76.3 98.6
> = 15000 525 160.1 705 99.1
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Figure 3 Longitudinal study of malaria in seven villages of the health district of Ouidah-Kpomassé-Tori Bossito after the national
distribution of LLINs in children aged 0-5 years. (A) Asymptomatic infection: parasite prevalence rate with 95% confidence intervals and use
of LLINs according to surveys. (B) Malaria disease: incidence rate of malaria attacks with 95% confidence intervals and use of treated nets
according to surveys.(C) Ownership, Use and Correct use of LLINs according to surveys.




Damien et al. Malaria Journal 2010, 9:380
http://www.malariajournal.com/content/9/1/380

Page 9 of 11

Table 7 Multivariate regression analysis of malaria incidence taken into account the cumulative number

of monitoring days

Malaria episodes

Variable Person-day N evocative N malaria Incidence per child Adjusted Relative p-values
malaria cases cases* per year (95%Cl) Risk (95%Cl)

Age (year)
<1 5542 77 18 1.19(0.77-1.83) 1 -
1-2 6034 84 30 1.81(1.28-2.58) 1.53(0.88-2.85) 0.104
3-5 6686 75 30 1.64(1.21-2.23) 1.38(0.94-2.45) 0.075
Sex
F 9094 116 34 1.36(1.00-1.86) 1 -
M 9168 120 44 1.75(1.33-2.30) 1.27(0.86-1.88) 0.182
Village
Aidjedo 2746 36 10 1.33(0.80-2.22) 1
Dokanme 2745 48 20 2.66(1.80-3.94) 1.89(0.98-3.65) 0.055
Kindjitokpa 2522 21 10 1.45(1.04-2.02) 1.04(0.56-1.94) 0.876
Guézohoué 2595 24 6 0.84(0.50-1.43) 0.60(0.29-1.25) 0.140
Hékandji 2536 38 7 1.01(0.55-1.84) 0.70(0.32-1.56) 0.320
Satré 2368 34 11 1.70(1.23-2.33) 1.21(0.66-2.23) 0472
Wanho 2750 35 14 1.86(1.31-2.64) 1.34(0.70-2.57) 0.308
Season
Dry 9355 92 36 1.40(1.00-1.97) 1 -
Rainy 8907 144 42 1.72(1.35-2.19) 1.22(0.78-1.91) 0.372
Correct use of LLIN's
No 8280 92 28 1.23(0.87-1.75) 1 -
Yes 9982 144 50 1.83(1.44-2.32) 1.36(0.83-2.25) 0.181

*Parasite density > 2000 asexual forms of Plasmodium falciparum per pL.

The calculated AF of pathological episodes to malaria
helped to determine the optimum parasite pyrogenic cut-
off at 2,000 P. falciparum asexual blood forms per pL. The
use of AF to define the pyrogenic parasite cut-off allows
the best trade-off between sensitivity and specificity level
[54]. In stable malaria areas, P. falciparum parasitaemia is
dependent on the season and age, which affects the
malaria-AF of pathological episodes and thus the malaria
case definition according to pyrogenic parasite density cut-
off [33,55]. In the present study, the parasite density did
not vary with season or age. Therefore, the AF could be
considered the same whatever the season and the age
group. The cut-off of 2,000 falciparum asexual blood
forms per puL was close to the value of 1,000 found in
mesoendemic area on children under 3 years [36] and to
the 3,000 to 6,000 found in hyperendemic area among chil-
dren aged 0 to 12 years in south of Benin respectively [37].

In the health district of Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito,
one pathological episode out of three was attributed to
malaria. To avoid a maximum of missed cases the malaria
case definition took into account signs evoking malaria or
history of fever during the 48 hours preceding the first day
of ACD as advised Mcguinness [33]. Mean annual inci-
dence rate of falciparum clinical malaria was 1.5 per child
per year. In P. falciparum high-endemic area, the pyrogenic

cut-off of parasitaemia in persons of a given age is similar
for all Plasmodium species [56]. Given the high parasite
density, P. malariae could have been responsible for one
malaria clinical case with 2,360 parasites/pL and P. ovale
for two cases with a parasitaemia of (4,800 and 9,800 para-
sites/pL) respectively.

Use of LLINs

In 2001 before the national distribution of LLINS, in
south of Benin, 4.3% of household owned a treated net
(ITN) and 2.4% of children under five years old slept under
ITNs [40]. In 2006, ITNs possession was estimated to
25.6% and its utilization by the children less than 5 years
was 21% in Quidah [15]. After the national distribution of
LLINS, ownership rose to over of 90% and was continuous
over of the year (Figure 3C). Throughout the 12 months of
the study, two children out of three were found sleeping
under LLINs during unannounced and nocturnal inspec-
tions. Some studies have already concluded that free distri-
bution of nets via a national campaign is effective in
rapidly increasing their possession and use [42,57,58]. This
high percentage of use may have been the result of adapted
sensitization to the beliefs and behaviours of the commu-
nities and to the presence of medical staff assisted by a
local village helper. Indeed, the success of sensitization
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depended strongly on the partnership between the study
team and the local leaders as described by Paré Toé [47].
The 31% reduction of LLINs use during the dry season in
Benin is comparable to that observed in most of the West
African countries (Figure 3C) [24,41,43]. When populations
were not bothered by the mosquitoes, they did not use the
treated nets [47,59]. In the present longitudinal study,
neither asymptomatic infection nor malaria attack was
affected by the use of LLINs. The impact of LLINs was
lower than expected since the correct use gave a 26% of
individual protective effect only against infection without
influencing malaria morbidity. Moreover, both curves of
use and correct use of LLINs varied in the same way
through the surveys (Figure 3C).

Conclusion

In conclusion, the health district of Ouidah-Kpomasse-
Tori Bossito is a mesoendemic area characterized by a
moderate level of pyrethroid resistance of vectors and a
high heterogeneity of malaria infection between villages.
Malaria infection and disease did not vary through the
year. The used LLINs rate was high and only the correct
use of LLINs was found to reduce malaria infection
without influencing malaria morbidity.
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ABSTRACT

A study on the use of pesticides in market-gardening production was carried out on 108 market-gardeners in the rural
city of Tori-Bossito in Southern Benin. The objective of the study was to characterize the potential risks of pesticides
usage by farmers and the impacts on their health and on the environment. Two risk indexes were calculated for each
pesticide: an environmental risk index (ERI) and a health risk index (HRI). First stage larva of the mosquito Aedes ae-
gypti were used as bio-indicator for detecting insecticide residue in vegetable before their harvesting on the farms. The
highest ERI were obtained for carbofuran, chlorpyriphos ethyl and endosulfan. Pesticide residues were found in 42% of
the samples of leaves of eggplant, cucumber, amaranth and solanum. Vegetables growers used pesticides that may be
highly hazardous and which were not registered in most cases. These situations could have unexpected consequences
including the exposure of consumers to health hazards.

Keywords: Vegetable; Pesticide Residues; Bio-Indicator; Risk Index; Environment; Health

1. Introduction the farmer generally needs to withdraw for some time
(depending on the strength of the product) before har-
vesting in order to prevent the contamination of the crops.
We noted however that this requirement is frequently by-
passed. For instance, residues amounts exceeding 0.5 pg/g
for the organochlorine (DDT, Endrin, Heptachlore) were
detected in vegetables in Southern-Benin [7]. Like the
majority of Sub-Saharan Africa farmers, those in the ru-
ral city of Tori-Bossito know little about the real toxic-
ity of the pesticides and their sedentary use modes [8].

The aim of this study was to characterize by toxico-
logical, ecotoxicological and biological indicators, the
potential hazards for human health and the environment
of the pesticides used by the small rural farmers of Tori-
Bossito.

Pesticides are increasingly used by farmers in Sub-Sa-
haran Africa to protect their crops. Pesticides are used to
destroy, neutralize insects, vermin, all kinds of human
disease carriers, and other harmful or awkward plants or
animal species. They help during the production, trans-
formation, storage, transportation or distribution of food-
stuffs, agricultural products, wood, and derived products.
[1]. The use of these products requires some rules and
procedures in order to avoid endangering human beings
and the environment. Human health issues related to pes-
ticide’s use in agriculture have been noted in all regions
of the world [2,3]. The environmental consequences re-
lated to the use of pesticides relate to things such as air
quality, soil, water and biodiversity [4]. In West Africa, a

pesticide contamination of the ground water was ob-
served in farming area of Niayes in Senegal [5]. A con-
tamination of ground water by the organophosphate and
organochlorine pesticides was reported in several areas in
Ivory Coast [6]. After the spreading of pesticide on plants,

"Corresponding author.

Copyright © 2012 SciRes.

2. Materials and Methods

The study was carried out in the rural city of Tori-Bos-
sito, located 30 km away from the city of Cotonou, in
Southern Benin. It covers 328 km” of land and has a huge
area of mangroves which are very important for the
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farming and gardening activities in the region. We chose
Tori-Bossito for this study because gardening is one of
the primary income sources of the populations.

2.1. Survey and Computation of the Risk Indexes

A descriptive and analytical study was carried out to
characterize the environmental and health risks related to
the use of the agricultural pesticides in the rural city of
Tori-Bossito. Hundred and eight gardeners were surveyed
to obtain the information relative to pesticide usage in
2008. The information on the bottles and packaging of
the pesticides were collected. Based on the information
collected using the questionnaires and datas indexed in
databases on the pesticides’ toxicological and eco-toxi-
cological properties, the health hazards and environ-
mental risk indexes were calculated using the pesticides
risk indicator of Quebec-IRPeQ developed by the Que-
bec National institute of public health (INSPQ), the
Quebec ministry for Sustainable development, the Envi-
ronment and the Parks (MDDEP) and the Quebec Minis-
try for Agriculture, Fisheries and Food (MAPAQ) [9].
The toxicological data used to compute the indexes was
obtained in “The Manual E-Pesticide” (Wise & Loveys
Information Ltd Services, 2001) [10], in the European
database on the properties of the pesticides “Footprint
PPDB” [11] and in the database of “SAgE pesticides”
developed by the INSPQ, the MDDEP and the MAPAQ
[12]. The choice of the indicator of risks of the pesticides
(IRPeQ) was made by considering the availability of the
tool, its ease of use depending on data accessibility for
the most active ingredients. IRPeQ calculates a human
health risk index (HRI) and an environment risk index
(ERI). The computation of the HRI considers all the
toxicological properties of the active ingredients (acute
toxicity, chronic toxicity modulated by a factor related
with persistence and bio-accumulation) and certain prop-
erties of the commercial products (maximum amount
recommended per hectare, and type of formulation). ERI
incorporates the ecotoxicological impact of the active
ingredients (a.i) on the terrestrial invertebrates, the birds,
the aquatic creatures, and certain physio-chemical parame-
ters (bio-accumulation, persistence in the ground and mo-
bility).

_ TRl = LFf «FCP

active ingredient — 10

HRI

ERI =[1.75%(T+0)+ A+ M +P+B+1]

active ingredient

HRIpesticide = Z HRIaclive ingredient

ERIpesticide = ZERIaClive ingredient

Copyright © 2012 SciRes.

2.2. Residual Amounts of Pesticides

Samples of vegetable sheets and soils were taken to
evaluate the presence of pesticide residues using a bio-
logical indicator of toxicity [13]. This method does not
aim to identify the molecules present in samples, but at
comparing the toxic effect of the extracts of sheets or
soils on the first larvae stages of Aedes aegypti to the
effect of a reference molecule, the deltamethrin, a crop
protection agent recommended for commercial gardening
in Benin. The deltamethrin was used as sentinel molecule
because of its strong toxicity (LDsy of 0.4 pg/L) on the
larvae of Aedes aegypti strain S-Be from north of Benin,
but also because it belongs to the family of the pyrethri-
noids. Indeed these insecticides are frequently used in
Benin, either alone or combined with organophosphates,
for crop protection [8].

In the market-gardening perimeters of Tori-Bossito, 24
samples of plant were taken in 17 parcels before harvest.
Overall, 11 different plants were sampled. To evaluate
the evolution over time of the amount of insecticide
residue in the cabbage sheets and the surface layer of the
ground after a treatment, samples of cabbage sheets and
soils were taken one hour before and after treatment with
DECIS 12.5EC to 35 g a.i/ha (active ingredient per hec-
tare). Other daily samplings were conducted on the tenth
day after treatment. For each sample, 200 mg of vegeta-
ble or 60 mg of soil were each put in a tube in which
respectively 10 ml and 40 ml of ethanol were added to
extract the residues from pesticides in 24 hours. A vol-
ume of 0.1 ml of extract was added to the contents of a
polystyrene goblet containing 9.9 ml of water with 20
larvae of first stage of Aedes aegypti (with three repeti-
tions for each sample). The counting of mortality was
made 24 hours after application. The test was taken again
with two dilutions 1/10 and 1/100 in the event of total
mortality. Natural mortality was taken into account by
tests with distilled water containing ethanol 1%. A com-
mercial formulation of Decis 12.5 EC made of deltame-
thrin with 12.5 g/L was used to establish the calibration
line on the larvae of Aedes aegypti. A dilution to the
1/200,000 in distilled water was carried out before mak-
ing a series of ten successive dilutions giving a mortality
ranging between 1% and 99% (Figure 1). The residual
amount of pesticides in the vegetable sheets was evalu-
ated and recorded in microgram per gram of equivalent-
deltamethrin starting from the calibration curve.

3. Results

3.1. Human Health and Environmental Risks of
the Pesticides

Health Risks Indexes (HRI)
In the results of our analysis, some active ingredients
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such as endosulfan, chlorpyriphos-ethyl and maneb pre-
sented simultaneously high acute and chronic risks (Ta-
ble 1).

Others like lambdacyhalothrin, acetamiprid, metalaxyl
and copper oxyd presented a high acute risk, but a weak
chronic risk. Active ingredients such as mancozeb, car-
bendazim, thiophanate-methyl presented a high chronic
risk and a weak acute risk. The maneb and the acetami-
prid gave the weakest factor related to persistence in the
environment and the bio-accumulation on human. The
highest toxicological risk indexes (TRI) and the highest
health risk indexes (HRI) were obtained for endosulfan,
chlorpyriphos-ethyl and mancozeb (Table 2). As far as
the commercial preparations are concerned, there are the
formulations of endosulfan (COTOFAN 350.EC and
THIONEX 350.EC), of chlorpyriphos-ethyl (DURSBAN)
and the mancozeb (FOKO) which presented the highest
risks for the human health with respectively indexes of
2290, 3499 and 3538 (Table 3). Formulations of DECIS
12.EC, TOPSIN M and the COTALM P 218.EC had a
slightly lower risk level. The formulation of COTALM P
218.EC was the most used by the producers of Tori-
Bossito (84.2% of the vegetable growers). The fungicide
CALLOMIL 72WP (metalaxyl and copper oxyd) pre-
sented the lowest risk of health impact.

3.2. Potential Presence of Residues of Pesticide in
the Samples Analysis

The impact of the deltamethrin on the first stage larvae of
Aedes aegypti is illustrated by Figure 1. The mortality of
the larvae was observable starting from 0.1 pg/L of del-
tamethrin. Mortality was total from 1 pg/L of deltamethrin.
The results of the vegetables samples taken on plants
before harvest showed the potential presence of residues
of pesticides in 41.7% of the collected samples (Table 4).

100 1 °
80 1
60

40 1

% mortality

0 : .
0.0001 0.001
deltamethrin in mg/l

Figure 1. Toxicity of deltamethrin (DECIS 12.5 EC) on
Aedes aegypti L1 larva (S-Be strain).

Table 1. Values of the parameters entering in calculation of health risk index.

Actives ingredients Acute risks Chronic risks Fper LFf FCP TRI HRI
Endosulfan 20 29 3 2 1 11449 2290
Lambdacyhalothrin 40 2 3 2 0,5 2116 212

Cyperméthrin 16 25 3 2 0,5 8281 828

Acetamiprid 24 4 1 2 0,5 784 78

Chlorpyriphos-ethyl 22 37 3 2 1 17689 3538
Profenophos 18 18 3 2 1 5184 1037
Deltamethrin 14 37 3 2 1 15625 1562
Cyfluthrin 15 26 2.5 2 0.5 6400 640
Mancozeb 8 50 2 2 1.5 11664 3499
Carbofuran 18 25 2 1 2 4624 925

Carbendazim 4 41 2 2 1 7396 1479
Metalaxyl 21 1 2.5 2 1 552 110
Cooper oxyd 24 3 3 2 1 1089 218
Thiophanate-methyl 7 38 2 2 1 6889 1378
Maneb 20 53 1 2 1.5 5329 1599

Fper: Factor taking into account the persistence and the potential of bio-accumulation in human; LFf: Loading factor related to the
type of formulation; FCP: Factor of compensation taking into account the concentration of the active ingredient in the formulation as
well as the dose recommended per hectare; TRI: Toxicological Risk Index; HRI: Health Risk Index.

Copyright © 2012 SciRes.
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Table 2. Values of the parameters entering in calculation of environment risk index.

Actives ingredients T O A M P B IRE
Endosulfan 4 2 4 0 2 2 380
Lambdacyhalothrin 0 0 3 0 0 2 36
Cyperméthrin 4 0 4 0 1.5 2 240
Acetamiprid 2 2 0 0 0 0 12
Chlorpyriphos-ethyl 4 3 4 0 1 2 410
Profenophos 4 2 3 0 0 0 210
Deltamethrin 4 0 3 0 0 2 169
Cyfluthrin 4 0 4 0 0.5 2 210
Mancozeb 0 0 4 0 0.5 0 30
Carbofuran 4 4 4 4 1 0 576
Carbendazim 4 0 3 1.5 0 0 156
Metalaxyl 0 0 0 1.5 1 0 12
Cooper oxyd 0 0 2 0 4 0 49
Thiophanate-methyl 2 0 1 0 0 0 30
Maneb 0 0 3 0 0 0 16

Table 3. Environment and Health risks indexes of pesticides.

T:Impact on the terrestrial invertebrates; O:Impact on birds; A: Impact on the watering organisms; M:Mobility of the active ingredi-
ent; P: Persistence in the soil; B: Bio-accumulation; ERI: Environmental Risk Index.

Pesticides Actives ingredients Farmer’s use level (%) HRI ERI
DIAFURAN Carbofuran 2.8 925 576
CYFLUTHRALM P318EC Cyfluthrin 0.9 1677 420
Profenofos
DURSBAN Chlorpyriphos-ethyl 0.9 3538 410
COTOFAN 350EC Endosulfan 3.7 2290 380
THIONEX 350EC Endosulfan 0.9 2290 380
CAPT 88EC Cypermethrin 1.9 906 252
Acetamiprid
COTALM P218EC Lambdacyhalothrin 84.2 1249 246
Profenofos
CYPERCAL 50EC Cypermethrin 3.7 828 240
CYDIM C50 Cypermethrin 0.9 828 240
CYPER D Cypermethrin 0.9 828 240
DECIS 15EC Deltamethrin 4.6 1562 169
BENDAZIM 50WP Carbendazim 1.9 1479 156
CALLOMILL 72WP Metalaxyl 1.9 328 61
Cooper oxyd
TOPSIN M Thiophanate-methyl 29.6 1378 30
FOKO Mancozeb 333 3499 30
TRIMANGOL 80 Maneb 0.9 1599 16
IVORY Maneb 1.9 1599 16

Copyright © 2012 SciRes.
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Table 4. Estimation of pesticide residues (in mg of equivalent deltamethrin per kg of leave) in 24 samples of leaves from 11

plants before harvest in 4 market-gardening in Tori-Bossito.

Market-gardening perimeters of Tori-Bossito

Samples
Hla Dohinoko Ananvié Houédaga

Cabbage 0.03 - - -
Solanum Nd - - 4.75
Eggplant Nd - 1.17 0.04
Cucumber 0.07-0.11 - - -
Bean Nd - - -
Zucchnini Nd - - -
Celosia - 0.09 - -
Amaranth - 0.04-0.07 - -
Vernonique - Nd - -
Squeaky fiddle - Nd - -
Tomato - - 0.04 -

"Nd: Not detected, residual insecticide content expressed mg of deltaméthrine/kg equivalent of leaves.

The most important residual amounts were found in sheets
of eggplant and solanum (respectively 1.17 and 4.75 ppm
of equivalent-deltamethrin). In the other positive samples
coming from both traditional vegetables (amaranthe, ce-
losy, solanum) and “exotic” vegetables (cabbage, tomato,
eggplant, cucumber), the amounts were lower than 0.1
ppm of equivalent-deltamethrin.

One hour before the spreading of the DECIS 12.5 EC,
no residue of pesticide was detected in the samples of
sheets of cabbages and soils (Figure 2). One hour after
treatment, the residual amount of deltamethrin detected
in the cabbage sheets was about 500 ppb (ng/g of sheets)
and of 90 ppb (ng/g of soils) in the soils. This residual
amount of deltamethrin decreased regularly with time to
reach 8 ppb at the end of 10 days. In the samples of soils,
the amount of deltamethrin remained stable until the
second day after treatment. Beyond two days after treat-
ment, no insecticide residue was detected in the soils.

4. Discussions

4.1. Evaluation of the Environmental and Health
Risks of the Pesticides

The indicator of risk for the environment showed the
carbofuran as being the most dangerous product for the
environment among all the listed active ingredients.
Moreover, a high quantity of the active ingredient must
be used (5 kg ma/ha) for an effective stabilization of soils
against nematodes, according to the inscriptions present
on packaging. According to the surveyed vegetable grow-
ers, Carbofuran is the only nematicide product available

Copyright © 2012 SciRes.

in Benin. ERI confirmed that Carbofuran actually be-
longs to the 1b category (highly dangerous) of the World
Health Organization (WHO) pesticides classification
[14].

ERI also classified chlorpyriphos-ethyl and Endosulfan
as dangerous for the environment after Carbofuran. En-
dosulfan was recently prohibited in Benin like in most
Sub-Saharan African countries, especially the members
of the Inter-State Committee for the Fight against Dry-
ness in the Sahel (CILSS) [15]. It is very neurotoxic and
was classified in the Ib category (very highly dangerous)
by the US EPA [16] and in category II (moderately dan-
gerous) by WHO [14]. Cases of intoxication and deaths
were blamed on Endosulfan in Benin [17]. Acetamiprid
is classified as the least dangerous for the environment.
Nevertheless, its use is risky for birds and terrestrial in-
vertebrates such as the bees [10,11].
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Figure 2. Residual quantity of deltamethrin in cabbage
plots and soils after a spray (T) with Decis 125 EC at 35 g
a.i./ha.
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The HRI classified Mancozeb, Chlorpyriphos-ethyl
and Endosulfan as very risky for producers and consum-
ers’ health. These active ingredients have both a high
chronic toxicity risks and a high potential of bio-accu-
mulation on human. Mancozeb was used by one third of
the producers as a fungicide. Regular exposure to this
active ingredient could induce occupational diseases in
the long run. Indeed Mancozeb has a strong environmental
persistence and a high potential of bio-accumulation. It is
genotoxic and could have an impact on human reproduc-
tion [18]. It could be replaced by biological fungicides
such as Bacillus subtilis which would equally fight dis-
eases induced by mushrooms [19].

COTALM P218EC (mixture of lambdacyhalothrin and
profenofos) presents a health and environmental hazard
relatively lower in comparison with formulations of en-
dosulfan and chlorpyriphos-ethyl which have a higher
risk of acute toxicity (high eyepiece and cutaneous irrita-
tion). It is riskier for birds, terrestrial and aquatic living
things. It is used by producers because of its low cost but
also for its broad spectrum of activity. Lambdacyhalothrin
like any pyrethrinoid has also a toxic and repulsive effect
on useful insects (parasitoides): this increases the risk of
vermin’s overpopulation. It would be preferable to re-
place it with Spinosad (Laser), a bio-insecticide frequently
used on tomato in Benin.

IRPeQ enabled us to calculate the environmental and
health risk in relation to the amounts applied per hectare.
For the calculation of ERI, the ecotoxicological proper-
ties were taken into account to estimate the impact of the
active ingredients on aquatic creatures, invertebrates and
birds. It also considers several physico-chemical parame-
ters such as mobility, persistence in the ground, bio-ac-
cumulation and other characteristics related to the com-
mercial preparation. For the calculation of the HRI, the
acute and chronic toxicological characteristics, environ-
mental persistence and the potential of bio-accumulation
of the products are considered. Next, the types of formu-

lation and equipment come to modulate the health hazard.

This indicator allows us to compare various pesticides,
and make decisions based on environmental and public
health criteria [9]. This indicator can be modified ac-
cording to whether it is used for provincial assessments
or on the farm. In the first case, the risks indexes are cal-
culated on the basis of the reference amount applied per
hectare whereas in the case of application to the farm, the
module IRPeQ-express let the farmers integrate the ac-
tual quantity used in their calculation [20]. This module
is distinct but complementary to the “SAgEpesticides”
which wants to be especially a tool facilitating the choice
of low-risks pesticides. IRPeQ also accounts for the drift
and the height of vegetation in the ERI computation. IR-
PeQ considers that the good practices are respected by

Copyright © 2012 SciRes.

the workers so for instance, it won’t assess whether or
not, growers are wearing protective gears. This variable
can easily be integrated into an exercise of risks analysis
referring to various scenarios of exposure without being
a decision-making tool. The model can however be up-
dated to adapt to techniques used in tropical Africa where
some producers ignore the measurements and safety rules,
and simply use branches of plants to sprinkle the insecti-
cidal pulp and thus to make possible to quantify the risk
for a producer [8]. One limitation of the risk indicators is
that the underlying data is not available for all the active
ingredients. This was also mentioned by [21]. Due to the
lack of clearly defined benchmarks for the risk indicators,
the results obtained by score aggregation will lack trace-
ability and make it hard to statute on whether or not a
product is safe for use [22]. They however let you com-
pare active ingredients and commercial preparations to
choose the least risky for human health and environment.
The same active ingredient in two different commercial
preparations can have different environmental and health
risks indexes because guidelines and reference amounts
vary for each commercial preparation. Sometimes, entry
variables are highly weighted [22,23]. IRPeQ however
doesn’t overweight certain variables compared to others.
It is a complex indicator which aggregates the scores of
several parameters to accurately depict reality.

4.2. Biological Method of Detection of Pesticides
Residues

The strongest residual amounts of pesticides were found
in samples of eggplant and solanum (respectively 1.17
and 4.75 ppm of equivalent-deltamethrin). To draw a
comparison with food poisoning risk, these doses exceed
the maximum limit of residue in vegetables accepted in
the European Union for deltamethrin (approximately 0.5
ppm) [24]. One explanation may be that these plants
were treated with other active ingredients a few days
before the samples were taken. The biological indicator
used found traces of residual contents (5 to 10 ppb of
deltamethrin) up to 10 days after a treatment in spite of
the water-spraying carried out twice everyday (morning
and evening). These make it a sensitive indicator in addi-
tion to being inexpensive. A little less than half of the
vegetable samples contained less than 0.5 ppm of del-
tamethrin equivalent. This represents an intoxication
threat. The amounts can be underestimated if the growers
use pesticides less toxic than deltamethrin on Aedes ae-
gypti larvae. Generally the producers sell these vegeta-
bles to wholesalers or retailers who made them directly
available to consumers. It’s therefore very important to
educate buyers about the importance of washing thor-
oughly the vegetables before consumption. The longer
the lifespan of the pesticide, the higher are its risks. The
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residues of pesticides are not detected in the samples of
soils beyond two days after spreading of the DECIS
12.5EC. This could be explained by the sandy nature of
the soil and frequent irrigation. But the absence of resi-
dues in the soils doesn’t mean that these molecules were
destroyed. By infiltration they could have infiltrated the
groundwater and thereby jeopardize water quality. This
biological pesticides residues detection method is used
only as indicator of pollution because it doesn’t reveal
the active ingredients contained in the samples [13]. It
could be coupled to more expensive but more precise
methods of analysis such as chromatography coupled
with mass spectrometry [7,25,26]. The method only de-
tects residues having a lethal effect on the larvae of
Aedes aegypti. Considering the fact that pyrethrinoid are
used by almost 85% of producers in Tori-Bossito and
that the larva of Aedes aegypti is very sensitive to these
products, we could infer that these plant health products
contribute to the toxicity observed in the larvae. It be-
comes therefore critical from a public health stand-point
to educate the vegetable growers on the risks of the plant
health products.

5. Conclusion

Our investigation enabled us to identify the formulations
of pesticides used in commercial gardening and to target
those with a high potential impact on human health and
on the environment. The pesticides having the highest
risks were also the least frequently used. The biological
method of detection indicates the potential presence of
residues of pesticides in certain samples of vegetables.
Frequent analysis of residues of pesticides with methods
of analytical chemistry will enhance the specificity of the
observed results. For the safety of the producers, dis-
tributors and consumers, it appears necessary that public
authorities pay a closer attention to the marketing and use
of plant health products and develop alternatives methods
like the physical fight [27,28].
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Indoor residual spraying (IRS) has been proposed by the National Malaria Control Programme of Benin
in the districts of Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme. Up to date entomological data are
unavailable in these districts. To be effective, this measure must be based on the knowledge of biology
of the malaria vectors. To achieve this aim, vector collections were made in the study area. A total of
49.059 Culicidae were captured. Anopheles gambiae s.s accounted for 20.91% while Anopheles
funestus accounted for only 0.007%. An. gambiae s.s were molecular form M, resistant to DDT and
permethrin, but susceptible to deltamethrin (mortality 100%) and bendiocarb (mortality 100%).
Endophilic, blood feeding and endophagic rates were respectively estimated to be 65.74%, 53.23 and
70.18%. There was no seasonal variation of longevity, but the entomological inoculation rate ranged
from 0 to 0.73 infective bites/ person / night according to localities and seasons. This study confirms a
high spatial heterogeneity in mosquito distribution and shows that An. gambiae s.s is highly
endophagic and endophilic (feed and rest indoor) in south east Benin. While the vector remains
susceptible to deltamethrin, high levels of kdr suggest that the use of pyrethrinoid for IRS may be at
risk.

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

IRS, Benin.

INTRODUCTION

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

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

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

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

MATERIALS AND METHODS
Study area

The study area is located in Republic of Benin (West Africa) and
includes four districts of the Oueme region: Adjohoun, Dangbo,
Misserete and Seme (Figure 1). The four districts cover an area of
977 km2 and an estimated 64,799 households. There are 62,890
children aged <5 years in 174 villages (INSAE, 2004). From 2002 to
2006, Oueme was the region with the highest rates of malaria-
associated mortality (MS, 2007). The region is characterized by a
sub-equatorial type climate. There are two ecological zones: a
plateau zone and a swampy zone. In the present study, the plateau
zone is referred to as the “plateau area”, and the swampy zone is
called “peripheral area” (Figure1). In the plateau area, mosquito
breeding sites are created particularly during the rainy seasons. But
the peripheral area is made up of marshy land converted to
vegetable gardens. Land management in this vegetable growing
area creates perfect breeding site for An gambiae, the main vector
of malaria which is highly resistant to pyrethroids (Padonou, 2008).
The practice of growing vegetable crops in all districts has resulted
in consumption of fertilizers and insecticides. The insecticides used
were DDT and pyrethroids until 1970 (Alphacypermethrin,
Cypermethrin and Deltamethrin) after the ban of DDT. Because of a
high density of mosquitoes in Oueme region, the use of individual
and collective measures (aerosol cans, plates for electric diffusers
and mosquito coils containing pyrethroids) to protect against
mosquito bites is widespread (Akogbeto and Yacoubou, 1999).
Houses in both areas are generally built in similar shape. These
houses are made of either mud or cement with large eave gaps
facilitating entry and exit of mosquitoes.

Field mosquito collection

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

To estimate endophagy and entomological inoculating rate of An.

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

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

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

Testing insecticide susceptibility

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

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

Plasmodium falciparum detection and molecular analysis of
mosquito samples

Anophelines were sorted and identified to species based on
morphological characters using standard identification keys (Gillies,
1968). The physiological age of adult female An. gambiae was
determined through dissection (Detinova, 1963).The head-thoraces
of females from HLCs were tested for the presence of circum-
sporozoite protein (CSP) of P. falciparum using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (Wirtz et al., 1987). In each locality,
a sub-sample of 25 to 35 An. gambiae of the permethrin- tested
specimens were processed by PCR concomitantly for identification
of species and molecular forms of An. gambiae (Favia et al., 2001).
Detection of Leu-Phe kdr and Ace-1R mutations in the same
samples were performed by PCR from genomic DNA (Martinez-
Torres et al., 1998; Weill et al., 2004).

Estimation of entomological parameters

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

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

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

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

Adjohoun

Dangbo

Misserete

Seme

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

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

the sporozoite rate.

Statistical analysis

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

RESULTS
Species diversity

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

Endophilic and blood feeding rate

Endophily ranged from 60.9% at peripheral of Adjohoun

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

Endophagy

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

Parameter
Locality Total Npsc . N Endophily rate (%) Gravid rate (%) Blood feeding rate (%)
gravid blood fed | Mean [95 %Cl] Mean [95 %Cl] Mean [95 %CI]
Adjohoun pl 84 58 26 44 69.45° [59.07-79.82] | 30.75°  [24.09-37.40] | 52.38% [50.37-53.62]
Dangbo pl 84 53 31 46 63.86° [51.98-75.73] | 36.59%  [33.91-39.27] | 54.33" [50.36-58.29]
Misserete pl 84 52 29 43 62.12° [53.33-70.91] | 34.19% [30.43-37.94] | 50.66*  [44.85-56.47]
Seme pl 388 250 142 151 64.38% [57.59-71.16] | 36.60° [29.66-43.54] | 54.33*  [43.74-64.92]
Adjohoun per 91 55 41 61 60.94° [52.48-69.40] | 44.72°°  [41.44-47.99] | 66.66° [61.89-71.43]
Dangbo per 82 50 38 57 61.87° [55.25-68.50] | 46.93"  [41.43-52.43] | 70.16" [62.05-78.27]
Misserete per 288 210 120 180 73.30° [66.95-79.64] | 41.83™" [39.00-44.66] | 62.16™" [58.10-66.22]
Seme per 920 55 35 52 61.38% [52.19-70.57] | 39.02° [32.81-45.22] | 58.33*° [49.19-67.47]
Total 1191 783 462 634 65.74  [62.12-67.20] | 38.79  [36.86-40.79] | 53.23  [55.99-61.17]

pl: plateau; per : peripheral; C I: 95% Confidence Interval; psc: pyrethrum spray catch; for a same parameter of the table values in column with different
superscript were significantly different (p<0.05).

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

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

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

(p<0.05).

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

Lifespan and infectivity

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

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

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

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

Dangbo, Misserete and Seme (south of Benin).

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

N Total 65 207 272

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

S% 0 571 3.12

EIR (b/m/n) 0 0.18 0.07

N Total 48 280 328

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

S% 2.08 4.49 3.64

EIR (b/m/n) 0.02 0.19 0.1

N Total 38 98 136

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

S% 0 0 0

EIR (b/m/n) 0 0 0

N Total 100 1592 1692

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

S% 1.92 3.5 3.01

EIR (b/m/n) 0.04 0.87 0.45

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

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

DISCUSSION

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

species of Culicidae: 4 Anopheles, 5 Culex, 3 Aedes and
2 Mansonia were collected. In south east Benin
(Cotonou and Porto Novo) Huttel (1950) and Hamon
(1954) had identified the same species in varying
proportions, but without reporting the presence of Culex
fatigans, Cx. quinquefasciatus and Aedes palpalis. The
factor that could explain the presence of these vectors is
urbanization (Hamon et al., 1967). Another author,
Akogbeto (1992), reported 8 species in Southern Benin
with Mansonia sp., An. gambiae s.l., Culex thalassius and
Culex. gr. decens. Moreover, Djenontin et al. (2010)
revealed 28 different species of Culicidae with M.
africana, C. gr. decens, C. quinquefasciatus, C.
nebulosus, Anopheles nili, An. funestus s.s. and
Anopheles leesoni in southwest Benin. The variability in
ecological diversity noted by different authors is probably
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Table 5. Percentage of dead Anopheles gambiae observed after 1 hour exposure to 0.75% permethrin, 0.01% bendiocarb, 4% DDT and 0.05% deltamethrin in the localities of
Adjohoun, Dangbo, Misserete and Seme (south of Benin) from January to July 2008.

Permethrin DDT Deltamethrin Bendiocarb

Localit % Mort % Mort

y N — d T st | N — d 055 O St | N Mort(%) St | N  Mort(%) St

0 0

Adjohoun pl 100 60.00° [54.80- 65.20] R 100 32.00° [26.80-37.20] R 100 100 S 100 100 S
Dangbo pl 100 54.00% [45.78- 62.22] R 100 20.00% [14.80- 25.20] R 100 100 S 100 100 S
Misserete pl 100 49.00% [42.91- 55.09] R 100 22.00% [13.78- 30.22] R 100 100 S 100 100 S
Seme pl 100 47.00% [40.91- 53.09] R 100 19.00% [12.91- 25.09] R 100 100 S 100 100 S
Adjohoun per 100 75.00° [68.91- 81.09] R 100 30.00° [21.78- 38.22] R 100 100 S 100 100 S
Dangbo per 100 59.00° [52.91- 65.09] R 100 23.00% [13.45- 32.55] R 100 100 S 100 100 S
Misserete per 100 58.00° [49.78- 66.22] R 100 26.00%° [17.78- 34.22] R 100 100 S 100 100 S
Seme per 100 54.00% [45.78- 62.22] R 100 25.00% [18.91- 31.09] R 100 100 S 100 100 S
Total 800 57 [54.12- 59.38] R 800 24.62 [22.49- 26.76] R 800 100 S 800 100 S

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

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

Locali Species Mf Kdr mutation Ace-1 mutation
ocality An. gambiae s.s M Form RR RS ss F (Kdr) RR RS SS  F (Ace-l)

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

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

based on sampling techniques used, periods of study, study area and population dynamics of mosquitoes under external pressure. The presence
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Figure 2. Correlation between kdr frequency and survival rates with

permethrin.

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

During the study period, the EIR estimated by
extrapolation to 164.5, 175.2 and 266.45 infective bites
per man per year, respectively for Seme plateau, Dangbo
peripheral and Seme peripheral is higher compared to
those mentioned by Akogbeto et al. (1992) in southern
Benin. In this study, the determination of the sporozoite

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

From the perspective of molecular tools, data analysis
confirmed that An. gambiae M form is the principal vector
of malaria in the study area. The absence of the S
molecular form showed that it must have been the
ecological characteristics of the department of Oueme
that did not support its selection. The high frequency of
kdr observed in An. gambiae population has confirmed
previous studies in south of Benin (Akogbeto and
Yacoubou, 1999; Corbel et al., 2007; Yadouleton et al.,
2010). The correlation that we observed between the
frequency of the kdr allele and the survival rate following



exposure to permethrin suggests that the substitution
type Leul014 Phe in An gambiae may be a contributing
mechanism underlying this resistance (Ranson et al.,
2000). This mutation is justified by the fact that the study
area is dominated by farming activities and subjected to
selection pressure exerted by the pesticides used by
farmers to protect their crops (Akogbeto et al., 2005). The
promoting of the use of ITNs encouraged by WHO, might
have also contributed to this selection pressure of
pesticides. The difference between mortality rate to DDT
(22.62%) and permethrin (57%) of the study area could
be explained by the involvement of other mechanisms
resistance such as metabolic resistance (Corbel et al.,
2007). The absence of resistance to bendiocarb has
confirmed the previous studies carried out by Akogbeto et
al. (2010) and Yadouleton et al. (2010).

Conclusion

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

Cette thése & pour objectifs de décrire la répartition
spatiale de An. gambiae, de An. funestus, de Cx.
quinquefasciatus et de Ae. aegypti dans la zone sanitaire
Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito ensuite d'identifier les
paramétres du milieu qui déterminent cette répartition
spatiale et enfin de modéliser la distribution spatiale de ces
especes.

lls s’appuient sur les trois hypothéses suivantes: La
répartition spatiale des vecteurs est non aléatoire; la
contribution des déterminants environnementaux dans la
répartition spatiale des vecteurs est différentielle et la
connaissance de certains parameétres d’'un milieu, permet
de prédire les fréquences de population de moustiques
vecteurs dans ce milieu.

Cette zone sanitaire est située au sud-ouest du Bénin,
entre 156'30” et 2°16'20” de longitude est et e ntre
6°18'30" et 638'20" de latitude nord.

La démarche scientifigue repose sur la collecte,
I’évaluation et le traitement des données climatologiques
(la température, les précipitations, le nombre de jours de
pluie, I'humidité relative, les vents, la visibilité et la
pression de vapeur), les données géographiques
(réunissent I'hydrographie, le relief, les localités), les
données biotiques (la présence humaine et la végétation),
les données entomologiques ( les captures nocturnes de
moustiques sur appat humain et les prospections

larvaires).

Il ressort de cette méthodologie une indépendance
spatiale et le fait que I'espace (absolu) est insuffisant pour
expliquer la distribution observée. Le nombre de jour de
pluie, le NDVI, le relief, la distance des localités aux cours
d’eau saumatres sont les déterminants de la répartition
spatiale de Ae. aegypti. Ceux de An. gambiae, de An.
funestus et de Cx. quinquefasciatus sont: le vent, la
visibilité, la pluviométrie, I'hnumudité relative, la pression, la
température, le relief, la distance des localités aux cours
d'eau et la fréquence de production d'alcool. De ces
résultats, nous avons dégagé quatre modeéles qui ont servi
a [I'élaboration des cartes de distribution des quatre

espéces vectrices de maladies.

Enfin, cette thése révele le rdle de [Iapproche
géographique dans la réflexion sur les questions de santé
et cette approche pourrait étre testée sur d’autres sites et

pour d’autres vecteurs de maladies.

Mots Clés Moustiques vecteurs, Modélisation par
régression multiple, Analyse spatiale, SIG, Zone sanitaire

Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito.
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ABSTRACT

This PhD thesis aimed at describing spatial distribution of
An. gambiae, An. funestus, Cx. quinquefasciatus and Ae.
aegypti in the sanitary area of Ouidah-Kpomasse-Tori
Bossito. This is to, identify features of the environment
which determine this distribution and at last model the
spatial distribution of these species. These objectives were
based on three hypotheses which are: the spatial
distribution of vector is not random; the contribution of
environmental determinants in the spatial distribution of
vectors is differential and the possibility, knowing some
parameters of an area, anticipate on the frequencies of

mosquitoes vectors in this area.

The area of Ouidah-Kpomasse-Tori Bossito is at the south
west of Benin, between 1%6'30” and 2°16'20" east
longitude and between 6°18'30” and 638°20” of no rth
latitude.

The methodology consisted of the collection, the
evaluation and treatment of climate data (temperature, rain
fall, the number of days rain, the relative humidity, the wind
speed, the visibility and the vapour pressure), geographical
data (bring together the hydrography, relief, the localities),
biotic data (human presence and the vegetation) and
entomological data (night caught of mosquitoes on the

human body and larval prospections).

It results from this methodology a spatial independence
and the fact that the space (absolute) is insufficient to
explain the distribution observed. The numbers of days of
rain, the NDVI, topography, distance to towns to brackish
rivers are the determinants of the spatial distribution of Ae.
aegypti. Those of An. gambiae, An. funestus and of Cx.
quinquefasciatus are: the wind, the visibility, the rainfall,
the relative humudité, the pressure, the temperature, the
topography, the distances of the localities to freshwater
streams and the frequency for alcohol production. Of these
results, we have set out four models which have sewed to
the elaboration of map of An. gambiae, An. funestus, Cx.
Quinquefasciatus and Ae. aegypti.

Finally, this PhD thesis revel the role of the geographical
approach in the thought on the questions of health and this
approach might be tested on other sites and other disease
vectors of the sicknesses.

Key Words: Mosquitoes vectors, modeling multiple
regression, spatial analyst, GIS, Sanitary district Ouidah-

Kpomasse-Tori Bossito.

A N e A A

- G G @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @



