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RESUME

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande le développement de nouvelles
molécules et la rotation d’insecticides présentant des modes d’actions différents pour une gestion
efficace de la résistance des vecteurs aux insecticides. L’activité résiduelle du mélange
clothianidine + deltaméthrine et de clothianidine seule en pulvérisation intradomiciliaire (P1D)
a grande échelle a couvert au-dela de la période de transmission du paludisme dans la Donga et
I’Alibori. La présente étude vise a examiner 1’impact des deux produits dans la gestion de la
résistance des vecteurs du paludisme au Nord du Bénin. Des collectes de moustiques sur appat
humain par des volontaires locaux et des collectes par pulvérisation de pyréthre ont été utilisées
dans six (6) communes sous le suivi-évaluation de la PID de 2019 a 2021. Les parameétres
entomologiques et les mécanismes de résistances de An. gambiae sensu lato (s.l.) ont été évalués
dans les communes PID et les communes-témoins. Les tests ELISA/CSP et PCR ont été réalisés
sur I’ADN les anopheles vecteurs du paludisme. Le complexe An. gambiae a été le vecteur
majeur dans toute la zone d’étude avec une dominance absolue de 98,64% (18.683/18.940) sur
les autres anophéles. Une diminution significative (p < 0,001) du taux de piqdres a été constatée
apres la PID dans les départements, sauf dans la Donga en 2021 avec la clothianidine 50 WG
seule. L’impact des insecticides sur la réduction du taux d’inoculation entomologique (TIE) a été
plus remarqué respectivement avec le pirimiphos-méthyl 300 CS, suivi du mélange clothianidine
+ déltaméthrine et enfin de la clothianidine 50 WG. Les taux d’alimentation de sang de An.
gambiae s.l. et la parturité étaient élevés et semblables (p > 0,05) dans les chambres traitées et
dans les chambres témoins. Une forte fréquence allélique de la mutation kdr-L995F et une tres
faible fréquence allélique de la mutation ace-1 G280S aux insecticides ont été observées. Aucune
différence significative n’a été observée entre les fréquences alléliques des communes PID et des
communes-témoins pour les deux mutations (p = 0,14 pour kdr-L995F et p = 0,58 pour ace-1
G280S). La différenciation génétique est élevée pour le gene ace-1. Pour le géne vgsc, la
différenciation genétique varie, suggerant des flux génétiques variables entre les sous-
populations. Les insecticides a base de clothianidine ont induit un faible taux de réduction des
indicateurs entomologiques de transmission du paludisme comparativement au pirimiphos-
méthyl. Le mélange clothianidine + deltaméthrine pourrait avoir un impact réducteur sur la

fréguence de la mutation kdr-L995F du géne vgsc.

Mots clés: Pulvérisation Intradomiciliaire; Bénin; Paludisme; clothianidine; deltaméthrine;

parameétres entomologiques, résistance, kdr-L995F, ace-1 G280S



ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) recommends the development of new molecules and the
rotation of insecticides with different modes of action for effective management of insecticide
resistance in vectors. The residual activity of the clothianidin + deltamethrin mixture and
clothianidin alone in large-scale indoor residual spraying (IRS) covered more than the period of
malaria transmission in Donga and Alibori. The present study aims to examine the impact of the
two products in managing malaria vector resistance in northern Benin. Mosquito collections on
human bait by local volunteers and collections by pyrethrum spraying were used in six (6)
communes under the monitoring-evaluation of the IRS from 2019 to 2021. Entomological
parameters and resistance mechanisms of An. gambiae sensu lato (s.l.) were assessed in IRS and
control communes. ELISA/CSP and PCR tests were carried out on the DNA of Anopheles vectors
of malaria. The An. gambiae complex was the major vector throughout the study area, with an
absolute dominance of 98.64% (18,683/18,940) over the other Anopheles. A significant decrease
(p < 0.001) in the biting rate was observed after IRS in all departments, except Donga in 2021
with clothianidin 50 WG alone. The impact of insecticides on reducing the entomological
inoculation rate (EIR) was most noticeable with pirimiphos-methyl 300 CS, followed by the
clothianidin + deltamethrin mixture and finally clothianidin 50 WG. Blood-feeding rates of An.
gambiae s.l. and parturition were high and similar (p > 0.05) in treated and control rooms. A high
allelic frequency of the kdr-L995F mutation and a very low allelic frequency of the ace-1 G280S
mutation to insecticides were observed. No significant difference was observed between the
allelic frequencies of IRS and control-communes for the two mutations (p = 0.14 for kdr-L995F
and p = 0.58 for ace-1 G280S). Genetic differentiation is high for the ace-1 gene. For the vgsc
gene, genetic differentiation varies, suggesting variable gene flow between subpopulations.
Clothianidin insecticides induced a low rate of reduction in entomological indicators of malaria
transmission compared with pirimiphos-methyl. The clothianidin + deltamethrin mixture could

have a reducing impact on the frequency of the kdr-L995F mutation in the vgsc gene.

Keywords: Indoor residual spraying; Benin; malaria; clothianidin; deltamethrin; entomological
parameters, resistance, kdr-L995F, ace-1 G280S
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INTRODUCTION
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Introduction générale

Selon le rapport de 1’Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 2021), le nombre de cas de
paludisme au niveau mondial, est estimé a 241 millions en 2020 dans quatre-vingt-cing (85)
pays d’endémie palustre (y compris le territoire de la Guyane francaise), soit une hausse par
rapport aux 227 millions en 2000. La plupart des cas supplémentaires sont estimés dans la
région Afrique de ’OMS. Elle représente a elle seule environ 95 % (228 millions) des cas
estimés en 2020 avec une incidence palustre de deux cent trente-deux (232) cas pour 1000
(WHO, 2021). Prés de 96 % des cas de deceés dus au paludisme dans le monde ont été enregistrés
dans vingt-neuf (29) pays. Six (6) pays ont concentré un peu plus de la moitié des déces dus au
paludisme dans le monde en 2020 : le Nigéria, pays frontalier du Bénin occupe la premiere
place avec 27 % des déces dus au paludisme, ensuite la République démocratique du Congo
(12 %), I’Ouganda (5 %), le Mozambique (4 %), I’Angola (3 %) et le Burkina Faso (3 %)
(WHO, 2021). Au Bénin, sur les 2516465 cas palustres dus au Plasmodium falciparum
enregistrés en 2020, 2336 ont été a I’origine des cas de déces (WHO, 2021).

Le paludisme est une maladie a transmission vectorielle caractérisée par une prévalence
morbide tres élevée dans les populations les plus vulnérables (Galactionova et al., 2017) Were
et al., 2018). C’est une affection dont les répercussions sur la mortalité infantile (Smith et al.,
2001) et I’économie (Sachs & Malaney, 2002) sont les plus graves (WHO, 2021). Il est d(i a un
protozoaire parasite appartenant au genre Plasmodium transmis a 1’homme par la piqtlire
infectante d’une femelle de moustique (Diptera: Culicidae) du genre Anopheles (Bruce-Chwatt,
1987). Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale et Plasmodium vivax
sont les quatre espéces Plasmodiales qui infectent I’homme selon des écosystémes. Plasmodium
falciparum est I’espéce la plus dangereuse et la plus répandue en Afrique sub-saharienne
(Burkot et al., 1987). Le paludisme se manifeste par de fortes fievres survenant a intervalles de
temps réguliers, dues a I’infection des globules rouges par le parasite.

Les moustiques constituent les vecteurs plus menacants parmi les Arthropodes, tant par leur
abondance que par les maladies qu’ils transmettent. Ils sont non seulement vecteurs des
plasmodies, mais aussi des arbovirus responsables des fiévres hémorragiques (fievre jaune,
dengue) et des filaires responsables de la filariose lymphatique (Coosemans & Van Gompel,
1998). Les principaux vecteurs de I’agent pathogéne responsable du paludisme en Afrique sont
: Anopheles (An.) gambiae sensu stricto (s.s), An. arabiensis, An. funestus, An. nili, An.

pharoensis et An. moucheti. Au Bénin, An. gambiae s.s., An. arabiensis appartenant au



complexe An. gambiae sensu lato (s.1) et le groupe An. funestus sont les principaux vecteurs du
paludisme (Akogbéto et al.,1995).
La lutte contre le paludisme repose sur plusieurs piliers dont la lutte antivectorielle. Elle a
réellement débuté en 1945 a la fin de la deuxieme guerre mondiale avec la découverte des
insecticides de synthése, notamment, le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), identifié
comme insecticide par Muller en 1939. Avec cette découverte, 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMYS), trés optimiste, lanca son projet ambitieux : « 1’éradication totale du paludisme »
en 1955. Les années suivantes ont connu une période de succés dans plusieurs pays d’Europe,
d’Afrique, d’Amérique et d’Asie ou le paludisme était controlé et avait parfois méme disparu
(Najera et Zaim, 2004). Plus tard, au cours des années 70, le monde s’est rendu compte que «
I’éradication du paludisme » n’était pas possible et les campagnes « d’éradication » ont alors
fait place au « controle ». Le succes de la PID est lié a des criteres parmi lesquels, la dynamique
de la population des vecteurs, les différentes espéces d’anophéles qui assurent la transmission
du paludisme dans les différentes zones, leur niveau de sensibilité aux insecticides, leur degré
d’endophilie et d’endophagie et leur degré d’infectivité au Plasmodium falciparum. Les
paramétres directement liés a la capacité vectorielle, en particulier, 1’dge physiologique et le
taux d’inoculation entomologique (TIE) constituent les indicateurs de base sur lesquels repose
la mesure de I’impact de I’intervention. La stratégie qui a été adoptée par la conférence
internationale sur le paludisme organisée par ’OMS en 1992 a Amsterdam a permis de «
relancer 1’offensive contre le paludisme ». Apres cette conférence, les investissements dans la
prévention et le traitement du paludisme se sont multipliés et des avancées impressionnantes et
décisives ont été notées dans la lutte contre le paludisme. Plus de la moitié (57) des 106 pays
ou la maladie sévissait en 2000 ont réussi en 2015 a réduire d’au moins 75 % les nouveaux cas
de paludisme. Dans le méme laps de temps, 18 pays ont obtenu une diminution de 50 % a 75
% du nombre des cas de paludisme (WHO, 2015). Ces importants progres enregistrés dans la
réduction du paludisme sont principalement dus a la mise en ceuvre de I’initiative "Roll Back
Malaria" (RBM) qui s’est fixé, en 2005, I’objectif de réduire d’au moins 50% le nombre de
déces imputables au paludisme en 2010 et de 75% a 1’horizon 2015 (WHO, 2010). Malgré que
certains pays endémiques aient enregistré une diminution du nombre de cas de paludisme
confirmés, d’importants défis restent a relever. 1l faudra désormais aller encore plus loin, a
martelé Dr Margaret Chan, Directeur Général de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS,
2015). Dans ce contexte, le Programme National de Lutte contre le Paludisme du Bénin (PNLP-
B), dans son plan stratégique de lutte contre le paludisme a I’instar de beaucoup d’autres pays
3



africains, a mis un accent particulier sur la lutte antivectorielle qui repose sur deux interventions
primordiales et complémentaires: la couverture universelle des personnes exposées au risque
de paludisme en leur facilitant I’accés aux Moustiquaires Imprégnées d’Insecticide a Longue
Durée d’action (MIILD) et la Pulvérisation Intra - Domiciliaire (PID) d’insecticide a effet
rémanent. C’est dans cette optique que I’Initiative Présidentielle contre le Paludisme (PMI)
appuie le PNLP-B depuis 2008. En effet, le Bénin a conduit pendant douze (12) années treize
(13) campagnes de pulvérisation intradomiciliaire dans les départements de 1’Ouémé, de
I’Atacora, de la Donga et de I’Alibori (4 campagnes dans 1’Ouémé de 2008 a 2010 ; 6
campagnes dans 1’ Atacora de 2011 a 2016 et 3 campagnes dans la Donga et I’ Alibori de 2017
a 2019) avec trois différents insecticides (Bendiocarb 800g/kg de 2008 a 2013, ensuite le
pirimiphos-méthyl 50EC de 2013 a 2016, et par la suite le pirimiphos-méthyl 300CS de 2017 a
2019). Ces interventions ont entrainé la réduction des indicateurs entomologiques de
transmission du paludisme dans les départements concernés (Akogbeto et al., 2011 et 2015 ;
Osse et al., 2012 ; Aikpon et al., 2014 ; Salako et al., 2018).
Malgré ces succes, de nouveaux challenges de la PID restent a relever : la disponibilité
d’insecticides a forte rémanence d’au moins six mois, la mise en place d’un suivi-évaluation de
facon constante et la gestion de la résistance des vecteurs aux insecticides. La résistance des
anopheéles vecteurs du paludisme aux insecticides se répand, s’amplifie (Rubert et al., 2016) et
constitue une entrave a la stratégie de lutte antivectorielle. A titre d’illustration, pour la période
2010-2020, 89% des pays ayant fourni des données dans le monde ont rapporté la résistance a
au moins un insecticide ; 33% ont détecté la résistance aux pyréthrinoides, carbamates,
organophosphorés et organochlorés et 22% ont signalé la résistance a ces quatre (4) classes
d’insecticides (OMS, 2021). La résistance des vecteurs aux insecticides compromet
dangereusement I’efficacité des outils de lutte antivectorielle. Elle est une adaptation génétique
des populations de vecteurs aux modifications de 1’environnement notamment la surexposition
aux insecticides qui conduit a la selection des individus qui ont la plus grande probabilité de
survivre et de se reproduire en présence d‘insecticides. Deux principaux types de mécanismes
permettent aux insectes de résister a l'action des insecticides : il s’agit des mécanismes
métaboliques qui reposent sur la surproduction d’enzymes pour la détoxication naturelle des
xénobiotiques et les mécanismes liés a la modification des cibles des insecticides.
Pour une gestion efficace de la résistance des vecteurs aux insecticides, I’OMS recommande le
développement de nouvelles molécules et la rotation d’insecticides présentant des modes
d’actions différents (WHO, 2012). Le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62.5
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g/kg et la clothianidine 50 WG, deux nouveaux insecticides en santé publique a base de
clothianidine appartenant a la classe des néonicotinoides ont été considérés comme molécules
porteuses d’espoir. La clothianidine présente un mode d'action différent de celui des
insecticides déja utilisés en santé publique. Elle agit comme un agoniste des récepteurs
nicotiniques de I'acétylcholine (nAChR) (Jeschke et al., 2013). Elles ont été ajoutées a la liste
de pré-qualification de I’OMS pour utilisation en PID (WHO, 2017). L’évaluation de ces
molécules au laboratoire, en milieu semi-naturel (Fongnikin et al., 2020) ; (Ngufor et al., 2017)
et en communauté a petite échelle (Agossa et al., 2018 ; Uragayala et al., 2018)) contre des
populations de vecteurs a globalement montré un effet résiduel long. Cependant, aucune étude
en communauté a grande échelle n’a encore approuvé cette activité résiduelle de la
clothianidine. De méme, I’impact des insecticides a base de la clothianidine dans la réduction
des indicateurs entomologiques de transmission du paludisme reste encore a éclairer.
L'efficacité résiduelle prolongée des produits a base de clothianidine a-t-elle entrainé une
réduction plus importante des populations de vecteurs résistant aux pyréthrinoides et la
transmission ultérieure du paludisme par rapport a l'efficacité résiduelle plus courte du
pirimiphos-méthyl ?

Ces faits et interrogations nous aménent a conduire 1’étude de cette thése intitulée « Gestion de
la résistance de Anopheles gambiae s.l. vecteurs du Plasmodium falciparum en République du
Bénin : Etude de l’effet des insecticides a base de clothianidine en pulvérisation

intradomiciliaire ».

L’objectif global de cette thése est de contribuer a la gestion de la résistance d’Anopheles
gambiae vecteur du Plasmodium falciparum, en République du Bénin. Pour ce faire, elle vise
a comprendre I’efficacité des insecticides a base de clothianidine sur le suivi et 1’évaluation des
indicateurs entomologiques de transmission du paludisme, ainsi que sur 1’évolution de la
résistance dans les zones d’extension de la PID, au sein des communautés a grande échelle.
De fagon spécifique, il s’agit de :

i) évaluer la sensibilité de Anopheles gambiae s.l. aux insecticides, ainsi que I'effet résiduel des
molécules a base de clothianidine appliquées sur les surfaces murales en PID a grande échelle;
i) comparer l'efficacité des deux formulations & base de clothianidine contre Anopheles
gambiae s.l. en PID a grande échelle par rapport a celle du pirimiphos-méthyl 300 CS,

précédemment utilisé dans les mémes départements en 2019 ;



iii) examiner I’impact des insecticides a base de clothianidine en pulvérisation intradomiciliaire
a grande échelle sur la prévalence et la dispersion des mutations kdr-L995F du canal sodium
voltage-dépendant (vgsc) et G280S de I’acétylcholinestérase (ace-1) chez Anopheles gambiae

s.l. dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga.

Trois hypothéses portent ce travail :
- 1) les insecticides a base de la clothianidine sont efficaces sur Anopheles gambiae s.1. résistant
au pyréthrinoide, au carbamate et ont un effet résiduel d’au moins six mois en PID a grande

échelle ;

- ii) La clothianidine 50WG et le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62.5 g/kg
sont plus efficaces contre Anopheles gambiae s.I. en PID a grande échelle que le pirimiphos-
méthyl 300 CS, et permettent une réduction significative des indicateurs entomologiques clés

de la transmission du paludisme;

- i) les insecticides a base de la clothianidine en PID a grande échelle assurent la redistribution
des fréquences des alléles de résistance kdr-L995F, G280S au sein des populations de

Anopheles gambiae s.1..

Le document est structuré principalement en trois chapitres, outre l'introduction générale, la
discussion générale, la conclusion générale, les limites de 1’étude et les perspectives.

Le premier chapitre traite des généralités sur le paludisme, les hotes impliqués, la résistance de
Anopheles gambiae et les méthodes de lutte utilisées.

Le deuxiéme chapitre détaille le matériel et les méthodes expérimentales utilisées pour atteindre
les objectifs spécifiques.

Enfin, le troisieme chapitre présente les résultats obtenus pour chaque objectif spécifique, suivi
d'une discussion approfondie et d'une conclusion synthétisant les implications des résultats

obtenus.



CHAPITRE 1

Généralités



1.1.  Paludisme

Le paludisme est une maladie infectieuse potentiellement mortelle causée par des parasites du
genre Plasmodium et transmise entre humains par la piqire d’un moustique infectieux
(Anopheles sp). Dans les zones ou la transmission est modérée ou élevée, I’incidence des
infections est la plus élevée chez les enfants en bas age, une immunité partielle se développant
avec I’exposition et 1’age. Le paludisme a des conséquences pendant la grossesse : anémie
maternelle, naissances prématurees et insuffisance pondérale a la naissance, autant de facteurs
de risque de mortalité néonatale et infantile (Rogerson et al., 2018). Le paludisme a toujours
été une maladie de la pauvreté, associée a un faible niveau socio-économique, a 1’insécurité
alimentaire, a de mauvaises conditions de logement et a I’absence de soins de santé (Tusting et
al., 2016). C’est ¢galement une maladie de I’environnement, associée aux zones tropicales ou
le taux de survie des moustiques est élevé, les sites de reproduction abondants et les
températures propices au développement des moustiques et des parasites.

Le paludisme a joué un réle important dans 1’histoire de I’humanité, contribuant a la chute de
Rome et modifiant le cours de plusieurs guerres. Le génome humain lui-méme a été directement
influencé par le paludisme a travers la sélection de certains caractéres qui conférent aux porteurs
de meilleures chances de survie ; la prévalence et la distribution de plusieurs
hémoglobinopathies, dont la drépanocytose, sont presque entierement dues a la pression de
sélection exercée par le paludisme (Taylor et al., 2013).

1.2.  Plasmodium humains, parasites du paludisme

Les Plasmodium sont des protozoaires de I’embranchement des Apicomplexa (protozoaires a
appareil apical complexe) et de la famille des Plasmodidae. Il existe plus 140 especes de
Plasmodium, pouvant infecter divers animaux mais cingq (5) d’entre elles sont retrouvées en
pathologie humaine (Antinori et al., 2012). 11 s’agit de Plasmodium falciparum (Welch, 1886),
P. vivax (Grassi et Feletti, 1890), P. ovale (Stephens, 1922), P. malariae (Laveran, 1880) et P.
knowlesi (Sinton et Mulligan, 1932). Ces cinq espéces différent par des critéres biologiques et
cliniques. En effet P. falciparum est la seule espéce a appartenir au sous-genre Laverania et les
quatre autres appartenant au sous-genre Plasmodium. De plus, c’est elle qui est la plus
largement répandue a travers le monde, qui developpe des résistances aux antipaludiques et qui
est responsable des formes cliniques potentiellement mortelles. P. vivax dispose aussi d’une
large aire de répartition et développe des résistances aux antipaludiques (Chehuan et al., 2013),

mais est cependant moins létale que P. falciparum. Les trois autres especes (P. ovale, P.



malariae et P. knowlesi) sont moins répandues et ne sont pas responsables d'acces palustres
graves (WHO, 2011). A I’exception de P. knowlesi, toutes les autres espéces sont présentes sur
le continent africain. Aussi, faut-il remarquer que P. falciparum et P. ovale sont spécifiques a
I’Homme alors que P. malariae, P. vivax et P. knowlesi sont communes a I’Homme et aux

Grands singes (Prugnolle et al., 2013).

1.2.1. Biologie des Plasmodium

Les Plasmodium sont des parasites haploides qui, au cours de leur cycle de vie, adoptent trois
stratégies pour se multiplier. Premiérement par la croissance et réplication intensive, ensuite
par la dispersion et 1’invasion des cellules hotes et enfin par la reproduction sexuée. La premiéere
stratégie est réalisée grace a trois stades : le stade oocyste qui se produit chez le moustique au
cours de la sporogonie, le stade schizonte exo-érythrocytaire et le stade schizonte érythrocytaire
qui se produisent tous deux chez 1’hote intermédiaire respectivement au cours des schizogonies
exo-érythrocytaire et érythrocytaire. La seconde stratégie est réalisée grace aux stades
mérozoite, sporozoite et ookinéte. La troisieme stratégie inclut la formation de gamétocytes
chez I’hote intermédiaire, complétée par la formation de 1’ookinéte chez le moustique aprés un

repas sanguin. Ces trois stratégies sont résumées dans la figure 1.
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Figure 1: Cycle biologique des Plasmodium, adapté de Bousema and Drakeley (2011)

1.2.2. Ecologie des Plasmodium

La phase de reproduction sexuée des Plasmodium débute lors de la prise de sang de I’anophele
sur un humain infecté porteur de gamétocytes, formes sexuées du parasite (Figure 1). Dans
I’intestin moyen du moustique, les gamétocytes males et femelles s’échappent de leur
enveloppe érythrocytaire et se transforment en microgametes (apres exflagellation pour les
males) ou macrogametes (pour les femelles) (Frischknecht et al., 2004). La fécondation aboutit
a la formation d’un zygote mobile nommé ookinéte qui va migrer dans la paroi stomacale, la
traverser et s’y enkyster sous la forme d’un oocyste. Cette bréve phase diploide s’achéve par
une division méiotique suivie par plusieurs milliers de mitoses qui conduisent au
développement d’éléments mobiles et haploides nommés sporozoites (Robert et al., 1994). La
rupture de I’oocyste libérera dans 1’hémolymphe les sporozoites qui migrent préférentiellement
vers les glandes salivaires du moustique ou ils se fixent. C’est a partir de ce moment que le
moustique est infectieux pour ’homme. En effet, tout nouveau repas sanguin de 1’anophele sera
accompagné d’une libération de sporozoites chez 1’hote humain due aux sécrétions salivaires
qui y sont associées. L'ensemble de ce cycle également appelé sporogonie se déroule en 10 a
40 jours suivant la température extérieure et les especes plasmodiales en cause (Danis et al.,

1991) ; la durée du cycle diminue avec I’accroissement de la température. L’infection naturelle
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de I’homme se fait par I’inoculation des sporozoites au niveau de la peau pendant la piqiire de
I’anophele. Les sporozoites atteignent rapidement le foie, pénétrent les hépatocytes, s’y
multiplient et produisent des schizontes hépatiques. C’est la phase exo-érythrocytaire ou intra-
hépatique. Une fois matures, les schizontes éclatent et libérent dans la circulation sanguine des
milliers de mérozoites qui ne pourront pas envahir de nouveaux hépatocytes. Cependant, un
stade dormant des schizontes hépatiques nommeés hypnozoites peut persister dans le foie, chez
P. vivax et P. ovale (Frevert et al., 2005), et libérer des mérozoites dans le sang aprés plusieurs
mois, voire plusieurs années (3 a 4 ans). La durée de la schizogonie exo-érythrocytaire est
caractéristique de I’espéce, avec une durée minimale de maturation de cing (5) jours et demi
chez P. falciparum. Celle-ci est complétement asymptomatique et dure un (1) a trois (3)
semaines. Les mérozoites libérés dans la circulation sanguine colonisent les hématies
(érythrocytes ou globules rouges) et deviennent alors des trophozoites intra-érythrocytaires qui,
a leur tour, subissent une schizogonie. A maturité, les schizontes intra-érythrocytaires, en lysant
leur cellule-hote, se rompent, libérant dans le sang des mérozoites érythrocytaires qui vont a
leur tour coloniser des érythrocytes sains et entamer un nouveau cycle érythrocytaire. Aprés
plusieurs cycles érythrocytaires, une fraction des mérozoites pénétre dans les hématies et se
différencient en gamétocytes males et femelles : c’est la gamétocytogénese. Ces formes non
pathogeénes pour I’homme circuleront dans le sang et pourront étre ingérés par un anophele lors
d’un repas sanguin, assurant ainsi la survie de 1’espéce, donc la propagation de la maladie.
L'infectiosité des gamétocytes pour les anophéles se réduirait apres une dizaine de jours dans

la circulation périphérique (Lensen et al., 1999).

1.3.  Anophéles vecteurs du paludisme

Les vecteurs des Plasmodium sont tous des insectes diptéres appartenant a la famille des
Culicidae et a la sous-famille des Anophelinae. Il existe 484 espéces d’anophé¢les sur la planéte,
mais seulement une soixantaine assure, avec plus ou moins d’efficacité, la transmission des
Plasmodium humains (Harbach, 2004). En Afrique sub-saharienne, on dénombre environ 150

especes d’anopheles dont une douzaine est vectrice de Plasmodium (Fontenille et al., 2005).

1.3.1. Classification taxonomique des anopheles

Elle est basée sur des criteres essentiellement morphologiques, ensuite complétée par des

observations étho-écologiques et biogéographiques et, plus recemment, par des données

génétiques. Les anopheles s'organisent en des complexes et des groupes d’espéces. Les especes

appartenant a un méme groupe sont trés proches morphologiquement et présentent des
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différences, au moins a un stade de leur développement, tandis que les espéces appartenant a
un méme complexe sont morphologiquement identiques a tous les stades de leur
développement. En Afrique subsaharienne, les principales especes vectrices se répartissent en

groupes ou complexes.

1.3.2. Cycle de vie des anophéles

Les anopheles sont des insectes holométaboles, c’est a dire a métamorphoses complétes. Leur
développement est caractérise par la succession de deux phases (Figure 2) : une phase aquatique
pour les stades pré-imaginaux ou immatures, ceufs, larves (avec 4 stades larvaires entrecoupés
chacun d’une mue) et nymphe, et une phase aérienne pour le stade adulte ou imaginal, avec des
males et des femelles. Le repas de sang est nécessaire a la maturation des follicules ovariens
qui pourront étre fécondés au moment de la ponte par les spermatozoides stockés. La
fécondation a lieu dans le tractus génital de la femelle suite au passage des ovarioles (follicules)
matures dans I’oviducte. Apres la ponte, la femelle cherche a prendre un nouveau repas sanguin
afin d'effectuer une nouvelle oviposition : c’est le cycle gonotrophique ou trophogonique
(Beklemishev, 1940). En région tropicale, la durée de vie d’un anoph¢le adulte se situe autour

de 7 a 10 jours pour les males et entre 2 a 8 semaines pour les femelles.

4 stades larvaires
aquatiques
— =

10-12 jours
Oeufs
A 24 heures
3 jours Durée 21 +

2 jours

Maturité et
accouplement

48 heures

3-5 jours

Repas sanguin

Figure 2 : Cycle biologique des anophéles (Mouchet et al., 2004)
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1.3.2.1. La phase aquatique :

Entre 40 a 100 ceufs fécondés sont pondus un par un sur la surface de 1’eau. Ces ceufs sont
munis de flotteurs et restent en surface durant I'embryogenése. Apres 24 a 48 heures (selon la
température), chaque ceuf éclot et libére une larve d'environ 1 mm qui se tient juste en dessous
de I’eau et dans une position horizontale caractéristique. La larve est détritiphage et au terme
de sa croissance, la larve de quatrieme stade effectue une mue particuliére, la nymphose. Cette
derniére libere une nymphe aquatique mobile qui ne s’alimente pas. Aprés la métamorphose,
I’adulte ailé (imago) émerge et gagne le milieu aérien. En zone tropicale, la phase aquatique
des anophéles peut durer de 1 a 3 semaines en fonction de I'espéce et des conditions

écologiques, notamment la température.

1.3.2.2. La phase aérienne :

La biologie de 1’adulte est caractérisée par deux comportements principaux : 1’alimentation et
la reproduction qui, chez la femelle, s’accompagnent de la dispersion a la recherche successive
d’un repas sanguin, d’un site de repos et d’un site de ponte. L’ensemble de ces comportements
s’inscrit dans le « cycle gonotrophique » qui ne concerne évidemment que la femelle puisque
le male se nourrit exclusivement de jus sucrés et n’est pas hématophage. L’adulte qui vient
d’émerger se repose durant 24 a 48 heures, le temps que sa cuticule séche, que ses ailes se
déploient et que son appareil reproducteur devienne fonctionnel. L’alimentation sucrée procure
les substances énergétiques (hydrates de carbone) nécessaires pour le vol. Elle peut aussi
stimuler le début du développement des ovarioles. L’alimentation sucrée est prise par la femelle
tout au long de sa vie et a n’importe quel moment de son cycle biologique selon ses besoins.
L’insémination de la femelle s’effectue peu apres 1’éclosion imaginale (2e ou 3e jour), le plus
souvent dans un essaim de males réunis au crépuscule (ou a I’aube). La femelle ne copule en
principe qu’une seule fois dans sa vie et stocke les spermatozoides dans une spermatheéque. Le
contenu protéique des repas sanguins est nécessaire a la maturation des follicules ovariens qui
pourront alors étre fécondés, au moment de la ponte, par les spermatozoides stockés. Apres la
ponte, la femelle cherche a prendre un nouveau repas sanguin afin d'effectuer une nouvelle
oviposition : ce cycle est appelé cycle gonotrophique ou trophogonique, pour certains auteurs
(Beklemishev, 1940) (Figure 2). Ce cycle a une duree qui varie de 48 heures a plus d’une
semaine, suivant les espéces et les conditions environnementales. La connaissance de ce cycle

est essentielle en épidémiologie du paludisme car permet d’évaluer 1’age de la femelle
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d’anopheles par son nombre de ponte ainsi que sa probabilité¢ d’étre infectante ; ceci permet

d’évaluer la capacité vectorielle de 1’anophele.

1.3.3. Comportement trophique des anophéles femelles

L’étude du comportement trophique des anopheles vecteurs est indispensable pour définir ou
appliquer une stratégie de lutte adaptée. Ainsi, il faut distinguer trois types de comportement
chez I’anophéle : il pique (choix de 1’hote), se nourrit (lieu d’alimentation) et se repose (lieu de
repos). Les préférences trophiques des anophéles varient suivant 1’environnement et la
disponibilité des hotes (hommes ou animaux). En effet, certains anophéles se nourrissent du
sang de I’homme (ils sont dits anthropophiles), d’autres du sang des animaux (ils sont dits
zoophiles) et enfin certains anopheles se nourrissent a la fois du sang de I’homme et de celui
des animaux (ils sont dits anthropo-zoophiles). La préférence trophique d'une espece d'anophele
capable de transmettre le paludisme définira son statut de vecteur, une espéce exclusivement
zoophile ne présentant aucun risque pour I'nomme en termes de transmission. Par exemple, An.
gambiae s.s. est tres anthropophile. An. arabiensis est considéré moins anthropophile que An.
gambiae s.s., La majorité des espéces du groupe An. funestus sont zoophiles, seule 1’espece An.
funestus s.s. est anthropophile et impliquée dans la transmission des Plasmodium grace a une
capacité vectorielle élevée. Les vecteurs du paludisme piquent essentiellement la nuit et plus
précisément entre le coucher et le lever du soleil (de 19 heures a 6 heures) (Hamon, 1963).
Notons qu’au Nord du Bénin, la capture diurne des Aedes sur appat humain a permis de collecter
une grande quantité de An. gambiae s.s. entre 09 heures et 12 heures. La distribution de
I’agressivité varie suivant I’espéce (Elliott, 1972), I’age physiologique (Bockarie et al., 1996),
le lieu et la saison (Snow, 1982). Par ailleurs, certains de ces anophéles se nourrissent du sang
de leurs « victimes » a I’intérieur (endophagie) ou a I’extérieur (exophagie) des maisons ou des
étables en fonction de leurs préférences trophiques, variables selon les especes anopheliennes,
et selon la disponibilité/accessibilité des hotes (Quinones, 1997). Aprés s’étre nourris de sang
humain ou animal, certains anophéeles préférent se reposer a I’intérieur des maisons ou cases
(endophiles) ou a I’extérieur (exophiles). Le comportement d’endophilie/exophilie est variable
selon la saison, selon les préférences trophiques, les types d'habitat, etc. La connaissance des
lieux de repos des anopheles est importante pour planifier et évaluer des actions de lutte basées
sur des adulticides répandus dans les maisons ou a I’extérieur. Il est évident que les aspersions
intra-domiciliaires pariétales ne sont que de peu d’utilité, voire d’aucune utilité contre les

populations anophéliennes exophiles. En revanche, les espéces particulierement endophiles
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sont bien contrblées par des traitements intradomiciliaires. 1l est important de noter que les
anopheéles infectés par Plasmodium font des repas sanguins tout au long de la nuit, tandis que
les non infectés piquent rarement plus d’une fois par nuit (Mathews et al., 1996). Le parasite
semble influencer le comportement du vecteur (Cator et al., 2012 ; Choumet et al., 2012) et,
par ce biais, le temps du repas, celui de la salivation et le nombre de pigdres qui sont augmentés
chez un vecteur infecté, ce qui faciliterait la dissemination du pathogéne a travers plusieurs
hotes (Rossignol et al., 1984 ; Wekesa et al., 1992).

1.3.4. Repartition géographique des anophéles en Afrique

La distribution géographique des anophéles vecteurs présente de grandes similitudes avec la
répartition de la pluviométrie annuelle a travers I’ Afrique (Coetzee et al., 2000). Chaque espece
vectrice occupe une aire géographique particuliére et colonise certains types de gites larvaires
(diverses collections d’eau, de 1’eau courante rapide ou lente des riziéres, etc.) qui fonctionnent
pendant une période donnée sous ’influence de données environnementales et climatiques
spécifiques. Cependant, aucune espéce d’anopheles n’a été retrouvée a une altitude supérieure
a 2000 m. En Afrique continentale, la faune anophélienne des vecteurs de Plasmodium humains
est dominée par le complexe An. gambiae et le groupe An. funestus qui interviennent pour 90
% de la transmission. Ces vecteurs majeurs couvrent quasiment toute 1’ Afrique sub-saharienne,
et maintiennent cette région sous une forte emprise du paludisme. Actuellement, on y recense
plus de 85 % des cas de paludisme et plus de 90 % des porteurs de parasites dans le monde. La
cause premiére de cette situation est essentiellement entomologique : les vecteurs africains sont

les plus efficaces au monde (Carnevale et al., 2009) (Figure 3).

1.3.4.1. Le complexe An. gambiae
Le complexe An. gambiae ou An. gambiae s.l. regroupe 7 especes: An. gambiae s.s. (Giles,
1902), An. arabiensis (Patton, 1905), An. bwambae (White, 1985), An. quadriannulatus A
(Theobald, 1911), An. quadriannulatus B (Hunt, 1998), An. melas (Theobald, 1903) et An.
merus (Donitz, 1902). Les cing (5) premiéres sont des espéces d’eau douce alors que les deux
(2) derniéres sont des espéces d’eau saumatre (Mouchet et al., 2004). 1l y aurait une huitiéme
espece découverte récemment au Burkina Faso baptisée Anopheles goundry, du nom du village
ou elle a été retrouvée (Riehle et al., 2011). An. gambiae s.s. et An. arabiensis sont les vecteurs
majeurs du paludisme en Afrique en termes de répartition geographique et de capacité
vectorielle. Ces deux espéces présentent des limites de distributions qui semblent étre
déterminées par les conditions climatiques (Mouchet et al., 2004). An. arabiensis est présente
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dans toute la zone afro-tropicale, exceptées les zones de foréts. Elle est parfaitement adaptée au
climat sec du Sahel et est réputée plus zoophile (indice sporozoitique, Is, souvent 5%). An.
gambiae s.s. est généralement présente dans toute la zone afro-tropicale, exceptées la corne de

I’ Afrique et les zones les plus séches.

1.3.4.2. Le groupe An. funestus

En Afrique, le groupe An. funestus comporte 10 especes vectrices ou potentiellement vectrices
réparties en 3 sous-groupes : Funestus, Rivulorum et Minimus. Parmi I’ensemble des espéces
de ce groupe, seule I’espéce An. funestus (ou An. funestus s.s.) est anthropophile et posséde une
grande capacité vectorielle. Les autres membres du groupe sont le plus souvent zoophiles et
donc de moindre importance médicale (Coetzee and Fontenille, 2004). Des Is analogues a ceux
de An. gambiae ont souvent été relevés chez An. funestus, parfois méme pouvant dépasser 5%
(Cohuet et al., 2004). Cette espéce est présente dans presque toute la zone intertropicale
d’Afrique (Figure 3) et pullule au niveau des marais a végetation dressée et au niveau des
rizieres. Elle est aussi abondante en fin de saison des pluies et en début de saison seche ou il
peut alors prendre le relais de An. gambiae. La raréfaction de An. funestus dans le Sahel a été
notée a la suite de la sécheresse de 1973 (Faye et al., 1995 ; Mouchet et al., 1996) puis son «
retour » dans les années 1990, accompagné d’une hausse des densités, vraisemblablement di a
des modifications anthropiques de I’environnement (barrages, irrigations) (Konaté et al., 2001).
Un important polymorphisme génétique a été observé chez An. funestus au Sénégal et au
Burkina Faso ou deux formes chromosomiques ont été identifiées : Folonzo et Kiribina
(Costantini et al., 1999 ; Dia et al., 2000). La forme Folonzo semble étre favorisée dans les
zones présentant des réservoirs d’eau (canaux d’irrigation) avec une végétation aquatique
naturelle, tandis que la forme Kiribina est plus souvent capturée dans les zones rizicoles. Tout
comme pour le complexe An. gambiae, trois types moléculaires majeurs appelés M (populations
d’Afrique de I’Est et de Madagascar), W (populations d’Afrique de 1’Ouest et du Centre) et
MW (populations d’Afrique du Sud) ont été identifiés chez An. funestus. Ces lignages auraient
évolué séparément pendant un (1) million d’années (Garros et al., 2004 ; Michel et al., 2005 ;
Koekemoer et al., 2006).
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Figure 3 : Répartition mondiale des vecteurs dominants ou potentiellement importants du

paludisme.

1.4. Lutte antipaludique

La lutte antipaludique combine des actions contre le parasite, avec la chimiothérapie et le vaccin
RTS,S/ASOL pour prévenir et traiter I'infection, et des mesures de lutte contre le vecteur,
principalement la distribution de moustiquaires imprégnées d'insecticide et la pulvérisation
d'insecticides dans les zones a risque. Au Bénin, ces interventions sont ciblées selon la
transmission saisonniére et visent les groupes vulnérables comme les femmes enceintes et les

enfants de moins de cing ans.

1.4.1. Lutte contre les parasites responsables du paludisme
La prévention et le contréle des parasites Plasmodium, responsables du paludisme, reposent

principalement sur la chimiothérapie et la vaccination (OMS, 2022).

1.4.1.1. Chimiothérapie

La chimiothérapie antipaludique consiste a administrer des médicaments aux populations
vulnérables pour prévenir I’infection et traiter les cas de paludisme. L’Organisation mondiale
de la Santé (OMS) recommande plusieurs stratégies de chimioprévention adaptées aux

contextes locaux (OMS, 2022) :
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« Traitement préventif intermittent pendant la grossesse (TPIg) : Ce traitement est
destiné aux femmes enceintes dans les zones de transmission modérée a elevée pour
réduire le risque de paludisme chez la mere et le nouveau-né.

o Chimiopreévention saisonniere du paludisme (CPS) : Recommandée pour les enfants
de moins de cing ans dans les zones ou la transmission est saisonniére, notamment
pendant la saison des pluies, elle consiste en une administration mensuelle de
sulfadoxine-pyriméthamine et d'amodiaquine pendant la période de transmission.

e Chimiopreévention pérenne du paludisme (PMC) : S'adresse aux nourrissons et
jeunes enfants exposés a un risque élevé dans les zones de transmission modérée a forte
en Afrique subsaharienne.

e On pouvait distinguer aussi, la chimioprévention post-hospitalisation, le traitement

préventif intermittent chez les écoliers et I’administration massive de médicaments

Au Bénin, la CPS est déja mise en ceuvre dans des départements comme 1'Atacora et 1'Alibori,
et sera étendue au Borgou, aux Collines, et a la Donga en juin 2024. Les cas de paludisme sont
pris en charge selon le principe des 3 T (Test, Treat, Track) : dépister la fievre, traiter le malade
et suivre les résultats. Le diagnostic repose sur les tests rapides ou la microscopie, et le
traitement du paludisme simple utilise une thérapie combinée a base d’artémisinine. Le

paludisme grave est traité par voie parentérale avec de 1’artésunate ou d'autres médicaments.

1.4.1.2. Vaccin contre le paludisme

Le RTS,S/ASO1 est le premier vaccin contre le paludisme recommandé par I’OMS. Des essais
pilotes au Ghana, au Kenya et au Malawi ont montré une réduction notable des cas graves et
des hospitalisations (OMS, 2022). Il est destiné aux enfants dans les zones de transmission
modérée a forte, a partir de 1’age de cing (5) mois, avec un schéma vaccinal de quatre (4) doses
. trois (3) doses primaires et une quatrieme dose douze (12) a dix-huit (18) mois aprés pour
prolonger la protection. L’OMS permet de moduler le calendrier pour faciliter I’administration,
notamment en alignant la quatriéme dose sur d’autres vaccins de la deuxieme année de vie.
Au Bénin, le vaccin RTS,S/AS01 a été introduit dans le Programme élargi de vaccination (PEV)
en avril 2024 pour protéger les enfants de moins de deux ans. Cette initiative s'appuie sur la
réception de 215 900 doses du vaccin en janvier 2024.
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Ces stratégies combinant chimioprévention et vaccination representent des progres significatifs
dans la lutte contre le paludisme en Afrique et particuliérement au Bénin, contribuant a réduire

la morbidité et la mortalité associées a cette maladie.

1.4.2. Lutte contre les vecteurs du paludisme

La prévention des piglres de moustiques et leur élimination font partie des stratégies clés de
lutte contre le paludisme. Dans la plupart des situations, les principales mesures de lutte
antivectorielle sont les moustiquaires imprégnées d’insecticide et les pulvérisations
intradomiciliaires d’insecticide a effet rémanent (Enayati and Hemingway, 2010). Selon les cas,
les traitements larvicides, les poissons larvivores, les pulvérisations spatiales, les produits

répulsifs et la pose de grillages moustiquaires sur les maisons peuvent également étre utiles.

1.4.2.1. Pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide (PID)
La pulvérisation intradomiciliaire d'insecticides rémanents a l'intérieur des maisons (plafonds,
murs, rideaux, portes et fenétres) permet de tuer les moustiques femelles adultes. Grace a son
impact direct, la PID reste le moyen de lutte le plus puissant pour réduire et interrompre la
transmission du paludisme (WHO, 2006). Cette technique permet ainsi de lutter contre les
vecteurs du paludisme endophiles et anthropophiles comme An. gambiae et An. funestus.
L'avantage essentiel de la PID est qu’elle réduit non seulement I'abondance des moustiques,
mais plus important encore, leur durée de vie. Cette réduction de la longévité, méme si elle est
marginale, va produire une réduction spectaculaire de la transmission (Macdonald, 1957). La
rémanence des composés actuels utilisés dans la PID en dehors des néonicotinoides est de deux
(2) asix (6) mois. Il s’agit entre autres de la deltaméthrine, de la bifenthrine, du benbiocard, du
malathion, du DDT, du piromiphos-méthyl etc. Bien que ces composés soient améliorés, a
I'exception du DDT qui lui-méme est intrinséquement stable, la plupart des composeés utilisés
lors de la PID ont une rémanence de moins de 4 mois (Enayati and Hemingway, 2010). Les
PID nécessitent alors d'étre régulierement renouvelées. Pour étre efficace, la PID doit étre
utilisee a un maximum de couverture possible afin de produire un taux de mortalité des
moustiques vecteurs d’environ 45% (WHO, 2006). Ainsi, avec le soutien des Etats Unis
d’Amérique (via la « President Malaria Initiative ») aux PNLP, les activités de la PID ont permis
de protéger prés de 25 millions de personnes pour la seule année 2008 dans les pays concernés
(RBM, 2010). Les traitements intra-domiciliaires présentent cependant I’inconvénient de ne pas
tuer les vecteurs les plus exophages et/ou exophiles. De plus, ils exigent une logistique trés
lourde et deviennent inefficaces a la moindre erreur de traitement.
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1.4.2.2. Moustiquaires imprégnées d’insecticide
Bien que les moustiquaires non traitées soient utilisées depuis longtemps pour se prémunir des
pigres de moustiques (Snow, 1987) et autres arthropodes hématophages nuisibles (Hougard et
al., 2002a), leur association avec des insecticides a significativement augmenté leur efficacité
(Carnevale et al., 1991 ; Robert et al., 1991). L’utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticide (MII) est méme devenue la forme la plus répandue de lutte anti-vectorielle, non
pas parce qu'elles sont plus puissantes que les PID en termes de réduction de la transmission,
mais parce gqu'elles sont généralement moins exigeantes logistiqguement et la couverture est plus
facile a maintenir (Enayati and Hemingway, 2010). Placées a I’intérieur des maisons, les Ml
peuvent avoir 4 effets principaux : i) un effet dissuasif a grande distance qui réduit le taux
d’entrée des moustiques dans les maisons, ii) un effet excito-répulsif/irritant a courte distance
qui augmente le taux de sortie des moustiques, iii) un effet "knock-down™ (kd) qui assomme les
moustiques entrés en contact avec la MII et iv) un effet Iétal sur les moustiques, dans les 24h
suivant leur contact avec la MIIL. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) approuve depuis
le début des années 80 I’utilisation de pyréthrinoide pour I’imprégnation des moustiquaires. Les
MII constituent a la fois une barriére mécanique et chimique visant a réduire la transmission
des Plasmodium et la population d’anophé¢les (Carnevale et al., 1992 ; De La Cruz et al., 2006).
Leur utilisation au niveau individuel protége l'utilisateur contre les pigQres de moustiques. Au
niveau de la communauté tout entiére, elles tuent suffisamment de moustiques pour diminuer
le nombre de pigdres chez les personnes non protégées (Hawley et al., 2003 ; Hill et al., 2007).
Cet effet des Ml sur les populations de moustiques vecteurs ne peut toutefois se manifester que
si la majorité (80% au moins) des personnes de la communauté ciblée les utilise (Carnevale et
al., 1988). L'effet Iétal de I'insecticide se traduit par un rajeunissement de la population de
moustiques vecteurs et, en conséquence, par une diminution drastique de la transmission du
parasite (car moins un moustique vit longtemps, moins il aura de chances de transmettre le
parasite). Dans les régions a forte densité anopheélienne, cette méthode est plus limitée et
nécessite une association avec d’autres moyens de protection (PID, par exemple). Depuis une
dizaine d’années, une nouvelle génération de MII est mise sur le marché : les moustiquaires
imprégnées a longue durée d’action (MILDA). Ces MILDA présentent 1’avantage de ne
nécessiter aucun retraitement durant leur durée de vie estimée entre quatre (4) et cing (5) ans
(Guillet et al., 2001). Les campagnes de distribution massive de MIlI de méme que celles de
MILDA récemment réalisées dans plusieurs pays africains ont permis d'obtenir en peu de temps
une couverture élevée et une répartition équitable des moustiquaires. Les résultats en termes de
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réduction du paludisme ont méme dépassé les espérances avec des réductions importantes de
I'incidence des fievres palustres (de I'ordre de 50%) et de la mortalité générale infantile (environ
20%) (RBM, 2010). Mais, le développement de phénomeénes de résistance des anopheles aux
insecticides d’imprégnation (Chandre et al., 1999 ; Aikpon et al., 2013) et I’effet négatif des
MII sur I’immunité anti-palustre de I’lhomme (Muller et al., 2006) ont remis en discussion leur
efficacité comme stratégie unique de lutte contre le paludisme. Pour une meilleure gestion des
phénomenes de résistances, de nouvelles méthodes d’imprégnation ont été mises en place. Il
s’agit notamment de la bi-imprégnation (Pennetier et al., 2008 ; Corbel et al., 2002) et de
I’utilisation d’autres insecticides tels que la bifenthrine (Chouaibou et al., 2006; Hougard et al.,
2002b). Consciente de tous les éléments encourageants en faveur de l'utilisation des
MII/MILDA, la communauté internationale est aujourd'hui mobilisée. Elle s'appréte a renforcer
considérablement ses efforts afin d'étendre les campagnes de distribution et de promotion a
davantage de pays notamment africains. La MII n'éliminera sans doute pas le fléau du

paludisme, mais elle contribuera a le contenir et a le réduire (Hougard, 2008).

1.4.2.3. Autres methodes de controle des vecteurs

1.4.2.3.1. La lutte anti-larvaire

Théoriqguement, les mesures de contrble des larves pourraient contribuer a I'élimination du
paludisme, mais une couverture élevée de sites de reproduction est nécessaire pour avoir un
impact significatif, ce qui constitue un défi majeur opérationnel et logistique dans de nombreux
contextes écologiques. Elle peut prendre plusieurs formes (Djogbénou, 2009) :

- Eliminer les lieux de ponte (e.g. drainage et assechement des zones marécageuses) ;

- Modifier les lieux de ponte pour que les larves ne puissent plus s’y développer (e.g. curage
des canaux pour que 1’eau n’y soit pas stagnante) ;

- Rendre les lieux de ponte inaccessibles aux moustiques adultes (e.g. protection ou couverture
étanche des réserves d’eau domestiques) ;

- Introduire dans les lieux de ponte des poissons larvivores ou d’autres prédateurs ;

- Epandre des larvicides (insecticides, préparations bactériennes) et des inhibiteurs de
croissance des insectes (IGR, Insect growth regulators). L’application de ces techniques sur des
surfaces étendues a donné des résultats encourageants notamment dans 1’éradication de An.
gambiae s.l. au Brésil (Killeen et al., 2002). Cependant, comme le contrdle des larves n'affecte
que la densité de la population de vecteurs, son impact sur la capacité vectorielle et le taux de

paludisme est limité. Ainsi, pour étre efficace, la lutte anti-larvaire exige un suivi sur plusieurs
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annees et une bonne implication des populations locales concernées (WHO, 2006). Elle n’est
recommandée que dans des cas bien particuliers tels que le paludisme urbain, les oasis de
déserts... Le controle larvaire est surtout faisable quand les gites sont limités en nombre,
facilement identifiables et faciles d’accés (Walker et al., 2007), ce qui est difficilement le cas

avec les vecteurs du paludisme.

1.4.2.3.2. Rideaux imprégnés d’insecticide

lIs peuvent étre utilisés comme une méthode complémentaire aux MII. 1l existe des baches
murales imprégnées d’insecticide (BMI) qui peuvent aussi contribuer a la réduction du contact
homme-vecteur (Djenontin et al., 2009 ; 2010). Développées a l'origine pour protéger des
populations de déplacés dans les camps de réfugiés (Graham et al., 2002), ces baches
imprégnées ont ensuite été adaptées pour un usage domestique (Chandre et al., 2010 ; Diabaté
et al., 2006). Les classes d'insecticides potentiellement utilisables pour les BMI sont les mémes

que celles utilisées pour les PID.

1.4.2.3.3. Répulsifs

Un répulsif est composé d’une substance active (synthétique ou naturelle) et de différents
excipients formant une formulation pouvant se présenter sous forme de spray, de lotion, de
creme ou de lingette. Il existe de nombreuses molécules anti-moustiques assez efficaces et
disponibles dans le commerce. Mais, il faut savoir que ces molécules anti-moustiques ne sont
pas neutres et que parfois, elles sont méme déconseillées aux femmes enceintes et aux enfants
de moins de 30 mois. L'efficacité de la protection individuelle induite par ces répulsifs n'est
plus a démontrer (Rowland et al., 2004, Debboun et al., 2005, 2013) et leur utilisation a permis
une réduction de l'incidence palustre dans un village en Afrique du Sud (Durrheim and Govere,
2002). Toutefois, les répulsifs sont peu utilisés par les populations locales et sont le plus souvent
utilisés par les voyageurs. Actuellement, les produits chimiques anti-moustiques sont a base de
citriodiol (extrait d’huile essentielle d’eucalyptus), d’icaridine, d’IR 3535 et de Diethyl
Toluamide (DEET). La durée de protection varie entre 6 et 12 heures selon la substance active,

la formulation et la température extérieure.

1.4.2.3.4. Bombes aérosols
Elles sont trés utilisées dans les pays en développement et se composent, pour 1’essentiel,
d’insecticides pyréthrinoides a action rapide et a fort effet Knock-Down (mortalité ou inactivité

de I’insecte au contact avec 1’insecticide). Sur les étiquettes, au paragraphe « composition »,
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ces substances se repérent a leur nom qui se termine par « thrine » (transfluthrine, tétraméthrine,

resméthrine, esbiothrine etc.). Elles n’ont aucun effet rémanent.

1.4.2.3.5. Serpentins fumigenes

Du fait de leur accessibilité et de leur moindre codt, les serpentins fumigénes sont largement
utilisés dans les pays en développement aussi bien le soir a I’extérieur que la nuit a I’intérieur
des maisons (Desfontaine et al., 1989 ; 1990 ; Liu et al., 2003). Une fois allumé, le serpentin se
consume lentement, diffusant I’insecticide a un taux constant pendant 6 a 8 heures, ce qui suffit
pour tuer ou tenir les moustiques a distance par un effet dissuasif ou excito-répulsif (Lawrance
and Croft, 2004). Toutefois, la présence de vent active la vitesse de combustion. De grandes
différences sont observées entre les différents produits. A 1’origine, ils étaient imprégnés de
pyréthrine ou pyréthre ; actuellement ils sont a base d’alléthrine et/ou de transalléthrine. Plus
récemment, sont apparues des plaquettes thermo-diffuseurs composées également de

pyréthrinoides a action rapide qui procurent un confort certain contre les moustiques.

1.4.2.3.6. Technique des males stériles

La technique des males stériles (TMS) est une méthode de lutte biologique innovante utilisée
pour réduire les populations de moustiques vecteurs de maladies comme le paludisme, la
dengue, la fievre jaune ou le virus Zika (AIEA, 2016). Cette approche repose sur l'introduction
contrélée de moustiques males stériles dans une population naturelle pour perturber leur

reproduction. Le principe de la technique est basé sur quatre points :

e Production massive : Les moustiques males sont élevés en grand nombre dans des
installations spécifiques.

e Stérilisation : Les males sont rendus stériles, généralement a 1’aide de rayonnements
ionisants (rayons X ou gamma), sans affecter leur capacité a s’accoupler.

e Libération dans la nature : Ces méles stériles sont relachés dans les zones ciblées ou
ils s’accouplent avec des femelles sauvages.

e Réduction de la population : Les femelles accouplées aux males stériles pondent des

ceufs non viables, ce qui réduit progressivement la population de moustiques.

Cette technique n’implique pas I'utilisation d’insecticides, préservant ainsi les écosystémes et

réduisant I’impact sur les autres espéces. Elle cible spécifiquement les espéces de moustiques
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vecteurs sans affecter les autres insectes. En combinaison avec d’autres méthodes de controle,
elle peut avoir des effets a long terme sur les populations de moustiques.

Cependant, quelques défis tels que le codt élevé de la production de males stériles, la complexité
de la logistique pour la libération efficace sur de grandes zones, la compatibilité avec d’autres
méthodes de lutte ainsi que la migration des moustiques pourraient limiter 1’efficacité de la
technique des males stériles.

Il est & noter que la technique de males stériles est en expérimentation au Brésil, au Sénégal, a
1’Tle Maurice et au Mexique pour contréler les populations d’Aedes aegypti responsables de la
dengue, en Tanzanie pour éradiquer les vecteurs du paludisme du Zanzibar (Zhang et al., 2024).
Le Burkina Faso a entrepris des initiatives notables en utilisant la Technique de I'Insecte Stérile
(TIS) pour lutter contre les insectes vecteurs de maladies, notamment les mouches tsé-tse et les
moustiques responsables du paludisme.

En février 2017, le Burkina Faso a inauguré I'Insectarium de Bobo-Dioulasso, la plus grande
installation d’élevage d’insectes d’Afrique de 1’Ouest, avec 1'appui de I'Agence internationale
de I'énergie atomique (AIEA) et de I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et
I'agriculture (FAO). Cet insectarium vise & produire jusqu'a 300 000 mouches tsé-tsé males
stériles par semaine pour réduire les populations de ces insectes, vecteurs de la trypanosomose,
une maladie affectant gravement le bétail et, dans certaines régions, les humains.

Egalement, le Burkina Faso est engagé dans des projets visant & contréler les populations de
moustiques Anopheles gambiae, principaux vecteurs du paludisme. En juillet 2019, environ
6 400 moustiques males génétiquement modifiés et rendus stériles ont été lachés dans le village
de Bana, situé dans le sud-ouest du pays. Cette opération, une premiere en Afrique, avait pour
objectif de réduire la population de moustiques et, par conséquent, la transmission du paludisme
(Dofini, 2021).

1.5. Résistance des vecteurs aux insecticides

La résistance des insectes vecteurs aux insecticides est un phénomeéne qui s’étend de fagon
inquiétante. Elle a été définie par 'OMS comme « la faculté chez une souche d'un organisme
donné a tolérer les doses d'un produit toxique qui tue la majorité des individus d'une population
normale de la méme espece ». L’action létale de I’insecticide peut s’observer au niveau des
muscles de vol de I’insecte, sur la respiration cellulaire, sur la croissance de I’insecte, sur la
biosynthése des lipides, sur 1’organe chordotonal et principalement sur le systeme nerveux

(Figure 4). De 2010 a 2022, quelque quatre-vingt-huit (88) pays ont transmis a ’OMS des
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données de surveillance sur la résistance aux insecticides, y compris sur I’intensité¢ de la
résistance aux pyréthrinoides (38 pays), ainsi que sur la capacité du butoxyde de pipéronyle
(PBO) a restaurer la sensibilité aux pyréthrinoides (32 pays).
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Figure 4 : Sites d’action des insecticides

On distingue trois types de mécanisme de résistance qui se traduisent par des modifications

comportementales, physiologiques et biochimiques :

1.5.2. La résistance comportementale

Elle s’observe au niveau de I’insecte qui présente un comportement différent, évitant le contact
avec I’insecticide ou limitant la durée de leur contact. Par ce fait, I’insecte empéche le produit
toxique d’agir. D’autres insectes peuvent méme retarder la ponte des ceufs jusqu’a ce que I’effet
des insecticides diminue.

1.5.3. La résistance physiologique

Elle s’exprime chez les insectes au niveau des tissus et organes. Elle fait référence a la capacité
a tolérer ou a surmonter les effets des insecticides ou d’autres substances toxiques grace a des
adaptations au niveau physiologique. Cette forme de résistance est souvent le résultat de
modifications génétiques qui affectent les processus biologiques des insectes et leur permettent
de survivre malgré 1’exposition a des agents chimiques nocifs. Elle est caractérisée par le
métabolisme des toxines (decomposition et excrétion des insecticides), la réduction de la
pénétration de I’insecticide, I’altération des cibles des insecticides et I’accumulation de réserves

métaboliques permettant a I’insecte de tolérer temporairement les effets des insecticides.

25



1.5.4. La résistance biochimique

Elle se situe au niveau cellulaire et consiste d’une part, en une augmentation de 1’activité
enzymatique des systéemes de déetoxication et d’autre part, en une diminution de I’affinité des
sites d’action vis-a-vis des insecticides.

Au cours de la résistance biochimiqgue, 1’insecte entre en contact avec 1’insecticide, ce dernier
pénétre dans 1’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines
et les enzymes-cibles dont il entrave le fonctionnement normal. On distingue a cet égard deux
types de modifications : (a) une activité accrue des systemes de dégradation des xénobiotiques
(et donc des insecticides), et (b) une modification de la cible de I’insecticide devenant capable

de fonctionner correctement malgré la présence d’insecticide.

1.5.4.1. Augmentation de ’activité des systémes de détoxication

De nombreuses toxines posseédent un caractere lipophile et peuvent devenir plus hydrosolubles
par biotransformation dans I’insecte, et de ce fait plus facilement excrétables. Les possibilités
que possedent les insectes de dégrader les insecticides sont associées aux systemes
enzymatiques de détoxication. Chez les invertebrés, les voies métaboliques concernées sont tres
voisines de celles décrites chez les mammiféres. On y retrouve deux types de réactions
classiques :

— les réactions de la phase | (hydrolyse et oxydation), appelées réactions de fonctionnalisation,
incluent 1’activation et/ou la conversion des molécules exogénes en un composé plus polaire.
L’introduction de groupes fonctionnels augmente la solubilité dans 1’eau et permet, soit leur
stockage loin des tissus sensibles, soit leur excrétion. Ces métabolites issus des xénobiotiques
peuvent étre pris en charge par les enzymes impliquées dans la phase 11 ;

— les réactions de la phase |1, ou réactions de conjugaisons, qui permettent la combinaison des
groupements fonctionnels ainsi introduits ou des groupements préexistants, avec des
métabolites endogénes fortement hydrophiles (glycosides, glutathion ou acides amines), ce qui
en favorise I’excrétion. Dans le cas des insecticides, cette métabolisation se traduit souvent par
une perte d’activité des produits avec développement de phénomenes de résistance. Trois types
d’enzymes participent a ce processus :

- les cytochromes P-450 qui introduisent un atome d’oxygene dans leurs substrats ;

- les glutathion S-transférases qui catalysent la conjugaison de molécules ayant un centre

électrophile avec le groupement thiol du glutathion ;
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- et enfin, les hydrolases qui clivent les esters et les amides, augmentant ainsi la polarité des

métabolites.

1.5.4.2. Modification des cibles
Les insectes ont la capacité de générer des mutations genétiques qui altérent les enzymes visées
par les insecticides. Ces mutations au niveau des récepteurs nerveux ciblés par les insecticides

peuvent entraver leur capacité a se lier efficacement, réduisant ainsi leur effet toxique.

1.5.4.2.1. Récepteur canal de I’acide y-aminobutyrique (GABA).

Le récepteur canal du GABA est la cible des phénylpyrazoles et de certains organochlorés
(cyclodienes). Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur et il joue un role critique
dans la régulation de I’activité neuronale (hyperpolarisation membranaire) chez les vertébrés et
les invertébrés. Son récepteur, le récepteur canal gabaergique (Figure 6) est un récepteur
pentamérique faisant partie de la superfamille des récepteurs ""Cys-loop™” comme les récepteurs
nicotiniques a I’acétylcholine (nAChRs) ou encore les récepteurs de type 3 de la sérotonine (5-
HT3). Chaque sous-unité du récepteur posséde un domaine extracellulaire N-terminal contenant
les sites de liaison au neurotransmetteur suivi de quatre domaines transmembranaires (M1-M4)
(Figure 5). Le domaine M2 contient les résidus responsables de la formation du canal qui permet

le passage des ions chlorure (Buckingham et al., 2005).

Figure 5 : Schéma de la structure d’une sous-unité d’un récepteur canal au GABA.

Une sous-unité posséde 4 domaines transmembranaires et 2 résidus cystéines dans le domaine

extracellulaire N-terminal (ronds noirs).
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Figure 6 : Le récepteur GABA (acide gamma aminobutyrique) cible des avermectines.

Actuellement les organochlorés qui ciblent les récepteurs GABA des insectes sont interdits car
ils présentent une forte persistance dans I’environnement, une bioaccumulation dans la chaine

alimentaire ainsi qu’une faible sélectivité insectes/mammifeéres.

1.5.4.2.2. Récepteur canal sodium voltage-dépendant.

Le canal sodium voltage-dépendant est la cible des pyréthrinoides et de certains organochlorés
en particulier le DDT (Figure 7). Ce canal joue un réle important dans la propagation des
potentiels d’action dans les cellules neuronales chez les vertébrés comme les invertébrés. Chez
les mammiféres, ce canal est formé par une seule sous-unité a (Figure 8). Il correspond a un
polypeptide composé de quatre domaines homologues (I-1V) comprenant chacun six hélices
transmembranaires (S1-S6). Les hélices S5 et S6 permettent la formation du canal alors que les
hélices S1 a S4 sont responsables de la sensibilité au potentiel de membrane (Figure 8). Aprés
une dépolarisation de la membrane, les hélices S4 (des domaines I et 11), chargées positivement,
se déplacent, induisant un changement conformationnel du récepteur ce qui permet le passage
sélectif des ions Na* (Catterall, 2000). Par la suite, la perméabilité aux ions Na* diminue et le
récepteur devient inactif (état intermédiaire) ne permettant plus le passage des ions. La

repolarisation de la membrane induit une désactivation du récepteur (Davies et al., 2007).
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Figure 7: Récepteur canal sodium voltage-dépendant
I I 111 v

Figure 8 : Schéma de la structure du canal sodium voltage-dépendant.

La sous-unité a est formée par un polypeptide unique avec quatre (4) domaines homologues (I-
IV) composés eux-mémes de six (6) hélices transmembranaires (S1-S6). Les quatre (4)
domaines homologues s ’assemblent au niveau des hélices S5, S6 et des boucles S5-S6 (P-loops)

pour former un pore (PD) permettant le passage d’ions Na®. Les autres hélices (S1 a S4) sont

29



responsables de la sensibilité au potentiel de membrane du récepteur en formant quatre (4)

domaines senseurs (VSD). (d’aprés Davies et al., 2007).

Chez les insectes, le DDT et les pyréthrinoides provoquent des mouvements convulsifs, la
paralysie puis la mort. Au niveau moléculaire, ces insecticides se fixent préférentiellement sur
le canal sodium ouvert. Cette liaison ralentit la fermeture du canal conservant ainsi le passage
d’ions Na" a travers la membrane. (Davies et al., 2007). Cette étape engendre la mise en place
d’un état stable hyperexcité de la cellule qui produit un effet paralysant chez I’insecte appelé

““knock down™".

1.5.4.2.3. Acétylcholinestérase (AChE)

La protéine la mieux connue en tant que cible des organophosphorés et des carbamates est
I’acétylcholinestérase (Figure 9). Cette enzyme hydrolyse 1’acétylcholine pour stopper la
transmission synaptique et réguler la concentration de ce neurotransmetteur dans la synapse
cholinergique.

L’acétylcholine réagit avec les sites actifs de ’acétylcholinestérase (site anionique et la triade
catalytique: Ser-His-Glu) et subit une hydrolyse. La choline est ainsi libérée et un intermédiaire
“acétyl-enzyme™” est formé (Soreq and Seidman, 2001). Une deuxiéme étape d’hydrolyse

permet la libération d’acétate et régénére 1’acétylcholinestérase (Figure 10).

Cible Famille
I Moléculaire insecticide
cellule o
nerveuse
presynaptique / Carbamates
cétylcholinestérase .
— \ Organophosphorés
Synapse Na*  CI- /
cholinergique
Récepteur Avermectines
GABA -~
cellule Neonicotinoides
Récepteurs
ner'veusg nicotiniques a /
postsynaptique acétylcholine \
Spinosines

Figure 9 : Récepteur de 1’acétylcholine estérase
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Figure 10 : Réaction enzymatique de I’acétylcholinesterase

Réaction de [’acétylcholine avec les sites actifs (site anionique et site estérasique) de
["acétylcholinestérase. L hydrolyse de [’acétylcholine permet ensuite la libération de la choline
et la formation de [’acétyl-enzyme. Une deuxieme hydrolyse permet la libération de [’acétate et

régenere l’acétylcholinestérase.

1.5.4.2.4. Récepteur nicotinique a I’acétylcholine

Le récepteur nicotinique a 1’acétylcholine (nAChR) est la cible des néonicotinoides et des
spynosynes (Figure 11). L’acétylcholine est le principal neurotransmetteur excitateur du
systeme nerveux central des insectes permettant une neurotransmission rapide. Les récepteurs
nicotiniques a 1’acétylcholine font partie de la superfamille des récepteurs *'Cys loop”” comme
les récepteurs GABA. Les récepteurs nicotiniques a I’acétylcholine (nNAChRS) sont des
récepteurs pentamériques. Les sous-unités du récepteur sont formées d’un domaine N-terminal
extracellulaire qui contient six régions distinctes (boucles A a F impliquées dans le site de
liaison a I’acétylcholine) puis de quatre domaines transmembranaires et d’'un domaine C-
terminal extracellulaire (Figure 12).

Une fois libérée dans la fente synaptique, 1’acétylcholine va se fixer sur le nAChR au niveau
du site de liaison. Cette fixation va induire un changement conformationnel du récepteur
permettant I’ouverture du canal et le passage sélectif d’ions (un courant entrant d’ions Na+ et
Ca2+ et un courant sortant K+). Ces courants vont perturber 1’équilibre du potentiel de

membrane et induire une dépolarisation membranaire permettant la neurotransmission.
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La fixation des néonicotinoides sur le nAChR entraine 1’ouverture du canal qui permet I’entrée
d’ions Na* et Ca?* et la sortie d’ions K*. Ces courants ioniques perturbent le potentiel de
membrane qui conduit au phénoméne de dépolarisation. Ces insecticides ne peuvent étre
dégradés par 1’acétylcholinestérase dans la fente synaptique ; leurs actions se prolongent donc
au niveau du nAChR et conduit a une dépolarisation permanente de la membrane, ce qui

provoque chez I’insecte la paralysie puis la mort.
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Figure 11 : Récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine

1 domaine extracellulaire

4

domaine intracellulaire

Fiaure 12 : Structure du récepteur nicotiniaue a 1’acétvlcholine
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(A) récepteur pentamérique formant un pore sélectif aux ions Na+, Ca2+, K+ a travers la
membrane plasmique. (B) chaque sous-unité est composée de 4 domaines transmembranaires
(TM1-TM4). La boucle intracellulaire entre le domaine TM3 et TM4 présente un site potentiel
de phosphorylation. (d’apres Thany et al., 2007).
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CHAPITRE 2
Matériel et Méthodes
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2.1. Zone d’étude

La zone sanitaire (ZS) Djougou, Ouaké, Copargo (DOC) dans le département de la Donga et
Kandi, Gogounou, Ségbana (DGS) dans le département de 1’Alibori ont été protégées par la
PID pendant la période d’étude (Figure 13). Au total, 6 communes dont 4 (Djougou, Copargo,
Kandi et Gogounou) sous la couverture de la PID et deux 2 autres non traitées a I’insecticide
(Bassila pour le département de la Donga et Bembéréeke pour le département de 1’ Alibori) ont
servi de témoins pour le suivi et évaluation entomologique (S&E) de la PID. Les communes
témoins ont été choisies en tenant compte de leur proximité et de leur condition climatique
similaire aux communes pulvérisées sous le suivi et évaluation.

Chacune des communes est caractérisée par deux saisons : une saison pluvieuse correspondant
a la période apres la PID ou la transmission du paludisme augmente et une saison séche. Les

campagnes de pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide a effet rémanent ont été déroulées a

la fin de la saison seche. Le tableau | montre les différents sites de collecte par commune.

Tableau I. Sites d'échantillonnage des moustiques et leurs coordonnées géographiques.

Commune Village Zone Site traité et non traité Latitude Longitude
Bassila Bassilal Témoin Non trait? 9.00918462  1.66927964

Penessoulou Témoin Non traité 9.2409439 1.5488116

< .+ Kossou Témoin Non traité 10.2274045  2.6713803
Bembereke i Témoin Non traité 10.3908488  2.73215939
Copargo Kparakouna 2 ZonePID Tra?té 9.83107856 1.54847018
Tchaklerou Zone PID Traité 9.80252273 1.56619555

Djougou Anoum . Zone PID Tra?té 9.7016932 1.4946851
Nangatchori ~ Zone PID Traité 9.64954298  1.73727218
Gogounou Borodarou Zone PID Tra?t? 10.83481895 2.83115711
Sounon-gar Zone PID Traité 10.95228149 2.86367415
gi Donwari Zone PID Traité 11.13401064  2.93826671

Kandi Pade Zone PID Traité 11.04346829 2.8871131
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Figure 13 : Carte montrant les zones d'évaluation de la PID

2.1.1. Département de I’Alibori

Situé entre 11°19' de latitude Nord et 2°55' de longitude Est, I’ Alibori est un département du
Nord-Est Bénin. D’une superficie de 26 242 km? (23% du territoire national), 1’Alibori est
subdivise en six (6) communes que sont Malanville, Karimama, Segbana, Gogounou,

Banikoara et Kandi, composant quarante-et-un (41) arrondissements et 229 villages et quartiers
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de villes. Le climat est du type soudanien dans sa partie Sud vers le type soudanosahélien dans
sa partie Nord (communes de Karimama et de Malanville). Elle ne connait qu’une seule saison
de pluie qui dure entre cing (5) a six (6) mois avec une pluviosité annuelle oscillante entre 700
mm et 1 200 mm (Figure 14). Le relief est dans son ensemble formé de plateaux parfois modelés
dans une série sédimentaire du crétacé ou de plateaux couronnés de buttes cuirassées qui
descendent vers le fleuve Niger et de collines de grés ferrugineux. Les cours d’eau qu’on y
trouve sont principalement les affluents du c6té Béninois du fleuve Niger : I’ Alibori, le Mékrou
et la Sota. La population du département de 1’ Alibori dénombrée au RGPH4 de mai 2013 est
de 867 463 habitants. Gogounou (117 523) et Kandi (179 290) sont respectivement la 4™ et

la 2°™ communes les plus peuplées du département.
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Figure 14 : Données climatiques mensuelles du département de 1’ Alibori

2.1.2. Deépartement de la Donga

Le département de la Donga est issu de I’ancien département de 1’ Atacora dont il occupait la
zone sud. Il s’étend sur une superficie de 11 126 km2. Il est subdivisé en quatre (4) communes
a savoir : Djougou (Chef-lieu du département), Bassila, Copargo et Ouake. Ces communes sont
subdivisées en vingt-six (26) arrondissements et cent soixante-dix-sept (177) villages et
quartiers de ville. Le relief du département de la Donga est constitué des chainons des Tanékas
(654 m) et surtout de plaines mollement ondulées de 150 m a 200 m d’altitude. Le climat est
du type soudano-guinéen, caractérisé par une saison seche qui couvre la période de mi-Octobre

a mi-Auvril et une saison pluvieuse entre mi-Avril et mi-Octobre. La normale des précipitations
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annuelles se situe entre 1200 mm et 1300 mm avec le mois d'Aolt comme le mois le plus
pluvieux (Figure 15). C’est dans ce département que le fleuve Ouémé prend sa source (Tanéka-
Koko) et se jette dans 1’Océan Atlantique. En saison pluvieuse, les cours d’eau entrainent des
submersions favorables a la pratique de la riziculture dans les bas-fonds. La végétation est dense
le long des cours d’eau et constitue ainsi des foréts galeries. Les foréts classées occupent plus
de la moitié de la superficie de la commune de Bassila et une partie de la commune de Djougou
ou I’on rencontre la savane arborée ou arbustive. La population du département de la Donga
s’¢leve a 543 130 habitants selon le quatrieme Recensement Général de la Population et de
I’Habitation (RGPH4). Deux communes du département ont un effectif de plus de 100 000
habitants : Djougou (267 812 habitants) et Bassila (130 091 habitants). La densité de population
de ce département est de 49 habitants au kmz2.
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Figure 15 : Données climatiques mensuelles du département de la Donga

2.2. Diagramme des activités
Le diagramme ci-dessous représente la procédure des activités de la présente étude sous forme

de graphique.
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Diagramme des activités

DépartementséligiblespourlaPID-——» 2 Départements
|
Communes éligibles pour la PID 6 Communes
| > 2 Communes (non éligibles)
Communes PID éligibles pour le S&E ~ —— 4 Communes
Communes non traitées éligibles pour le S&E —— | 2 Communes (Bembéréke et Bassila)
Communes éligibles pour I'étude — 6 Communes
v
Collectes f 3 : l \\
mensuelles (CAH, Djougou Copargo Bassila Kandi Gogounou Bembereke
i |
PSC) 2 viliages sélectionné;s (Central et néri‘nhérique) par commune
Nbre de pt de capture CAH—— 08 08 08 08 08 08

Nbre de personnes —»

Nbre de chambres _. “ | o - |

Prospections et collectes des larves de An. gambiaes.l. pour les tests de sensibilité (saisons pluvieuses)

Caractérisation morphologique . Incrimination des vecteurs » Caractérisation moléculaire » Recherche des
des moustiques collectés de paludisme collectés de An. gambiaes.|. mécanismes de Résistance

Figure 16 : Diagramme détaillé des activités dans la zone d’étude
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2.3. Efficacité et activité résiduelle des insecticides a base de clothianidine sur Anopheles
gambiae s.l. résistant au pyréthrinoide et au carbamate en PID a grande échelle

2.3.1. Population a protéger par les PID et traitement des structures
2.3.1.1. Structures a pulvériser et populations a protéger par les PID

En 2019, dans les départements d'Alibori et de Donga, I'utilisation du pirimiphos-méthyl 300
CS a permis de cibler 335 978 structures, visant ainsi a protéger 1 112 610 individus. En 2020,
c’est le mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5g/kg qui a été utilisé dans le méme
objectif. Sur un total de 387 711 structures identifiées par les équipes de pulvérisation, 335 207
ont été traitées, ce qui représente une couverture de 86,5%. Ces opérations ont eu lieu dans les
communes de Djougou, Copargo, Ouaké (dans le département de la Donga) et Kandi,
Gogounou, Segbana (dans le département de I'Alibori). Cette opération a permis de protéger
1.077.411 personnes (551.157 dans la Donga et 526.254 dans 1’ Alibori) dont 243.648 (22,6%)
enfants de moins de cing ans (123.424 dans la Donga et 120.224 dans la 1’Alibori) et 51.872
(4,8%) des femmes enceintes (28.703 dans la Donga et 23.169 dans 1’Alibori). En 2021,
280.237 structures ont été pulvérisées dans les deux départements avec la clothianidine 50 WG
pour protéger 927.007 personnes. Par rapport a 2019 et 2020, une diminution du taux de
couverture de 16,40% a été observée exposant plus de 150.404 personnes aux piqQres des

moustiques.

2.3.1.2. Traitement des structures

2.3.1.2.1. Formulations d’insecticides évalués

2.3.1.2.1.1. Pirimiphos-méthyl 300 CS en 2019

Le pirimiphos-méthyl (PM) en suspension de capsule est un insecticide pré-qualifié par ’OMS
et approprié pour la pulvérisation intradomiciliaire (PID). Appartenant a la famille des
organophosphorés, le pirimiphos-méthyl 300 CS aurait une activité résiduelle relativement
prolongée comparativement a d'autres insecticides (pyréthrinoide et carbamate) utilisés dans la
PID. La pulvérisation a été effectuée pour atteindre la dose recommandée pour la lutte contre
le paludisme, a savoir 1,0 g d'ingrédient actif/m2. Les organophosphorés sont tirés de I'acide
phosphorique. La fixation des molécules actives du PM (Figure 17) apres oxydation sur
I'acétylcholinestérase entraine I'accumulation d'acétylcholine dans la jonction synaptique. Les
récepteurs de I'acétylcholine se bloguent en position ouverte au moment ou la concentration du
PM devient trop forte entrainant la paralysie puis la mort du moustique.
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Figure 17 : Structure moléculaire du pirimiphos-methyl

2.3.1.2.1.2. Clothianidine 500 g/kg + Deltaméthrine 62,5 g/kg (56.25 WP) en 2020

La formulation de poudre mouillable (WP) contenant la clothianidine (500g/kg) et la
deltaméthrine (62,5 g/kg) est conditionnée en sachets de 100g pour la pulvérisation
intradomiciliaire contre les insectes vecteurs (Figure 18). Autorisée par (WHOPES, 2018), le
taux d’application recommandé¢ est de 0,4 g de produit/m?, ce qui correspond a 200 mg/m?* de
clothianidine et 25 mg de deltaméthrine/m?. Deux familles d’insecticides sont impliquées dans
la formulation : les pyréthrinoides et les néonicotinoides. Les pyréthrinoides sont des dérivés
synthétiques des pyréthrines extraits des fleurs du chrysantheme. Ils exercent sur les moustiques
un effet rapide parfois réversible appelé effet « Knock-Down » (effet KD). Les pyréthrinoides
agissent sur le systeme nerveux central et périphérique en modifiant les caractéristiques
électrophysiologiques des protéines des canaux sodium voltage-dépendant CnaVdp. Ces
canaux une fois activés (c'est-a-dire en position ouverte), entrainent un flux d'ion sodium du
milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire générant un potentiel d'action. Cette
dépolarisation de la membrane cellulaire provoque I'activation du CnaVdp situé a proximité et
de proche en proche engendrant une vague de dépolarisation assurant la propagation de l'influx
nerveux (Chapman, 1969).

La quantité d’eau utilisée dépend des types de surface, 40ml/m? et 20ml/m?2 respectivement
pour les surfaces poreuses et non poreuses. Les risques des agents pulvérisateurs et des résidents

exposes au melange clothianidine + deltaméthrine WP 56,25 ont été analyses selon les
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directives de I’ONG (Generic risk assessment model for Indoor Residual Spraying of

insecticides ; First Revision, February, 2011)
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Figure 18 : Sachet de 100g et structure moléculaire du mélange clothianidine et deltaméthrine

2.3.1.2.1.3. Clothianidine 50 WG

La clothianidine, une classe des néonicotinoides est un insecticide de synthése a usage de santé
publique. La clothianidine en tant que principe actif a été préqualifiée par le systeme
d'évaluation des pesticides de I'Organisation Mondiale de la Santé (WHOPES, 2017) en 2017.
Le mode d'action de la clothianidine est particulier et assez lent. L'insecticide tue les insectes
en se liant au récepteur nicotinique de l'acétylcholine, interrompant la transmission de
I'impulsion. Il a été appliqué a 300 mg ai/m2 contre la population d'anophéles résistants aux
pyréthrinoides (Figure 19).
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Figure 19 : Sachet de 150 g et structure moléculaire de la clothianidine

2.3.1.2.2. Pulvérisation des murs intérieurs des structures éligibles

Initialement, une série d'activités visant a informer, éduquer et communiquer sur I'importance
sanitaire de la campagne de pulvérisation, ainsi que sur les changements de comportement
nécessaires pour assurer la protection de la population cible avant, pendant et apres I'opération
de traitement des structures, a été entreprise. Par la suite, le traitement des murs intérieurs des
habitations par les agents pulvérisateurs, supervisés par les coordinateurs, impliquait
I'application d'insecticides sur les surfaces murales a I'intérieur des maisons.

Les produits ont été appliqués au moyen des pulvérisateurs équipés d’une buse n° 8002E
étalonnée répondant aux spécifications de I’OMS (Figure 20) et de régulateur de débit rouge.
L’embout de pulvérisateur a été maintenu a 45 cm de la surface a traiter pour assurer un

balayage de pulvérisation de 70 cm. Une superficie de 19 m2 a été traitée en une minute par un

agent pulvérisateur.

L

Figure 20 : Préparation de la solution insecticide et pulvérisation des structures
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2.3.2. Test de sensibilité aux insecticides

Les tests en tube OMS ont éteé effectués chaque année (2019, 2020 et 2021) pour mesurer la
sensibilité des populations de Anopheles gambiae s.l. de différentes communes sous
intervention PID. Les larves ont été collectées dans des sites de reproduction naturels pendant
les saisons des pluies dans les communes sous PID (Djougou, Copargo, Kandi et Gogounou).
Les larves de moustiques collectées ont été transportées a l'insectarium du CREC ou elles ont
été maintenues a 27 = 2° C et 72 + 5% d'humidité relative. Les adultes émergés ont recu une
solution sucrée a 10% dans du coton. Des adultes de Anopheles. gambiae s.I. 4gés de 2 a 5 jours,
non alimentés du sang ont été utilisés pour les tests de sensibilité de I'OMS. Trois classes
d'insecticides (pyréthrinoide, carbamate et organochloré) couramment utilisés pour le contréle
des vecteurs au Bénin ont été examinées. Le statut de susceptibilité de la population a été classé
selon le protocole de 'OMS (WHO, 2006).

- Si le taux de mortalité est compris entre 98 et 100 %, la population de moustiques est
considérée comme sensible a l'insecticide testé.

- Quand les tests biologiques révelaient un taux de mortalité compris entre 90 et 97%, la
population de moustiques était suspectée d'étre résistante a l'insecticide testé.

- Lorsque les essais biologiques donnent un taux de mortalité inférieur a 90 %, la population de

moustiques est considérée comme résistante a l'insecticide testé.

2.3.3. Evaluation de P’activité résiduelle des trois insecticides

Les études de la rémanence ont été effectuées uniquement dans le département de la Donga
(Communes de Djougou et Copargo). Ce choix s’explique par le niveau élevé de la température
dans I’ Alibori qui pourrait influencer la mortalité des moustiques et par conséquent biaiser les
résultats.

Les tests en cOne sur les murs traités et non traités (témoins) ont été réalisés avec la souche
sensible de référence “Kisumu* de Anopheles gambiae en production a I’insectarium du Centre

de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC).
2.3.3.1. Sélection des maisons et préparation du matériel biologique

Dans chacune des communes de Djougou et de Copargo, deux villages ont été sélectionnés,
I'un présentant un caractere urbain et l'autre un caractere rural, afin d'évaluer I'efficacité et
I'activité résiduelle de chaque insecticide utilisé. Durant la pulvérisation, dix maisons en ciment,

dix en banco et quatre non traitées servant de stockage alimentaire ont été sélectionnées dans
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chaque village. Les quatre (4) derniéres non pulvérisées dont deux (2) en ciment et deux (2) en
banco ont été identifiées pour servir de témoins. Au total, 96 maisons échantillonnées dans les
communes de Djougou et Copargo ont servi a évaluer la qualité de la PID et I’activité résiduelle
des produits insecticides utilisés.

Le controle de qualité a été réalisé une semaine aprés la pulvérisation en exposant des
moustiques sensibles (Kisumu) de An. gambiae aux murs traités. Les maisons présentant un
taux de mortalité inférieur a 98%, 72 heures apres I'exposition, ont été remplacées par d'autres
pour une évaluation plus précise de I'effet résiduel de l'insecticide. Le suivi de cette activité
résiduelle pour chaque insecticide a été effectué chaque mois dans les communes traitées sous
surveillance entomologique. Les moustiques sensibles, élevés au laboratoire du CREC dans des
conditions controlées, ont été transportés dans les communes a la veille des bioessais, puis
conservés dans des conditions similaires sur le terrain. Apres les tests, ils ont été placés dans
des chambres climatisées respectant les mémes conditions environnementales jusqu'a la fin des
mesures de mortalité. Des précautions ont été prises pour protéger les moustiques des

prédateurs, notamment en trempant les pieds des tables dans des bocaux d'eau.

2.3.3.2. Test en cone

Le test en cone a eté conduit en 2019, 2020 et 2021 suivant le protocole de I’'OMS (WHO,
2006). Quatre cones ont été placés sur les diverses faces du mur intérieur (0.5m, 1m, 1.5m et
2m) de chaque structure (Ciment et Banco) a tester. Au niveau de chaque cbne, dix jeunes
femelles (2-5 jours) de Anopheles gambiae ’Kisumu’” ont été introduites et laissées en contact
des murs pendant 30 minutes puis retirées des cones et transférées dans des gobelets stériles
voilés sur lesquels ont été poseés des tampons de coton imbibés de jus sucré (solution de sucre
a 10%) qui servent a nourrir les moustiques (Figure 21). Les taux de mortalité ont été enregistrés
au niveau de chaque lot de moustiques par type de structure apres 24 h, 48h et 72h de mise en
observation a 27 °C + 2 °C et 80 % * 10 % d'humidité relative. Lorsque la mortalité des témoins
était comprise entre 5 et 20 %, la mortalité corrigée a été calculée a l'aide de la formule
d’Abott’s. Si la mortalité des témoins était >20 %, le test était annulé et repris. Si la mortalité
était <5%, le test était valide et aucune correction n'était nécessaire. Le seuil d’efficacité pour

chaque insecticide a été de 80%.
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Figure 21: Exposition des moustiques An. gambiae pendant 30 minutes a des murs en ciment

et en banco traités: lecture de la mortalité aprés 24 heures, 48 heures et 72 heures d'observation.

2.3.3.3. Parameétres mesureés

Quatre parameétres ont été évalués : le niveau de sensibilité des populations locales de An.
gambiae s.l. aux insecticides, 1’effet knock-down ou mortalité immédiate aprés 30 minutes
d’exposition au mur traité a I’insecticide, la mortalité différée et I’efficacité résiduelle de chaque

insecticide.

2.3.3.4. Analyse statistique

Les données ont été analysées simultanément avec Excel 2013, Graph Pad Prism 5 et le logiciel
statistique R, version 4.1.3. Les graphes ont été réalisés par Excel et Graph Pad Prism 5. Le test
de Chi-carré de comparaison des proportions a été utilisé pour déterminer les pourcentages de

significativité ainsi que les intervalles de confiance.
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2.4. Impact de I’effet du mélange clothianidine + deltaméthrine et de clothianidine seule
sur les indicateurs entomologiques de transmission du paludisme comparé a celui du

pirimiphos-méthyl dans les zones sous couverture de la PID a grande échelle

2.4.1. Collecte de moustiques adultes

La capture sur appat humain (CAH) et la collecte de la faune culicidiénne matinale par
aspersion d’insecticide non rémanent a I’intérieur des habitations (PSC) ont permis
d’échantillonner des moustiques dans les six (6) communes sélectionnées pour le suivi et
évaluation de la PID en 2019, 2020 et 2021. Pour chaque méthode d’échantillonnage, les
moustiques ont été collectés dans deux villages par commune dont un village situé au centre de
la commune, et un village a la périphérie. A I’intérieur de chaque village, les moustiques ont
été collectés par CAH dans quatre (4) maisons par huit (8) collecteurs de moustiques (4 a
I'intérieur et 4 a l'extérieur) de 19 heures a 07 heures. Deux équipes de huit captureurs de
moustiques ont été constituées par village. La premiére équipe a travaillé a l'intérieur et a
I'extérieur des habitations sélectionnées de 19h00 a 01h00 et la deuxiéme équipe de 01h00 a
07h00. Afin d'éviter les biais liés a la capacité de piégeage des captureurs ou a leur attrait
individuel, ils ont été placés a tour de role dans de différentes chambres. La collecte a été faite
avec les tubes a hémolyse et du coton. Les moustiques capturés ont été rangés par lieu de

capture, emplacement de capture et par tranche d’heure (Figure 22).

Figure 22 : Collecte des moustiques adultes sur appat humain par les volontaires locaux
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A la veille de chaque CAH, dix (10) habitations ont été sélectionnées dans chaque village pour
servir a la collecte par PSC. Cette méthode de collecte vise a estimer la densité moyenne de
repos des moustiques a l'intérieur des habitations. Au petit matin, aprés avoir évacué les
membres du ménage, les habitations ont été pulvérisées avec du pyréthre et maintenues fermées
pendant 10 a 15 minutes. Une toile blanche a été disposée au sol pour récupérer les moustiques
tombés (voir Figure 23). A la fin du laps de temps spécifié, tous les moustiques tombés au sol

ont été collectés et placés dans des boites de Pétri. Le nombre de moustiques par chambre ainsi

que leur stade d'alimentation sanguine (gorgé, semi-gravide, gravide et a jeun) ont été évalués.

Figure 23 : Collecte matinale des moustiques adultes par pulvérisation de pyréthre (PSC)

2.4.2. ldentification morphologique des especes vectrices

Les moustiques qui ont été collectés par CAH et par PSC, ont été identifiés morphologiquement
a l'aide de la clé taxonomique de Gillies & Meillon (Gillies & Meillon, 1968) et enregistrés par
village, lieu, emplacement de capture et par tranche d’heures (Figure 24). Les spécimens de
vecteurs du paludisme ont été conservés individuellement dans des tubes eppendorfs étiquetés
contenant du silicagel et du coton et gardés dans des cryoboites.

L'ADN de I’abdomen, les pattes et les ailes de An. gambiae (s.1.) capturés par CAH ont été
analysés par PCR selon le protocole de Santolamazza et al. (2008) pour la caractérisation
moléculaire des espéces du complexe.
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Figure 24 : Identification morphologique et enregistrement des moustiques collectés par

localités, par emplacement et par tranche horaire

2.4.3. Parturité et infection au Plasmodium falciparum

Un échantillonnage de An. gambiae s.l. capturés sur appats humains a été disséqué et un examen
des trachéoles (étirées ou en pelotes) a été fait pour déterminer 1’age physiologique des vecteurs
du paludisme des différents départements (Detinova TS, Gillies MT, 1964).

Les tétes et thorax de An. gambiae s.l. ont été séparés du moustique entier et analysés par la
méthode ELISA pour rechercher I’antigéne circumsporozoitique (CSP) déterminant la présence
du Plasmodium falciparum selon le protocole de Wirtz et al., 1984. L’ADN du reste du
moustique (abdomens, ailes et pattes) a été utilisé pour la recherche des mecanismes de
résistance kdr-L995F et ace-1 G280S par la PCR respectivement suivant les protocoles de
Martinez et al., 1998 et de Weill et al., 2004.
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Figure 25 : Dissection des ovaires des anopheles vecteurs et observation des trachéoles

2.4.4. Parametres entomologiques de transmission

Les parametres entomologiques ont été comparés pour les données collectées des campagnes
de pulvérisation avec pirimiphos-méthyl 300 CS (2019) et les insecticides a base de
clothianidine (2020 et 2021).

Le taux de piqUre par homme et par nuit (PHN), indice sporozoitique (IS), le taux d'inoculation
entomologique (TIE), la densité au repos des vecteurs, la parturité, le taux d’alimentation

sanguin ont été calculés pour An. gambiae s.I. suivant le guide de 1’OMS (2014).

2.4.5. Analyse des données

Les données ont été saisies dans Excel 2013 analysées avec le logiciel statistique R, version
4.1.3. Le test de Chi-carré de comparaison des proportions a été utilisé pour définir les relations
entre les zones sous la couverture de la PID par année et les indicateurs suivants : proportion
de An. gambiae s.l. a I'intérieur et a I'extérieur, taux de gorgement sanguin, taux de parturité de
An. gambiae (s.1.), indice sporozoitique. Le test de Poisson a été utilisé pour estimer le rapport
de risque (RR) et comparer les intervalles de confiance de la densité vectorielle a I'intérieur et

le TIE de An. gambiae (s.l.) entre les départements traités par année et les témoins.
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2.5. Redistribution des fréquences des alléles de résistance au sein des populations de
Anopheles gambiae s.I. apres usage des insecticides a base de clothianidine en pulvérisation

intradomiciliaire a grande échelle

Les moustiques adultes capturés avant la mise en ceuvre des PID par CAH et PSC n'ont pas été
utilisés. Seuls ceux collectés aprés la mise en ceuvre des PID dans les communes soumises a un
suivi et a une évaluation ont été examinés. Ces moustiques ont été collectés pendant les deux

saisons (pluvieuse et seche) qui définissent les communes étudiées.

2.5.1. Caractérisation moléculaire de Anopheles gambiae s.1.

2.5.1.1. Extraction de I'ADN du moustique

Les abdomens, les ailes et les pattes ont été broyés dans 200 pL de 2% de bromure de
cetyltriméthylammonium (CTAB). Aprés 5 minutes de bain-marie a 65 °C, 200 pL de
chloroforme ont été ajoutés au mélange et centrifugés a 12 000 tours/minute pendant 5 minutes.
La partie supérieure a ét¢ délicatement recueillie dans un autre tube et complétée avec 200 puL
d'isopropanol, homogénéisée et centrifugée a nouveau a 12 000 rpm pendant 15 minutes. Le
liquide dans le tube a été soigneusement inverse afin de ne pas perdre le culot au fond. 200 pL
d'éthanol a 70% ont été ajoutés au culot pour la précipitation. Aprés 5 min de centrifugation, le
contenu du tube a été a nouveau inversé. Le culot a ensuite été égoutté pendant au moins trois
(3) heures sur la paillasse. L'ADN extrait a été reconstitué avec 20 pL d'eau stérile et laissé en

suspension sur la paillasse pendant une nuit (Myriam et Cécile, 2003).
2.5.1.2. Identification moléculaire des espéces vectrices

L'ADN génomique extrait a été utilisé pour l'identification moléculaire des espéces du
complexe Anopheles gambiae. Les ADN de tous les moustiques échantillonnés ont été soumis
a la PCR selon le protocole de Scott et al (1993), afin d'identifier les différentes especes du
complexe Anopheles gambiae. Les amorces utilisées ci-dessous ont permis d'identifier les
especes suivantes : Anopheles gambiae s.s. (AG), Anopheles arabiensis (AA), Anopheles melas
(ME), Anopheles merus (ME), Anopheles quadriannulatus A et B (QD).
UN : 5’-GTGTGCCGCTTCCTCGATGT-3’;
AG : 5-CTGGTTTGGTCGGCACGTTT-3";
AA : 5’-AAGTGTCCTTCTCCATCCTA-3’ ;
ME: 5>-TGACCAACCCACTCCCTTGA-3’;
QD : 5’-CAGACCAAGATGGTTAGTAT-3".
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La PCR a été réalisée selon un programme de 30 cycles. Dénaturation a 94 °C pendant 30
secondes, hybridation a 50 °C pendant 30 secondes et €longation a 72 °C pendant 30 secondes.
Les copies d'/ADN amplifiées ont été conservées a une température finale de 4 °C avant leur
migration sur un gel d'agarose a 2,5 % avec du bromure d'éthidium utilisé comme agent

intercalant.

La technique de Santolamazza et al (2008) a été utilisée pour distinguer les espéces jumelles
Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii. Le programme PCR comprend une dénaturation
initiale a 94°C pendant 5 minutes, suivie de 35 cycles. Chague cycle comprend une dénaturation
a 94 °C pendant 30 secondes, une hybridation a 54 °C pendant 30 secondes et une élongation a
72 °C pendant 30 secondes. Une derniére élongation a 72 °C pendant 10 minutes est effectuée
pour permettre une amplification complete des séquences. Les amorces suivantes ont été
utilisées :

200X6.1F 5>-TCGCCTTAGACCTTGCGTTA-3’ et

200X6.1R 5’-CGCTTCAAGAATTCGAGATAC-3".

Les produits PCR sont conservés a une température finale de 4°C avant d'étre migrés par

électrophorese sur gel d'agarose a 1,5% avec du bromure d'éthidium comme agent intercalant.

2.5.1.3. Détection de la mutation kdr-L995F du gene canal sodium voltage dépendant
(Vgsc) chez An. gambiae s.1.

Des études sur des especes d'insectes ont révélé diverses substitutions du géne Vgsc induisant
un phénotype de résistance (Williamson et al., 1996 ; Weill et al., 2003). La présence de l'alléle
de résistance (L995F) du géne Vgsc dans les échantillons de Anopheles gambiae s.lI. collectés
sur chaque site d'étude a été détectée par PCR selon le protocole décrit par Martinez-Torres et
al (1998). Les amorces suivantes ont été utilisées.

Agdl: 5'-ATAGATTCCCCGACCATG-3";

Agd2: 5'-AGACAAGGATGATGAACC-3;
Agd3: 5'-AATTTGCATTACTTACGACA-3;
Agd4: 5S'-CTGTAGTGATAGGAAATTTA-3".

Le programme d'amplification est composé de 40 cycles. Chaque cycle comprend : une

dénaturation initiale a 94°C pendant 1 minute, une hybridation a 48°C pendant 2 minutes, et
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une élongation & 72°C pendant 2 min. Enfin, cette PCR se termine par une élongation finale a
72°C pendant dix (10) minutes.

2.5.1.4. Détection de la mutation G280S du gene acétylcholinestérase (ace-1) chez An.

gambiae s.l.

La mutation G280S a été détectée chez les moustiques selon le protocole de Weill et al. (2004).
Pour cette PCR, les amorces suivantes ont été utilisées :

Moustdirl 5-CCGGGNGCSACYATGTGGAA-3’ et

Moustrevl 5'-ACGATMACGTTCYTCCGA-3".

Le programme d'amplification était composé de trente cycles et chaque cycle comprenait une
dénaturation a 94°C pendant 30 s, une hybridation a 52°C pendant 30 s et une élongation a 72°C
pendant 1 min. Les produits PCR ont été digérés avec I'enzyme de restriction Alul selon les

instructions du fabricant avant migration sur un gel d'agarose a 2%.

2.5.2. Analyse statistique

Pour calculer les fréquences alléliques des génes kdr-L995F et ace-1 G280S dans chaque
commune et par espece, des tableaux de contingence stratifies 3x3x3 et 2x3x3 ont été realisés
dans IBM-SPSS Statistics Subscription® (Build 1.0.01406). Le test du chi-carré de Pearson
(x2) a été utilisé pour la comparaison des proportions. Les frequences des alleles de kdr-L995F

et ace-1R G280S ont été calculées a l'aide de la formule suivante :

2nRR + nRS

F(R) =
(R) 2(nRR + nRS + nSS)

F® est la frequence de la résistance, n est le nombre de moustiques d'un génotype donné, RR
est le génotype résistant homozygote, RS est le génotype résistant hétérozygote et SS est le

génotype sensible (Salako et al., 2018).

L'équilibre de Hardy-Weinberg a été vérifié pour chaque population avec le logiciel Genepop
version 4.7.5. L'indice de fixation de Weir et Cockerham. (1984) ainsi que la différenciation

génétique ont été calculés a lI'aide du logiciel Genepop intégré dans le logiciel R version 4.1. 0.
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2.5.2.1. Indice de fixation Fis

Ce parameétre mesure la différence entre la population d'individus trouvés a I'état hétérozygote
Ho et le taux d'hétérozygotes He attendu. Il est également appelé écart de panmixie et est calculé
par la formule suivante : Fis = 1 - (Ho / He) au locus donné, dans une population d'individus
diploides. L'indice de fixation est I'écart par rapport a la structure de Hardy-Weinberg. Il varie
de -1 & +1 et donne une indication du déficit en hétérozygotes par population, par locus et pour
tous les locus. Le Fis est positif lorsque la population présente un déficit d’hétérozygotes par
rapport a I'équilibre panmictique et négatif dans le cas contraire. Si les hypothéses du modeéle
de Hardy-Weinberg sont respectées, Ho sera égal a He. Si I'hétérozygotie observée est inférieure
a I'nétérozygotie attendue (Ho < Hg), cela signifie qu'il y a plus d'homozygotes que prévu dans
les populations étudiées. Cet excés d'homozygotes peut alors étre assimilé a un risque de

consanguinité, de dérive, de sélection et de différenciation au sein des populations.
2.5.2.2. Différenciation génétique de la population Fst

Elle fait référence aux variations dans les compositions génétiques entre les individus ou les
populations de Anopheles gambiae s.I. Ces différences peuvent résulter de divers processus tels
que la dérive génétique, la sélection naturelle, la migration et la mutation. Si la différenciation
génétique (Fst) est égale ou tres proche de 0, cela signifie qu'il y a beaucoup d'échanges
génétiques entre les populations (peu de différenciation génétique, population panmictique). A
I'inverse, si la Fst est proche de 1, il existe une forte différenciation génétique entre les
populations, ce qui suggere un flux de genes faible ou nul entre les populations. Selon Wright,
une Fst comprise entre 0 et 0,05 indique une faible différenciation ; une Fst comprise entre 0,05
et 0,15 indique une différenciation modérée ; une Fst comprise entre 0,15 et 0,25 suggére une
différenciation importante et au-dela de 0,25, la Fst illustre une différenciation tres importante
(Wright, 1984).

Les différentes communes concernées ont été considérées comme des sous-populations et la
différenciation génétique de la population (Fst) a été évaluée entre la commune témoin et
chaque commune PID par année, mais aussi par commune selon les annees de la campagne
PID. Les indices de différenciation géneétique au sein des populations (Fst) ont été calculés a

I'aide du logiciel Genepop version 4.7.5.
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CHAPITRE 3

Résultats et Discussions

55



3.1. Efficacité et activité résiduelle des insecticides a base de clothianidine sur la
population d’Anopheles gambiae s.I. résistante au pyréthrinoide et au carbamate en PID

a grande éechelle.

Les résultats de cette section ont été publiés dans Malaria Journal (Article 1)

Esdras Mahoutin Odjo, A.S. Salako, G.G. Padonou, B. Yovogan, C. J. Adoha, B. Adjottinl,
A.A. Sominahouin, A. Sovi, R. Osse, C.D. Kpanou, H.W. Sagbohan, Armel Djénontin, Clement
Agbangla and M.C. Akogbeto (2023).

What can be learned from the residual effcacy of three formulations of insecticides (pirimiphos-
methyl, clothianidin and deltamethrin mixture, and clothianidin alone) in large-scale

in community trial in North Benin, West Africa?

Que peut-on apprendre de [I'efficacité résiduelle de trois formulations d'insecticides
(pirimiphos-méthyl, mélange de clothianidine et de deltaméthrine, et clothianidine seule) lors

d'un essai communautaire a grande échelle dans le nord du Benin, en Afrique de I'Ouest ?

3.1.1. Statut de résistance de An. gambiae s.l. aux insecticides dans les communes sous la
PID.

La figure ci-dessous résume le niveau de sensibilité de An. gambiae s.l, (vecteur principal du
paludisme dans la zone d’étude) aux insecticides (deltaméthrine 0.05%, bendiocarb 0.1% et
pirimiphos méthyl 0.25%) au cours des trois années d’étude. Les populations de moustiques
testées ont été résistantes a la deltaméthrine 0.05% dans toutes les communes et pendant les
trois années (mortalité<90%). Pour le bendiocarb 0.1%, les mémes résultats ont été obtenus ;
toutefois, nous avons noté une sensibilité des vecteurs a Kandi en 2019 et 2020 et une suspicion
de résistance a Gogounou en 2020. Globalement, les populations de vecteurs ont été sensibles
au pirimiphos méthyl 0.25% (mortalité > 98%). Cependant, en 2021 a Djougou, Kandi et
Gogounou, les populations locales de vecteurs ont montré une suspicion de résistance au

pirimiphos méthyl (mortalité < 90) (Figure 26).
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B Pirimiphos-méthyl (0.25%) EBendiocarb (0.1%) @@Déltamethrine (0.05 %)
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- 83.50 (n =97)
100 (n = 75)
83.84 (n = 99)

60.87 (n = 23)

Djougou

98.44 (n = 64)
81.71 (n = 82)
100 (n = 44)
85.15 (n = 101)
100 (n = 53)
82.35(n=51)

Copargo

93.79 (n = 161)
78.01 (n = 141)
100 (n = 94)
100 (n = 93)
100 (n =99)
100 (n = 98)

Kandi

96.67 (n = 89)
84.78 (n = 92)
100 (n = 93)

91.92 (n = 99)
100 (n = 71)
88.57 (n = 70)

Gogounou
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Mortalité (%)

La zone située avant la ligne rouge en tiret (0-90%) indique une résistance aux insecticides ; la zone située entre
la ligne rouge en tiret et verte en tiret (90-98%) indique une suspicion de résistance ; la zone située apres la ligne
verte en tiret indique une sensibilité aux insecticides)

Figure 26 : Mortalités observées 24 heures apres I'exposition des moustiques a la deltaméthrine
0,05%, au bendiocarb 0,1% et pirimiphos-méthyl 0,25%

3.1.2. Efficacité des trois formulations d’insecticides avec la souche sensible de Anopheles
gambiae « Kisumu »

Plus de 71 800 moustiques femelles de An. gambiae «Kisumu» agés de 2 a 5 jours ont été mis
en contact des différents types de murs traités. La mortalité dans le temps et la durée de
I’efficacité de chaque formulation d’insecticide sur les différents types de supports muraux ont

été analysées.
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Les insecticides a base de clothianidine ont montre une performance significativement
meilleure (p < 0.05) pendant toutes les périodes de lecture de la mortalité par rapport au
pirimiphos-méthyl 300CS (Tableau I1). Cependant, le mélange clothianidine 500g/kg +
deltaméthrine 62.5g/kg a affiché un taux de mortalité moyen immédiat trois (3) fois supérieur
a celui de clothianidine 50WG, 30 minutes aprés exposition aux murs traités. Aucune différence
du taux moyen de mortalité n’a été observée 48 heures et 72 heures aprés exposition des
moustiques aux murs intérieurs traités par les deux formulations a base de clothianidine
(Tableau Il, Figure 27).

Tableau Il . Effet comparé de la mortalité par insecticide en fonction du temps d’observation

%Mortalité  %Mortalité %Mortalité %Mortalité
30 min 24 h 48 h 72 h

Pirimiphos-méthyl 300 CS 13,162 88,032 90,422 91,912

Insecticides

Mélange clothianidine + déltamethrine 49,47 ®.9) 92,51®¢9 9534 0.9 96,96 -9
Clothianidine 300 mg ai/m? 16,54 ©. 9 91,43 ®.9) 95,24 (.9 97,07 ®.9

/ 100 T 3 —_—

- EZ) Immediate 30 min
80- £33 24 h aprés exposition
E’\o, £33 48 h apreés exposition
O 60+ €3 72h apres exposition
IS
£ 401
o
P
20~
0' T
cS e\t
o300 SRt
Mortalité moyenne sur 'ensemble de la période d'étude en fonction de l'insecticide

et du temps d'exposition des moustiques aux différents murs traités

Pirimiphos-méthyl 300 CS; (Clot + Delt) = mélange Clothianidine 500g/kg et Deltaméthrine 62.5g/kg; Clot 50
WG = Clothianidine 300 mg ai/mz; h = heure; % = pourcentage

Figure 27 : Mortalité comparée des formulations insecticides en fonction des temps
d’observation
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3.1.3. Activite résiduelle des formulations insecticides

La rémanence des insecticides a base de clothianidine et du pirimiphos-méthyl sur les murs en
ciment et en banco traités a été surveillée pendant dix (10) mois apres les campagnes de PID.
A To c’est-a-dire 07 jours apres le traitement des murs, il y a eu 100% de mortalité de An.
gambiae s.s. Kisumu exposée aux murs traités pour les trois insecticides, indépendamment du
type de mur (ciment ou banco) et de sa hauteur (Figure 28). Ceci suggére une bonne qualité du

traitement et la disponibilité de la dose létale de I'insecticide sur les murs.

La mortalite différée de la clothianidine 50 WG a été comparee a celle du mélange clothianidine
500 g/kg + deltaméthrine 62.5 g/kg et du pirimiphos-méthyl 300 CS.

Les taux de mortalité enregistrés ont ét¢ comparés au seuil d’efficacité qui est de 80% (OMS,
2006). Les résultats du suivi-évaluation de 1’efficacité des formulations d’insecticides testées
sont resumes sur les figures 29, 30 et 31. L’analyse de ces figures a montré que les taux de
mortalité induits ont été supérieurs ou égaux a 80% du début de 1’évaluation jusqu’a quatre
mois pour le pirimiphos-méthyl 300CS et dix mois pour le mélange clothianidine 500 g/kg +
deltaméthrine 62.5 g/kg et clothianidine 50WG seule. Les trois formulations d’insecticides
testées sont relativement plus efficaces sur les murs en ciment que sur les murs en banco.
L’efficacité a été de quatre (4) mois en banco et de cing (5) mois en ciment pour le pirimiphos
methyl 300CS (Figure 31) et respectivement de huit (8) et dix (10) mois pour les murs en banco
et ciment pour le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62.5 g/kg (Figure 30), de neuf
(9) mois pour les murs en banco et 10 mois pour les murs en ciment pour le clothianidine 50WG
(Figure 29). Bien que les taux de mortalité aient évolué d’un temps d’observation a un autre,

cette évolution dans le temps n’est pas significative (Figures 29, 30 et 31).
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Figure 28 : Efficacité résiduelle de pirimiphos-methyl 300CS, de clothianidine 50WG et du mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62.5
g/kg (56.25 WP) représentée par le taux de mortalité de la souche sensible “’Kisumu’’ de Anopheles gambiae en fonction du temps aprés 30 minutes

d’exposition aux murs traités.
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Figure 29 : Efficacité résiduelle de clothianidine 50WG sur les murs en banco et en ciment

représentée par le taux de mortalité de la souche sensible “’Kisumu’’ de Anopheles gambiae en

fonction du temps d’observation aprés 30 minutes d’exposition aux murs traités.
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Figure 30 : Efficacité résiduelle du mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5g/kg
sur les murs en banco et en ciment représentée par le taux de mortalité de la souche sensible

“’Kisumu’’ en fonction du temps d’observation aprés 30 minutes d’exposition aux murs traités.
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Figure 31 : Efficacité résiduelle de pirimiphos-méthyl 300CS sur les murs en banco et en
ciment représentée par le taux de mortalité de la souche sensible “’Kisumu’’ de Anopheles

gambiae en fonction du temps d’observation aprés 30 minutes d’exposition aux murs traités.

3.1.4. Discussion

Nous avons évalué en communauté a grande échelle Defficacité de trois formulations
insecticides utilisées en pulvérisation intradomiciliaire au Bénin. Il s’agit d’un
organophosphoré¢ (pirimiphos méthyl 300CS), d’un néonicotinoide (clothianidine S0WG) et
d’un mélange de néonicotinoide et de pyréthrinoide (clothianidine 500g/kg + deltaméthrine
62.5 g/kg). Les insecticides a base de clothianidine sont considérés comme des molécules
alternatives potentielles aux carbamates et aux organophosphorés.

Les tests de sensibilité en tube OMS réalisés sur les populations locales de An. gambiae s.1.
dans les quatre communes sous la surveillance PID ont montré une résistance généralisée aux
doses diagnostiques de la deltaméthrine (mortalité <90%). Le méme résultat a été obtenu par
Salako et al. (2018) et Kpanou et al. (2022) dans les mémes régions. Tokponnon et al. (2018)
rapprochent cette résistance de la distribution et de I’utilisation massive des moustiquaires
imprégnées de pyréthrinoides, de I’utilisation abusive des pyréthrinoides dans 1’agriculture et

de 1’usage domestique des insecticides de synthése genéralement constitués de pyréthrinoide.
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La perte totale de la sensibilité des vecteurs locaux au bendiocarb (0.1%) en 2021 et la suspicion
de résistance du pirimiphos-méthyl a la dose diagnostique dans quelques localités sous
surveillance entomologique de la PID ont été signalées par d’autres études (Djenontin et al.,
2010 ; Aikpon et al., 2013 ; Gnanguenon et al., 2015, Salako et al., 2018). Ces résultats
justifient le remplacement du bendiocarb 800 g/kg et du pirimiphos-méthyl 300CS par les
insecticides a base de la clothianidine au Bénin. En effet, ce remplacement cible d’autres
récepteurs afin d’optimiser I’impact de la PID sur les vecteurs locaux du paludisme.
Les bioessais en cones ont révélé durant toute la période d’étude un fort taux de mortalité induit
par la clothianidine 50WG et le mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62.5g/kg par
rapport a celui du pirimiphos-méthyl 300CS. De méme, la mortalité immédiate 30 min
enregistrée pour le mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62.5g/kg est supérieure a
celle de la clothianidine 50WG puis du pirimiphos-méthyl 300CS. Les mortalités différées
induites par les trois formulations insecticides sur les anophéles ont augmenté d’un temps
d’observation a ’autre sans aucune différence significative. Cependant, 24 heures apres
I’exposition des vecteurs aux murs traités, la mortalit¢ moyenne induite par le mélange
clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62.5g/kg differe significativement de celle de
clothianidine 50WG. On note une légére performance du mélange clothianidine 500g/kg +
deltaméthrine 62.5g/kg contre les anopheles sensibles 30 minutes et 24 heures apres exposition,
ce qui pourrait s’expliquer par un effet de synergie entre la deltaméthrine et la clothianidine.
Les deux formulations a base de clothianidine ont montré un effet résiduel de dix (10) mois
avec An. gambiae s.s. “’Kisimu’’. Ce résultat confirme la performance précédemment
démontrée au laboratoire et en milieu semi-naturel (Fongnikin et al., 2020 ; Ngufor et al., 2017),
puis en communauté a petite échelle (Agossa et al., 2018 ; Uragayala et al., 2018) du mélange
clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62.5g/kg contre des populations de vecteurs qui ont
développé une résistance aux insecticides utilisés jusque-la en santé publique. L’effet résiduel
de la clothianidine observé dans cette étude est supérieur a celui des insecticides recommandés
jusqu'a present par I’OMS pour la PID (OMS, 2006). Les trois insecticides ont induit des
performances (rémanence, effet Iétal) qui ont varié en fonction du type de support mural. Cette
variation peut s’expliquer par la différence de porosité entre les supports traités (Mosqueira et
al, 2010). En effet, les supports muraux n’absorbent pas la solution insecticide de la méme
facon et la biodisponibilité du produit sur les supports ne serait donc pas la méme dans le temps
requis (Padonou et al., 2012). La faible efficacité de toutes les formulations insecticides sur les
supports en banco par rapport aux supports en ciment pourrait se justifier par la forte porosité
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des murs en banco qui sont faits a base de terre battue. En effet, de nombreuses études menées
au Bénin dans les cases expérimentales et en communauté (PID dans I’Ouémé et dans
I’ Atacora) ont montré que 1’activité résiduelle a été souvent trés faible sur les supports muraux
a forte porosité (Akogbeto et al., 2011, Aikpon et al., 2014). En Inde Prakash et al. (2012) ont
montré que 1’activité résiduelle de la deltaméthrine est plus importante sur les murs en ciment

que sur ceux en banco.

Conclusion

Globalement les insecticides a base de clothianidine ont prouvé une bonne efficacité et un effet
résiduel meilleur en santé publique par rapport aux premiers insecticides pré-qualifiés par
I’OMS pour la PID. Le mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62.5g/kg et la
clothianidine 50 WG ont montré des avantages par rapport aux pirimiphos-méthyl 300CS.
Cependant, certains avantages par rapport au mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine
62.5g/kg ont été notés. Des taux d'‘élimination sont relativement élevés avec le mélange
clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62.5g/kg par rapport a la clothianidine 50WG pendant
les premiéres 24 heures aprés exposition des vecteurs aux deux insecticides. La présence de la
deltaméthrine dans le mélange a contribué a l'augmentation de I’efficacité de la clothianidine.
Par ailleurs, I’analyse des résultats en cours sur I’impact des deux produits a base de
clothianidine sur les indicateurs de transmission du paludisme permettra de mieux apprécier

leur efficacité en PID.
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3.2. Impact de I’effet du mélange clothianidine + deltaméthrine et de clothianidine seule
sur les indicateurs entomologiques de transmission du paludisme comparé a celui du

pirimiphos-méthyl dans les zones sous couverture de la PID

3.2.1. Efficacité comparée des trois formulations insecticides sur les indicateurs

entomologique de transmission du paludisme

Les résultats de cette section ont été publiés dans Malaria Journal (Article 2)

Esdras Mahoutin Odjo, Christian S. T. Akpodji, Armel Djenontin, Albert Sourou Salako, Gil
Germain Padonou, Constantin Jésukédé Adoha, Boulais Yovogan, Bruno Adjottin, Filémon

T. Tokponnon, Razaki Osse, Clement Agbangla, Martin C. Akogbeto

Did the prolonged residual efficacy of clothianidin products lead to a greater reduction
in vector populations and subsequent malaria transmission compared to the shorter residual

efficacy of pirimiphos-methyl?

L efficacité résiduelle prolongée des produits a base de clothianidine a-t-elle entrainé une
reduction plus importante des populations de vecteurs et de la transmission ultérieure du

paludisme par rapport a [’efficacité résiduelle plus courte de pirimiphos-méthyl ?

Au Bénin, les insecticides a base de clothianidine ont un effet résiduel long de huit (8) a dix
(10) mois en communauté a grande échelle sur les murs en banco et en ciment contrairement
au pirimiphos-méthyl 300 CS qui a un effet résiduel de quatre (4) a cing (5) mois (Odjo et al.,
2023).

Cette section vise a évaluer si cette longue efficacité résiduelle des produits a base de
clothianidine se traduit par une diminution plus significative des populations de vecteurs et, par
conséquent, une réduction plus marquée de la transmission du paludisme, comparativement a
I'efficacité résiduelle plus courte du pirimiphos-méthyl. Les résultats de cette évaluation seront
essentiels pour les décideurs, les aidant a choisir judicieusement l'insecticide a utiliser pour la
pulvérisation intradomiciliaire. Ce choix devra prendre en considération non seulement le
rapport colt-efficacité de l'insecticide présentant une activité résiduelle supérieure, mais aussi
son impact sur la réduction des indicateurs entomologique de transmission élevés (IET) du

paludisme.
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3.2.1.1. Composition de moustiques collectés

Globalement, 50 645 moustiques de quatre (4) genres et dix-neuf (19) espéces ont été collectés
dans quatre (4) communes PID et deux (2) communes-témoins sous le suivi-évaluation de la
PID de 2019 a 2021. Culex (Cx.) quinquefasciatus était 1’espece majoritairement capturée (58,5
%), suivi de Anopheles (An.) gambiae s.1. (38,8 %) et Mansonia africana (0,9 %). L'ensemble
des anopheles capturés représentait 39,3 % des moustiques obtenus par CAH. Le complexe An.
gambiae et le groupe An. funestus correspondent respectueusement a 98,7 % et 1 % des
anopheles capturés. Les autres anopheles a savoir : An. broheri ; An. coustani ; An. nili ; An.
paludis ; An. pharoensis et An. ziemanni faisaient 0,4 %. (Tableau II)

Pendant les trois années, un total de 3456 An. gambiae s.l. ont été analyses par PCR pour
I'identification des espéces moléculaires : 1602 (46,4 %) étaient An. coluzzii, 1827 (52,9 %)
étaient An. gambiae et 27 An. arabiensis (0,8 %) (Figure 32). An. gambiae et An. coluzzii ont
été détectées tout au long des trois années d’étude a des proportions similaires en 2020 et 2021
contrairement en 2019 ou An. gambiae a prédominé (74,4 %). Durant toute la période

d’évaluation, 27 spécimens de An. arabiensis ont été trouvés (Figure 32).

Tableau I11. Composition des espéces de moustiques collectés en 2019, 2020 et 2021.

Espéces 2019 2020 2021 Total Proportion (%)
An. gambiae 4572 5372 9716 19660 38,8
An. funestus 29 84 77 190 0,4
An. broheri 0 0 9 9 0,0
An. coustani 0 3 1 4 0,0
An. nili 0 4 1 5 0,0
An. paludis 2 0 0 2 0,0
An. pharoensis 10 15 7 32 0,1
An. ziemanni 3 2 10 15 0,0
Cx. quinquefasciatus 11272 12246 6106 29624 58,5
Cx. tigripes 9 4 4 17 0,0
Cx. descens 25 6 10 41 0,1
Cx. nebulosus 45 81 158 284 0,6
Aedes aegypti 89 105 60 254 0,5
Aedes albopictus 0 0 1 1 0,0
Aedes longipalpis 0 0 7 7 0,0
Aedes luteocephalus 5 3 7 15 0,0
Aedes vittatus 23 1 20 44 0,1
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Mansonia africana 114 218 101 433 0,9
Mansonia uniformis 1 2 5 8 0,0

Total 16199 18146 16300 50645 100

% : pourcentage ; Cx. : Culex ; An. : Anopheles

100% - 44‘21I 0,25 (6) 0.78 (27
S00 21,17 (101)
6 -
53,87 (327) 49,49 (1174) 46,35 (1602)
=
= 60% -
kel
=
g
0, -
g M%7 a8 @s)
205 46,13 (280) 50,25 (1192) 52,86 (1827)
0% -
2019 2020 2021 Cumul
An. gambiae An. coluzzii M An. arabiensis

Figure 32 : Composition des espéces sceurs de An. gambiae s.l. dans les communes sous la

PID et dans les communes-témoins de 2019 a 2021

3.2.1.2. Taux de piqlres de An. gambiae s.I. & I'intérieur et a I'extérieur dans les

communes.

Alibori :

La proportion de An. gambiae s.l. collectée était plus faible a ’intérieur des maisons traitées
qu’a I’extérieur apres la PID (p < 0,001), sauf en 2020 avec le mélange clothianidine 500 g/kg
+ deltaméthrine 62,5 g/kg (p = 0,009 ; rate ratio (RR) = 1,18) (Tableau 1V). Dans les maisons
non traitées d’insecticides (Témoins), les taux de piqlres étaient plus élevés a I’intérieur avant
et apres les PID. Cependant, en 2021 apres la PID avec clothianidine 50 WG, les taux de piqares
enregistrés étaient similaires a 1’intérieur et a I’extérieur des maisons non traitées (p = 0,18 et
RR =0,94) (Tableau IV).

Globalement, une diminution significative (p < 0,001) du taux de piqdre a été constatée apres
la PID a I’intérieur et a ’extérieur entre les communes traitées et la commune non traitée

(Tableau V). Cette réduction est plus importante en 2019 avec (RR = 6,01 a I’intérieur et 3,05
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a l’extérieur). Pour les insecticides a base de clothianidine, le taux de réduction de la
clothianidine 50 WG est Iégerement meilleur & celui du mélange clothianidine 500 g/kg +
deltaméthrine 62,5 g/kg. Les taux de réduction sont de 86,06 % ; 72,77 % ; 82,84 % a I’intérieur
et 87,07 % ; 71,70 % ; 83,11 % a I’extérieur respectivement pour le pirimiphos-méthyl 300 CS,
le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg et la clothianidine 50 WG.

Donga :

La proportion de An. gambiae s.l. collectée était plus faible a I’intérieur des maisons traitées
qu’a P’extérieur aprés la PID (p < 0,001). Aussi, une réduction du taux de pigdre était-elle
observée a I’intérieur des maisons traitées avec le pirimiphos-méthyl 300 CS (20,61 %) et le
mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg (25,78 %). Le rapport [(C1 * T2) /
(C2 xT1)] > 1 (Mulla et al., 1971) pour la clothianidine 50 WG a I’intérieur et a 1’extérieur
suggere qu’aucune réduction n’a eu lieu dans la population en raison du traitement. Le méme
constat a été fait avec le pirimiphos-méthyl 300 CS et le mélange clothianidine 500 g/kg +
deltaméthrine 62,5 g/kg a I’extérieur des maisons traitées (Tableau 1V).

Pour le ratio [(C1 *T2) / (C2*T1)] :

C1 = Avant PID pour la commune-témoin ;

T1 = Avant PID pour les communes traitées ;

C2 = Apres PID pour la commune-témoin ;

T2 = Aprés PID pour les communes traitées
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Tableau 1V. Nombre et proportion de An. gambiae s.l. capturés a l'intérieur et a I'extérieur dans les communes traitées (Kandi, Gogounou,

Djougou, Copargo) et dans les communes-témoins (Bembéreke, Bassila) en 2019, 2020 et 2021.

Insecticide

Département de 1’Alibori

Département de la Donga

Commune témoin

Communes sous PID

Commune témoin

Communes sous PID

Emplacement (Année) Periode (Bembeéréke) (Kandi + Gogounou) p-value (RR) (Bassila) (Djougou + Copargo) o-value (RR)
PHN/nuit p-value PHN/nuit p-value PHN/nuit p-value PHN/nuit p-value
(EffINDC) (RR) (EffINDC) (RR) (Eff/NbC) (RR) (Eff/NbC) (RR)
M300cs AVAUPID  159(5182) o0 188(120/64) 000 0,372(0850) 1L09(35532)  _oggpy 070564 o, 0.0572(1,556)
(2019) ApresPID 31311002320 0% si5aomay O 00016073 106934232 O a5 3agieay O <0001 (1.960)
Intérieur Clo+Del AVantPID  100(16/16) 450 202(97M8) ) 0.0064 (0,495) 081(13/16) _qo0g ~ 092(4448) oy 07622(0886)
(2020) ApresPID 2605 (52120) 098 uszeramo)  OMD o001 1) 2465 @320) O 2078831400  ©O% 00020 (1,187)
Closowg AVANPID  163(39/24) oo 546(26248) 000 <00001(0298) LSAGIRA)  _goo0n  LA2(6848) 00 06797 (1088)
(2021) AprésPID 31,28 (1001/32) 0052) 178 (1151/64) 0309 _ 5 0001 (1,739) 18,09 (579/32) 008 5104 (1404/64) (0065 _ 5 0001 (0,825)
m300cs AVAUPID  084(27/82) o0 213(136664) o0 <0,0001(0397) 059 (19032) o000y 0583464 00 07709 (1118)
(2019) ApresPID 2566 (821/32)  (0033) g1 (s38/4)  (0253)  <00001(3,052) 7,78 (249/32) (0076) 741 (a7a64)  (0.072) 5281 (1,051)
i Clos Dol AVANPID  081(1316) o0 210(101/48) 00 0,005 (0,386) LSO 24/16) o o00n  OTTG7M8) (0o 00169 (1946)
(2020) AprésPID 1660332200 O 121g@szime) O o001 (1363) 370 (ras20) %0 2605 (1042400 OBV <0001 (1,436)
(2021) AprésPID 3322 (106332) OO 2000 (1203ea) %22 coo001 (easy 2206 06i32) OO ar70a77aeay O <0001 (0,796)

Eff: Effectif de Anopheles gambiae s.1. collecté par capture sur appat humain ; NbC : Nombre de captureur ; RR : rate ratio poisson.test R 4.1.3 ; PM : pirimiphos-méthyl ; CS :
capsule suspensions ; WG : Water dispersible granules ; Clot + Del : mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrin 62.5 g/kg ; Clo 50 WG : clothianidine 50 WG
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3.2.1.3. Taux horaire de piqdre du complexe An. gambiae sur homme

Le cycle de piglre de An. gambiae s.l. a été observé la nuit de 19 heures a 07 heures du matin.
Les résultats ont été similaires a ceux mentionnés dans des documents scientifiques: une
augmentation constante de la piqlre a partir de 19h00 jusqu'a un premier pic entre 00h00 et
03h00 du matin et un second pic entre 04h00 et 05h00 du matin suivi d'une diminution
progressive jusqu'au petit matin (Fig. 33 & 34). An. gambiae s.l. semble étre collecté davantage
a l'extérieur de la maison la nuit apreés la PID (Fig. 34). La forte agressivité de An. gambiae s.I.
a été observée dans la seconde moitié de la nuit entre 23h et 7h (Fig. 35 & 36).

H Intérieur

M Extérieur

0,40 “
0,30 A
0,20 A

0,10 -

0,00 -

PHN horaire de An. gambiae s.1. (p/h/pers)

Avant-PID, Saison séche

Figure 33 : Taux horaire de PHN de An. gambiae s.l. dans toutes les communes traitées et

témoins avant-PID, saison séche
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Figure 34 : Taux horaire de PHN de An. gambiae s.l. dans toutes les communes traités et

dans témoin aprés la PID, saison des pluies
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Figure 35 : Taux horaire moyen de PHN de An. gambiae s.l. dans toutes les communes traitées

avant les PID
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Figure 36 : Taux horaire moyen de PHN de An. gambiae s.l. dans toutes les communes traitées

apres les PID

3.2.1.4. Indice sporozoitique (1S)

Le tableau V résume l'indice sporozoitique (IS) enregistrés avant et apres la PID (2019, 2020
et 2021) dans les communes traitées et non traitées.
Un total de 19308 tétes-thorax de An. gambiae s.l. collectés par CAH et PSC a été analysé a
ELISA-CSP. 10251 tétes-thorax de An. gambiae s.I. (4879 dans la commune témoin et 5372
dans les communes traitées) ont été analysés dans le département de 1’ Alibori et 9057 (3140
dans la commune témoin et 5917 dans les communes traitées) dans le département de la Donga.
Globalement, il y a réduction de I’indice sporozoitique apres la PID dans les communes traitées
comparativement aux communes témoins. Elle a été significativement enregistrée (p < 0,05)
apres la PID a I’intérieur des habitations traitées dans 1’ Alibori (p = 0,03) et dans la Donga (p
< 0,0001) en 2019 avec le pirimiphos-méthyl 300 CS. De méme, dans le département de la
Donga en 2020, la différence a été significative a I’intérieur (p = 0,01) avec le mélange
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg (Tableau V).
A T’extérieur des maisons traitées d’insecticide, I’indice sporozoitique a été significativement
réduit par le pirimiphos-méthyl 300 CS dans le departement de la Donga. Aucune autre
différence n’a été observée avec d’autres insecticides a 1’extérieur des maisons traitées
d’insecticides rémanents (Tableau V).
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Tableau V. Indice sporozoitique (IS) de An. gambiae s.I. dans les communes traitées et dans

les communes-témoins des départements de 1’ Alibori et de la Donga en 2019, 2020 et 2021.

Département de 1’Alibori

Département de la Donga

Emplacement Insecticide Période Commune Communes sous PID Commune Communes sous PID
P (Années) Témoin(Bembéréké) (Kandi + Gogounou) p-value Témoin(Bassila) (Djougou + Copargo) p-value
IS % (A/B) IS % (A/B) IS % (A/B) IS % (A/B)
oM g0p  AvantPID 5,88 (3/51) 0,00 (0/120) 0,041 14,29 (5/35) 2,22 (1/45) 0,109
CS (2019) .
Apres PID 1,70 (17/1002) 0,00 (0/330) 0,036 7,02 (24/342) 0,57 (2/349) <0,0001
Clo + Del Avant PID 0,00 (0/16) 0,00 (0/97) NA 0,00 (0/13) 2,27 (1/44) 1
Intérieur (3020)8
Aprés PID 1,15 (6/521) 0,35 (2/573) 0,230 3,04 (15/493) 0,96 (8/831) 0,010
Clo50 AvantPID 0,00 (0/39) 0,63 (2/318) 1 2,13 (1/47) 1,00 (1/100) 1
WG
(2021)  AprésPID 1,72 (17/989) 1,53 (18/1177) 0,860 4,98 (27/542) 4,47 (61/1365) 0.7186
oM g0p  AvantPID 7,41 (2127) 0,74 (1/136) 0,116 5,26 (1/19) 5,88 (2/34) 1
CS(2019)  Apres PID 0,85 (7/821) 0,93 (5/538) 1 6,43 (16/249) 0,42 (2/474) <0,0001
Avant PID 0,00 (0/13) 0,00 (0/101) NA 0,00 (0/24) 2,70 (1/37) 1
- Clo + Del
Extérieur (2020)
Aprés PID 1,51 (5/332) 0,62 (3/487) 0,363 0,80 (6/748) 0,58 (6/1042) 0,776
Clo50  AvantPID 0,00 (0/30) 0,47 (1/215) 1 4,76 (2/42) 3,85 (2/52) 1
WG
(2021)  AprésPID 1,06 (11/1038) 1,02 (13/1280) 1 4,95 (29/586) 4,40 (68/1544) 0,673

IS : indice sporozoitique ; % : pourcentage ; A : nombre de téte/thorax testé positif ; B : nombre total de téte/thorax
testé ; PM : pirimiphos-méthyl ; CS : capsule suspensions ; WG : Water dispersible granules ; Clot + Del : mélange
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg ; Clo 50 WG : clothianidine 50 WG

3.2.1.5. Taux d'inoculation entomologique (TIE) de An. gambiae s.1. apreés les PID de 2019,
2020 et 2021.

Le Tableau VI présente les taux d'inoculation entomologique (TIE) de An. gambiae s.I. dans la
zone traitée et dans la zone témoin avant et apres la PID. Une variation du TIE en fonction des
insecticides a été observée dans les zones traitées avant et apres la PID. Dans les zones non
traitées (témoins), une augmentation du TIE a été constatée apreés la PID malgré le changement
d’insecticide. Cette augmentation a €té¢ observée a I’intérieur et a I’extérieur des habitations
(Tableau VI) dans les deux départements.

Dans 1’Alibori, une diminution significative du TIE a été enregistrée a I'intérieur comme a
I’extérieur des habitations traitées apres les PID pour les trois formulations. Cependant,
I’impact des insecticides sur la réduction du TIE a été plus remarqué respectivement avec le

pirimiphos-méthyl 300 CS, suivi du mélange clothianidine + deltaméthrine et enfin de la
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clothianidine 50 WG. Aussi, la réduction du TIE a été meilleure a I’intérieur des habitations
traitées qu’a I’extérieur des habitations (Tableau VI).

Dans la Donga, le constat a été similaire mais de faible amplitude. De plus, clothianidine 50
WG n’a induit aucune réduction du taux d’inoculation entomologique ni a I’intérieur des
habitations traitées ni a I’extérieur des habitations. A I’intérieur des habitations traitées, chaque
personne pouvait recevoir 29 piqdres infectieuses par mois contre vingt-sept (27) piqdres
infectieuses par mois dans les témoins. Trente-sept (37) piqdres infectieuses par mois et par
personne étaient enregistrées a 1I’extérieur des habitations traitées apres la PID contre 33 piqtires
infectieuses par mois et par personne au niveau des témoins (Tableau VI).

Les graphes des figures 37 et 38 illustrent 1’évolution du TIE en relation avec le PHN et I’IS
respectivement a I’intérieur et a I’extérieur dans les zones traitées et les zones témoins.

On peut constater apres la PID une diminution des trois indicateurs entomologiques a I’intérieur
des maisons sous la couverture de la PID (Figure 38) contrairement a la période avant la PID
(Figure 37).

La figure 38B comparée a la figure 37B a montré la capacité de la PID lorsqu’elle est efficace
a réduire la transmission palustre a I’extérieur des habitations pulvérisées. Ce fut le cas pour le
pirimiphos-méthyl 300 CS et le mélange clothianidine + deltaméthrine dans les deux
départements. Cependant, avec la clothianidine 50 WG, un effet contraire a été observé dans le

département de la Donga.
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Tableau VI. Taux d'inoculation entomologique (TIE) de An. gambiae s.I. dans la zone traitée et dans la zone témoin avant et aprés la PID

Département de I’ Alibori

Département de la Donga

Emplacement Insecticide Période Commune Témoin Communes sous PID (Kandi Commune Témoin (Bassila) Communes sous PID
(Années) (Bembereke) + Gogounou) p-value (RR) (Djougou + Copargo) o-value (RR)
TIE/nuit Cl - 95% TIE/nuit Cl - 95% TIE/nuit Cl - 95% TIE/nuit Cl -95%
PM 300 Avant PID 0,094 [0,079 - 0,110] 0,000 [0,000 - 0,000] < 0,0001 (Inf) 0,156 [0,134 -0,181] 0,016 [0,011-0,021] <0,0001 (10)
CS (2019) Apres PID 0,531 [0,523 - 0,539] 0,000 [0,000 - 0,000] < 0,0001 (Inf) 0,750 [0,734 —0,766] 0,031 [0,029 - 0,034] < 0,0001 (24)
Clo + Del Avant PID 0,000 [0,000 - 0,014] 0,000 [0,000 - 0,001] 1 (NaN) 0,000 [0,000 -0,018] 0,021 [0,015-0,028] 0,031 (0)
Intérieur (2020)
Aprés PID 0,300 [0,290 - 0,311] 0,050 [0,047 -0,053] <0,0001 (6) 0,750 [0,733 -0,767] 0,200 [0,195-0,205] < 0,0001 (4)
Clo50 AvantPID 0,000 [0,000 — 0,004] 0,034 [0,031-0,037] < 0,0001 (0) 0,033 [0,023 - 0,045] 0,014 [0,011-0,018] <0,0001 (2)
WG
(2021)  AprésPID 0,538 [0,530 — 0,546] 0,275 [0,271-0,279]  <0,0001 (2) 0,901 [0,887 —0,916] 0,980 [0,974-0,987] <0,0001 (1)
PM 300 Avant PID 0,063 [0,047 —0,082] 0,016 [0,013-0,018] <0,0001 (4) 0,031 [0,019 - 0,049] 0,031 [0,024 —0,040] 1(2)
CS (2019) Aprés PID 0,219 [0,213-0,224] 0,078  [0,075-0,081] < 0,0001 (3) 0,500  [0,485-0,516] 0,031  [0,029-0,033] < 0,0001 (16)
Clo + Del Avant PID 0,000 [0,000 - 0,018] 0,000 [0,000 - 0,001] 1 (NaN) 0,000 [0,000 - 0,010] 0,021 [0,015 - 0,029] 0,002 (0)
Extérieur (2020)6
Aprés PID 0,250 [0,238-0,262] 0,075  [0,071-0,079] < 0,0001 (3) 0,300 [0,291-0,309] 0,150  [0,146-0,154]  <0,0001 (2)
Clo50 AvantPID 0,000  [0,000-0,005] 0,021  [0,018-0,024] <0,0001 (0) 0,083  [0,066—0,103] 0,042  [0,034-0,050] <0,0001 (2)
WG
(2021)  AprésPID 0,352 [0,346 — 0,358] 0,205 [0,202 - 0,208] <0,0001 (2) 1,092 [1,077 —1,107] 1,220 [1,213 -1,227] <0,0001 (1)

TIE : taux d’inoculation entomologique ; % : pourcentage ; PM
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg ; Clo 50 WG : clothianidine 50 WG

: pirimiphos-méthyl ; CS : capsule suspensions ; WG

: Water dispersible granules ; Clot + Del : mélange
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Figure 37 : Evolution des indicateurs entomologiques de transmission clés de An. gambiae s.1.
a lintérieur (A) et a ’extérieur (B) des habitations dans la zone témoin et dans la zone traitée
avant la PID de 2019 & 2021
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3.2.1.6. Incidence du paludisme

L’incidence du paludisme dans le département de 1’Alibori a été estimé a 17/1000 personnes
par mois en 2020 avec le mélange de clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg et a
19/1000 personnes par mois en 2021 avec clothianidine 50 WG contre 21/1000 personnes par
mois en 2019 avec le pirimiphos-méthyl 300 CS. Une réduction de I’incidence palustre a été
notée respectivement en 2020 et 2021 dans les zones PID avec les produits insecticides a base
de clothianidine. Le méme constat a été fait dans la Donga avec le mélange clothianidine 500
g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg ou I’incidence du Plasmodium a été évaluée a 28/1000
personnes par mois contre 30/1000 personnes par mois pour le pirimiphos-méthyl 300 CS
(Tableau VII). Dans le méme département, I’augmentation du TIE en 2021 avec le mélange
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg a éteé associée a I’accroissement de I’incidence
palustre (Figure 39). La valeur calculée a été de 30/1000 personnes par mois similaire (p=0,056)
a celle du pirimiphos-méthyl 300 CS (30/1000 personnes par mois) en 2019 (Tableau VII).

Tableau VII. Incidence palustre des communes sous le suivi et évaluation de la PID par

département et par insecticide.

Communes PID Moyenne

Départements  sous le Suivi et - _ . mensuelle des  Populations  Incidence
. Insecticide utilisé par année
Evaluation nouveaux cas

Kandi Pirimiphos-méthyl 300 CS (2019) 6926 329209 21,03831

. Mélange clothianidine 500 g/kg +
Alibori Gogounou deltaméthrine 62.5 g/kg (2020) 5939 340798 17,42675
Clothianidine 50 WG (2021) 6806 352794 19,29171
Djougou Pirimiphos-méthyl 300 CS (2019) 11122 375724 29,60152

Mélange clothianidine 500 g/kg +
Donga Copargo deltaméthrine 62.5 g/kg (2020) 10902 388949 28,02938
Clothianidine 50 WG (2021) 12217 402640 30,34224
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Figure 39 : Evolution du TIE et de I’incidence palustre des communes sous le suivi et

évaluation (S et E) de la PID.

3.2.1.7. Densité au repos et taux d’alimentation sanguine

Globalement, les campagnes de PID de 2019 avec le pirimiphos-méthyl 300 CS et de 2020 avec
le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg ont permis une réduction
significative (p< 0,0001) de An. gambiae s.1. collectés par PSC dans les chambres traitées par
rapport aux chambres non traitées (Tableau VIII). Toutefois, pour la PID de 2021 avec la
clothianidine 50 WG, la densité au repos de An. gambiae s.l. a été similaire (p=0,1503) dans les
chambres traitées (1,07) et les chambres non traitées (0,86) (témoins) dans le département de
I’Alibori (Tableau VIII). Dans le département de la Donga, la densité au repos de An. gambiae
s.l. avec la clothianidine 50 WG a été significativement élevée (p=0,0033) dans les chambres
traitées (1,46) comparativement aux témoins (1,00) (Tableau VIII). Les résultats du tableau IX
ont témoigné la meilleure performance du pirimiphos-méthyl 300 CS a réduire la densité au
repos des moustiques a I’intérieur des chambres traitées que le mélange clothianidine 500 g/kg
+ deltaméthrine 62,5 g/kg et la clothianidine 50 WG.

Dans I’ensemble, les taux d’alimentation de sang de An. gambiae s.|. étaient elevés et
semblables (p> 0,05) dans les chambres traitées (65,25% - 91,45%) et dans les chambres
témoins (60,87% - 88,75%). En comparaison au pirimiphos-méthyl 300 CS, aucune différence
significative n’a été observée avec le melange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg
et la clothianidine 50 WG dans le département de 1’ Alibori (Tableau 1X). Cependant, comparé
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a la clothianidine 50 WG, le pirimiphos-méthyl 300 CS a réduit significativement le taux

d’alimentation de sang des moustiques a I’intérieur des chambres traitées dans le département

de la Donga.

Tableau VIII. Densité au repos a l'intérieur et taux d'alimentation sanguine de An. gambiae s.1.

collectés par PSC aprés les PID de 2019, 2020 et 2021 dans les communes-contréle et les

communes sous PID.

NAbnde Densité au repos par chambre Taux (L:l;g;]emanon
periode (o Nbde ‘" Nbde g
(Insecticide) chambre ¢ gorgé P-value . P-
s.l. Valeur RR [95% CI] Proportion (%) |\
collecté (Wald) value
Bembéréke (témoin) 60 94 75 1,57 1 79,79
Aprés PID . <0,0001 1,00
2019 Kandi + Gogounou 120 25 20 021  7,52[4,80-12,20] 80,00
(PM300  Bassila (témoin) 30 139 112 4,63 1 80,58
CS) _ <0,0001 0,23
Djougou + Copargo 120 48 34 0,40 11,58[8,29 —16,44] 70,83
Bembéréké (témoin) 60 189 130 3,15 1 68,78
Apra _ <0,0001 0,48
P;gsz g' D Kandi + Gogounou 120 102 75 0,85  3,71[2,90 - 4,76] 73,53
Bassila (témoin 60 201 140 3,35 1 69,65
(Clo + Del) ; ( ) <0,0001 0,45
Djougou + Copargo 120 118 77 0,98 3,41[2,70 — 4,31] 65,25
. Bembereke (témoin) 80 69 42 0,86 1 60,87
Apres PID . 0,1503 0,09
2021 Kandi + Gogounou 160 171 125 1,07  0,81[0,60—1,07] 73,10
(Clo50  Bassila (témoin) 80 80 71 1,00 1 88,75
WG) _ 0,0033 0,62
Djougou + Copargo 160 234 214 1,46 0,68 [0,52 — 0,88] 91,45

RR: rate ratio; p (wald): p-value du Wald test; [95% CI]: 95% intervalle de confidence; %: pourcentage; PM:
pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; WG: Water dispersible granules; Clot + Del: mélange clothianidine
5009/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg; Clo 50WG: clothianidine 50 WG

Tableau IX. Densité au repos a l'intérieur et taux d'alimentation sanguine de An. gambiae s.I.

collectés par PSC apres les PID de 2019, 2020 et 2021 dans les communes sous PID.

Nb de Densité au repos par chambre Taux dalimentation
Nb de An. Nb posp de sang

Communes Période chambre gambiae de P-value Proportion P-

s.l. gorgé Valeur RR [95% CI] (%) value
collecté (Wald) o

Kandi+ 2019 (PM 300CS) 120 25 20 021 1 - 80,00 -
%%%‘S’”FE‘I%J 2020 (Clo + Del) 120 102 75 085 025[0,15-0,38] <0,0001 73,53 0,68
in Alibori) 2021 (Clo 50WG) 160 171 125 1,07 0.15[0,09-0,22] <0,0001 73,10 0,62

2019 (PM 300CS) 120 48 34 040 1 - 70,83 -
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Djougou + 2020 (Clo + Del) 120 118 77 098 0.41[0,28-0,57] <0,0001 65,25

Copargo

(sous PID 2021 (Clo 50WG) 160 234 214 146 0.27[0,20-0,37] <0,0001 91,45

in Donga)

0,61

0,0002

RR: rate ratio; p (wald): p-value de Wald test; [95% CI]: 95% intervalle de confidence; %: pourcentage; PM:
pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; WG: Water dispersible granules; Clot + Del: mélange clothianidine
5009/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg; Clo 50WG: clothianidine 50 WG

3.2.1.8. Origine du repas sanguin alimente par Anopheles gambiae s.l. dans les communes
traitées

Le repas sanguin chez Anopheles gambiae est essentiel pour le développement des ceufs chez
la femelle. L'analyse des abdomens pleins de sang des moustiques Anopheles gambiae s.l.
collectés a l'aide de la méthode de pulvérisation de pyrethre dans les communes (PID), est
illustrée dans la figure 40. En général, aucun Anopheles gambiae s.I. n'a été observé se
nourrissant de sang de beeuf, de mouton ou de porc. Environ 70% des Anopheles gambiae s.I.
gorgés de sang se sont nourris sur des humains, tandis que les autres ont été observés se

nourrissant d'autres animaux non encore identifiés.
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Figure 40 : Origine du repas de sang de Anopheles gambiae s.l. dans les communes traitées
3.2.1.9. Parturité chez An. gambiae s.l. aprés la PID

Les tableaux X et XI montrent I'impact de la PID sur la longévité de An. gambiae s.l. avec le
pirimiphos-méthyl 300 CS, le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg et la

clothianidine 50 WG. Apreés la mise en ceuvre de la PID, le taux de parturité de An. gambiae

s.l. a été réduit significativement (p<0,001) dans les maisons traitées (40,98% a 41,70%) avec
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le pirimiphos-méthyl 300 CS par rapport aux maisons non traitées (65,70% a 65,92%) (Tableau
X). Pour les insecticides contenant de la clothianidine, seul le mélange clothianidine 500 g/kg
+ deltaméthrine 62,5 g/kg a su réduire de facon significative (p<0,001) le taux de parturité au
niveau des maisons traitées (44,73% contre 62,57% dans les maisons non traitées) dans
I’Alibori. La légere réduction du taux de parturité constatée avec la clothianidine 50 WG n’a
pas été accompagnée de différence significative entre les maisons traitées et les maisons non
traitées (Alibori : p=0,49 ; Donga : p=0,17) (Tableau X). L’¢tude comparative des taux de
parturité entre les insecticides (Tableau XI), a montré la belle performance du pirimiphos-
méthyl 300 CS a réduire la longévité des moustiques vecteurs du paludisme. Il est suivi du
mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg et de la clothianidine 50WG.

Tableau X. Taux de parturité de An. gambiae s.I. dans les communes PID et dans les communes
témoins apres les PID de 2019, 2020 et 2021

Période Nb de An. Nb de Taux de
- Département Communes gambiae s.l. parturité p-value
(Insecticides) disséqué pares (%)
Bembéreké (témoin
2015, Aores Alibori ereke ( ) 551 362 65,70 < 0,0001
oI, (PpM Kandi + Gogounou 427 175 40,98
Bassila (témoin
300CS) Donga ; ( ) 314 207 65,92 < 0,0001
Djougou + Copargo 470 196 41,70
Bembéreké (témoin
Alibori _ ( ) 179 112 62,57 0.0004
2020, Aprés Kandi + Gogounou 237 106 44,73
PID (clo + del) Bassila (ttmoin
Donga : ( ) 247 144 58,30 <0,0001
Djougou + Copargo 343 276 80,47
Bembéreké (témoin
rot Ao Alibori : ( ) 117 94 80,34 0.49
oD ( FIJ Kandi + Gogounou 317 243 76,66
clo
Bassila (témoin
50WG) Donga ; ( ) 77 69 89,61 0,17
Djougou + Copargo 212 174 82,08

p-value: comparaison du taux de parturité de An. gambiae s.l. entre les communes traitées et les communes
témoins (Test utilisé: Chi-square test); Nb: Nombre; PM: pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; WG:
Water dispersible granules; Clot + Del: mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg; Clo 50WG:
clothianidine 50 WG.
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Tableau XI. Taux de parturité de An. gambiae s.l. dans les communes PI1D aprés les campagnes
de 2019, 2020 et 2021

Nb deAn.

Communes Péripqe gambiae s.I.  Nb de pares Tau_x de p-value
(Insecticides) dissé ," parturité (%)
isséqué

Kandi + 2019 (PM 300CS) 427 175 40,98 -
Gogounou
(sous PID 2020 (Clo + Del) 237 106 44,73 0,39
dans Alibori) 2021 (Clo 50WG) 317 243 76,66 <0,0001
Djougou + 2019 (PM 300CS) 470 196 41,70 -
Copargo (sous
PID dans 2020 (Clo + Del) 343 276 80,47 <0,0001
Donga) 2021 (Clo 50WG) 212 174 82,08 <0,0001

p-value: comparaison du taux de parturité de An. gambiae s.l. entre les communes traitées et les communes témoins
(Test utilisé: Chi-square test); Nb: Nombre; PM: pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; WG: Water
dispersible granules; Clot + Del: mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg; Clo 50WG:
clothianidine 50 WG.

3.2.1.10. Discussion

Cette étude a été conduite pour connaitre la différence dans les indicateurs de transmission du
paludisme (taux de pigQres humaines, indice de sporozoites, taux d'inoculation entomologique,
incidence du paludisme, densité de repos a l'intérieur, taux d’alimentation sanguine et parturité)
apres la pulvérisation de produits a base de pirimiphos-méthyl et de clothianidine. Des
fluctuations ont été observées dans I’abondance de moustiques collectés selon les genres et les
especes par année d’étude. Culex (Cx.) quinquefasciatus (59,64%) a été relativement dominant
suivi de Anopheles (An.) gambiae s.l. (37,62%). Au cours des 3 années d’étude, Cx.
quinquefasciatus était plus collectés dans les zones centrales alors que An. gambiae s.l. était
généralement dominant dans les zones périphériques. L’abondance du Cx. quinquefasciatus
serait liée a ces aptitudes a pondre des ceufs et a se développer dans une variété de gites naturels
et artificiels (Gil et al., 2021). Parmi les huit (8) espéces d’anophé¢les collectées, An. gambiae
s.l., An. funestus et An. nili ont été identifiées vecteurs du paludisme. Le complexe An. gambiae
a été omniprésent dans toute la zone d’étude avec une dominance absolue de 98,64%
(18.683/18.940) sur les autres anopheles. Le groupe An. funestus vient en deuxiéme position [
1% (190/18.940) ] et ensuite les quelques spécimens de An. nili [ 0,03% (5/18.940) ]. Cette
prédominance de An. gambiae s.l. a été antérieurement signalée au nord Bénin par Gnanguenon
etal. (2014), Aikpon et al. (2013) et Salako et al. (2019) respectivement a Kandi, dans I’ Atacora
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et dans I’Alibori-Donga. La caractérisation moléculaire de An. gambiae s.I. a montré que An.
gambiae (52,86%), An. coluzzii (46,35%) et An. arabiensis (0,78%) sont les espéces sceurs qui
peuplent les deux départements d’étude. Ces résultats sont similaires a celui de Salako et al.
(2019).
La réduction du taux de piqare a I’intérieur des maisons traitées par rapport aux maisons
témoins suggére la prévention complémentaire que représente la PID pour la lutte contre le
paludisme a coté de moustiquaires imprégnées. En effet, Akogbéto et al. (2018), ont montré
des taux élevés de pigdres de An. gambiae s.l. sur ’homme a I’intérieur des maisons sous la
couverture des MIILD.
Les résultats de notre étude indiquent un meilleur taux de réduction du contact homme vecteur,
de I’indice sporozoitique (IS), du taux d’inoculation entomologique (TIE) de An. gambiae s.I.
a I’intérieur mais aussi a I’extérieur des habitations pulvérisées avec le pirimiphos-méthyl 300
CS dans les départements de I’ Alibori et de la Donga. Aussi, on note une réduction modérée
des trois indicateurs a I’intérieur des habitations traitées avec le mélange clothianidine 500 g/kg
+ deltaméthrine 62.5 g/kg. En ce qui concerne la clothianidine 50 WG seule, les taux de piqlre
a ’intérieur et a 1’extérieur des habitations et des infections a sporozoites sont élevés éliminant
la possibilité¢ de réduire le TIE a I’intérieur des habitations traitées avec I’insecticide. Ces
résultats confirment I’efficacité du pirimiphos-méthyl 300 CS utilisé en pulvérisation
intradomiciliaire (PID) pour I’élimination et le controle des vecteurs du paludisme résistant aux
pyréthrinoides. Au nord du Bénin et au Kenya, les conclusions des travaux de Akogbéto et al.
(2018), Salako et al. (2019) et Abong’o et al. (2020) ont évoqué I’impact positif du pirimiphos-
méthyl 300 CS en PID dans la réduction des indicateurs entomologiques de transmission de
paludisme. L’efficacité résiduelle de dix (10) mois du pirimiphos-méthyl 300 CS au Kenya en
2020 (Abong’o et al., 2020), a permis non seulement la réduction drastique de la densité An.
funestus, vecteur principal du paludisme, mais aussi la réduction du nombre de cas palustres
enregistrés au niveau des structures sanitaires. L’effet positif de la PID avec le pirimiphos-
méthyl 300 CS sur la longévité des vecteurs du paludisme au repos et a I’extérieur des
habitations traitées dans les départements de 1’Alibori et de la Donga résulte de la rapidité
d’action (Mhadhbi et al., 2012) de I’insecticide sur les récepteurs ciblés de I’insecte vecteur. La
réduction de la transmission du paludisme avec la clothianidine 50 WG seule et le mélange
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62.5 g/kg en PID contre les moustiques résistant aux
pyréthrinoides a été respectivement sans différence significative et relativement meilleure a
I’intérieur des habitations. Les insecticides & base de clothianidine en PID ont un effet létal lent
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sur les moustiques contrairement aux autres insecticides préqualifiés en santé publique. Lorsque
la souche du terrain des anophéles entre en contact avec la clothianidine, elle peut survivre
pendant 120 heures (Odjo et al., 2023 ; Kweka et al., 2018 ; Oxborough et al., 2019). Si nous
admettons que la femelle sauvage de An. gambiae s.l. s’alimente du sang toutes les 48 heures
(Carnevale et al., 1979), alors elle peut piquer 3 fois au moins pour prendre son repas sanguin
a ’intérieur des habitations traitées avant sa mort, ce qui pourrait augmenter le taux de piqire
des anopheles et la transmission du paludisme au niveau des habitations pulvérisées avec des
insecticides a base de clothianidine. La conclusion des activités de recherche de Hoppé et al.
(2016) notifiant la faible activité insecticide de la clothianidine contre Aedes aegypti pourrait
permettre de comprendre nos résultats. Cette faible activité de la clothianidine conduisant a son
rejet (Hoppé et al., 2016) a été approuvée par Lees et al. (2019) lorsqu’ils ont constaté
I’efficacité insuffisante de la clothianidine contre les moustiques lors des essais de contact des
tarses des anopheles appliqués sur des bouteilles sensibilisées avec la clothianidine.
Malgré I’augmentation croissante du TIE en 2020 et 2021 avec 1’utilisation respective du
mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg et de clothianidine 50 WG seule en
PID, I’incidence du paludisme a ét¢ significativement réduite dans 1’ Alibori au cours des deux
années et seulement en 2020 dans la Donga. Cette réduction de I’incidence a travers la
régression du nombre de nouveaux cas palustres enregistrés s’explique probablement par la
distribution nationale et 1’utilisation des MIILD. En effet, en 2020, 12.703.091 MIILD
envisagees pour couvrir la totalité des ménages dénombrés sur 1’étendue du territoire ont été
entierement distribuées (WHO, 2021).
La densité au repos de An. gambiae s.I. a Dintérieur des chambres pulvérisées est
significativement faible & celle des chambres non pulvérisées en 2019 avec 1’usage du
pirimiphos-méthyl 300 CS en PID et en 2020 avec le mélange clothianidine 500 g/kg +
deltaméthrine 62.5 g/kg dans toute la zone d’étude. Cependant, en 2021, la situation contraire
a été observée avec plus de An. gambiae s.l. au repos dans les chambres pulverisées avec la
clothianidine 50 WG seule. Ce résultat est similaire a celui de Agossa et al. (2018) a Cove dans
les cases expérimentales ou l’exophilie induite par la clothianidine 50 WG seule était
relativement faible. Cela serait di a 1’absence de propriété excito-répulsive et irritante de la
clothianidine.
Les taux de gorgement élevés observés dans les habitations traitées peuvent s’expliquer par le
comportement anthropophile de An. gambiae s.I. qui cherche a prendre d’abord son repas de
sang avant de se reposer. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Akogbéto et al. (2018),
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Agossa et al. (2014), Ototo et al. (2015), Padonou et al. (2012), Gnanguenon et al. (2014) et
Aikpon et al. (2014). On peut supposer qu’au cours des 2 premieres heures apreés le coucher du
soleil, les femelles de An. gambiae s.l. réussissent a s’alimenter du sang (Carnevale et al., 1979 ;
Brun, 1973) au moment ou les ménagéres s’occupent des activités domestiques ou sont en train
de suivre la télévision ou la radio. Aussi, An. gambiae s.l. arrive a prendre son repas de sang au
crépuscule (Carnevale et al., 1979) lorsque les membres du ménage quittent leur MIILD pour
la priére et autres activités domestiques comme la cuisine. A la fin de la prise du repas de sang,
les femelles de An. gambiae s.I. vont se reposer sur les différents supports accrochés aux murs
pulvérisés d’insecticide évitant le contact avec I’insecticide.

Le faible taux de parturité observé dans les habitations pulvérisées de pirimiphos-méthyl
confirme la capacité de I’insecticide a limiter le séjour des moustiques endophiles. Ces résultats
confirment ceux de Salako et al. (2019). Cependant, aucune différence significative n’a été
observeée du c6té de clothianidine 50 WG seule. Ceci peut étre di a sa faible toxicité (Hoppé et
al., 2016) qui favorise un long séjour des anophéles vecteur du paludisme a I’intérieur des
habitations.

Toutefois, il est a noter que la faible performance de la clothianidine a réduire les indicateurs
entomologiques de transmission du paludisme pourrait étre liée a d’autres facteurs tels que le

climat, la couverture de I’intervention (Odjo et al., 2023).
Conclusion

La PID avec des produits a base de clothianidine n’a pas pu entrainer une réduction plus
importante des populations de vecteurs et des indicateurs de transmission du paludisme que la
PID avec le pirimiphos-méthyl malgré I'efficacité résiduelle prolongée des produits a base de

clothianidine par rapport a l'efficacité résiduelle plus courte du pirimiphos-méthyl.
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3.2.2. Potentiel de transmission du Plasmodium falciparum par An. gambiae s.l. porteurs
des mutations kdr-L995F et ace-1 G280S dans les zones de pulvérisation intradomiciliaire

a effet rémanent avec de la clothianidine 50 WG

Les résultats de cette section ont été publiés dans Tropical Medicine and Health (Article 3)

Esdras Mahoutin Odjo, M Tognidro, R Govoetchan, A A Missihoun, G G Padonou, J M
Ahouandjinou, B Akinro, Z C Koukpo, F T Tokponnon, Armel Djenontin, Clément Agbangla
et M C Akogbeto

Malaria transmission potential of Anopheles gambiae s.I. in indoor residual spraying areas
with clothianidin 50 WG in northern Benin

Potentiel de transmission du paludisme par Anopheles gambiae s.I. dans les zones de
pulvérisation intradomiciliaire a effet rémanent avec de la clothianidine 50 WG dans le nord

du Bénin

La nécessité d'évaluer la capacité de transmission du Plasmodium falciparum par Anopheles
gambiae s.l. de génotypes résistants s'est manifestée dans les zones ou la clothianidine 50 WG
a été utilisée pour la PID. Cela fait suite a I'observation de I'efficacité relativement faible des
insecticides a base de clothianidine dans la réduction des indicateurs entomologiques de
transmission du paludisme par rapport au pirimiphos-méthyl, malgré leur nouveau mode

d'action sur les vecteurs du paludisme.

3.2.2.1. Fréquence des mutations kdr-L995F et ace-1 G280S chez Anopheles gambiae s.1.
Les tableaux XII et XIII présentent les variations des fréquences génomiques et alléliques des
mutations kdr-L995F et ace-1 G280S chez les moustiques du complexe Anopheles gambiae
dans les communes d’étude.

Globalement, la fréquence allélique de la mutation kdr-L995F (Tableau XI1) était élevée dans
toutes les communes d’étude surtout dans la Donga. Elle a été significativement plus basse a
Bassila (80,16%), commune témoin, que dans les deux communes sous PID dans la Donga a
savoir : Copargo (85,39%) (p-value = 0,01) et Djougou (88,38%) (p-value < 0,001). Dans
I’ Alibori, la fréquence allélique de la mutation kdr-L995F était élevée dans la commune témoin
comparativement aux communes PID. Elle est sans aucune différence significative dans

Gogounou (p-value = 0,67) et significativement élevée comparativement a Kandi (p-value =
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0,03). Dans toutes les communes d’étude, les anophé¢les homozygotes résistants (RR) étaient
les plus nombreux dans la Donga (70,07% - 83,30%) et dans 1’ Alibori (53,70% - 59,23%) pour
la mutation kdr-L995F (Tableau XII). Inversement, les homozygotes sensibles (SS) étaient les
moins représentes.

La fréquence alléliqgue de la mutation kdr-L995F dans les communes PID (79%) est
relativement supérieure sans aucune différence significative (p = 0.14) a celle des communes-
témoins (77%)

La fréquence allélique de la mutation ace-1 G280S (Tableau XIII) du complexe An. gambiae
dans la zone d’étude était pratiquement basse (2,20% - 3,15%) dans toutes les communes et
sans différence significative entre les communes témoins et les communes sous PID (p-value >
0,05). Les anopheles homozygotes sensibles pour la mutation ace-1 G280S étaient les plus
dominants (93,70% - 95,59%). Aucun spécimen d’homozygote résistant (RR) n’a été retrouvé

dans les communes-témoins et les communes PID.

Tableau XII. Fréquences de la mutation kdr-L995F du géne Vgsc chez An. gambiae s.1. dans

les communes d’étude

Fréquence génotypique % (n) F (Kdr-
Département Communes L995E p-value
RR RS ss )
Témoin  Bassila 70,07 (309) 20,18 (89) 9,75 (43) 80,16 -
Donga Copargo 78,57 (242) 13,64 (42) 7,79 (24) 85,39 0,01
Sous PID

Djougou 83,30 (459) 10,16 (56) 6,53(36) 88,38  <0,001

Témoin Bembéréké 59,23 (199) 28,57 (96) 12,20 (41) 73,51 -

Alibori Gogounou 58,93 (254) 26,91 (116) 14,15 (61) 72,39 0,67
Sous PID
Kandi 53,70 (196) 29,04 (106) 17,26 (63) 68,22 0,03

SS = homozygote sensible ; RS = hétérozygote (hybride résistant et sensible) ; RR = homozygote résistant ; % =
pourcentage ; (n) = nombre de vecteur analysé
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Tableau XI11. Fréquences de la mutation G280S du gene ace-1 chez An. gambiae s.I. dans

les communes d’étude

Fréquence génotypique % (n)

Département Communes F (G280S) p-value
RS SS
Témoin  Bassila 4,54 (20) 95,46 (421) 2,27 -
Donga Copargo 5,52 (17) 94,48 (291) 2,76 0,66
Sous PID )
Djougou 5,08 (28) 94,92 (523) 2,54 0,81
Témoin  Bembéréke 4,76 (16) 95,24 (320) 2,38 -
Alibori Gogounou 4,41 (19) 95,59 (412) 2,20 0,95
Sous PID .
Kandi 6,30 (23) 93,70 (342) 3,15 0,48

SS = homozygote sensible ; RS = hétérozygote (hybride résistant et sensible) ; % = pourcentage ; (n) = nombre de

vecteur analysé

3.2.2.2. Infectivité au Plasmodium falciparum des vecteurs de paludisme collectés

La recherche de I’infectivité au Plasmodium falciparum a été faite par la méthode immuno-
enzymatique dite ELISA ciblant la protéine circomsporozoite (CSP) sur 10.091 moustiques An.
gambiae s.l. collectés. L’indice sporozoitique (IS) a été variable entre les communes traitées et
les communes-témoins (Tableau XIV, Figure 41) avec une différence significative dans le
département de la Donga. IS est faible a Djougou (2,61) avec p-value = 0,015 comparativement
a Bassila (4,13) commune-témoin (Tableau XIV). Contrairement a Djougou, La commune de
Copargo a enregistré un IS supérieur a celui de Bassila. L’IS dans 1’ Alibori a été similaire entre
les communes traitées et non traitées. Dans I’ensemble, les communes PID présentent une
légére augmentation non significative de I’indice sporozoitique comparativement aux témoins

(p=0,751)

Tableau XIV. Evaluation de I’indice sporozoitique de Anopheles gambiae s.l. dans les

communes PID et les communes-témaoins.

Total An. Total An. gambiae Indice
Département Commune  gambiae s.1. s.l. positifauP.  Sporozoitique = P-value
testé falciparum (%)
Témoin Bassila 1.429 59 4,13 -
Donga Sous Copargo 1.284 75 5,84 0,049
PID Djougou 2.181 57 2,61 0,015
Témoin Bembeéréke 2.156 28 1,3 -
Alibori Sous Gogounou 1.839 24 1,31 1
PID Kandi 1.202 10 0,83 0,291

P. = Plasmodium ; % = pourcentage
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Figure 41 : Evolution de I’indice sporozoitique de Anopheles gambiae s.I. dans les communes

PID et les communes-témoins.

3.2.2.3. Transmission de Plasmodium falciparum par An. gambiae s.l. porteurs des
mutations kdr-L995F et ace-1 G280S

Les Tableaux XV et XVI présentent les données de la régression logistique effectuée a partir
des résultats de I’infectivité au P. falciparum chez les différents génotypes des moustiques pour
les mutations kdr-L995F et ace-1 G280S dans les communes pulvérisées et témoins.

Pour la mutation kdr-L995F (Tableau XV) la probabilit¢ d’infection au P. falciparum des
populations de An. gambiae s.l. de génotype homozygote résistant (RR) est similaire a celle de
génotype hétérozygote (RS) dans la commune-témoin et dans les communes PID du
département de la Donga [Bassila (Témoin) : (OR : 1,26 ; IC-95% [OR] : 0,56-2,64 ; p =0.52) ;
Copargo (PID) : (OR : 1,37 ; IC-95% [OR] : 0,55-3,11 ; p = 0.41) ; Djougou (PID) : (OR: 1,9;
IC-95% [OR] : 0,72-4,46 ; p = 0.13)]. Les homozygotes sensibles de An. gambiae s.I. (SS) du
département de la Donga sont significativement plus aptes a transmettre le P. falciparum que
les moustiques de génotype homozygote résistant [Bassila (Témoin) : (OR : 3,49 ; 1C-95%
[OR] : 1,51-7,71; p < 0,001) ; Copargo (PID) : (OR : 21,53 ; IC-95% [OR] : 6,77-90,75 ; p <
0,0001) ; Djougou (PID) : (OR : 5,67 ; IC-95% [OR] : 2,38-12,95 ; p < 0,0001)]. Le méme

90



constat a été fait pour I’ensemble des communes PID dans la Donga et dans 1’ Alibori comparé
aux communes-témoins. Nos résultats révelent pour la méme mutation kdr-L995F, qu’aucune
différence significative n’a été notée dans I’ensemble en ce qui concerne la probabilité a
I’infection au P. falciparum chez les différents An. gambiae s.l. de génotypes homozygotes
résistants (RR), hétérozygotes (RS) et homozygotes sensibles (SS) (p > 0,05) entre la commune
de Bembéreke (témoin), de Gogounou (PID) et de Kandi (PID) du département de 1’Alibori
(Tableau XV).

Le Tableau XVI présente les données de la régression logistique effectuée a partir des résultats
de I’infectivité au P. falciparum chez les différents génotypes de An. gambiae s.l. pour la
mutation ace-1 G280S dans les communes-témoins et les communes PID sillonnées dans les
départements de 1’ Alibori et de la Donga au cours de notre étude. Aucun individu de génotype
homozygote résistant (RR) n’a été obtenu pour la mutation ace-1 G280S parmi les échantillons
analysés. Les données ont montré que la probabilité d’infection au P. falciparum de An.
gambiae s.l. de génotype hétérozygote (RS) est similaire a ceux de génotype homozygote
sensible (SS) dans 1’ Alibori ; Gogounou (OR : 0,48 ; 1C-95% [OR] : 0,10-4,55 ; p = 0,27) et
Djougou (OR : 0,59 ; IC-95% [OR] : 0,07-27,23 ; p = 0,48). A Copargo et a Djougou dans la
Donga, la probabilit¢ d’infection au P. falciparum de An. gambiae s.I. de génotypes
homozygotes sensibles (SS) est significativement meilleure a celle de An. gambiae s.l. de
génotypes hétérozygotes (RS). N’ayant pas obtenu de spécimen positif au P. falciparum parmi
les An. gambiae s.l. de génotypes RS collectés dans les autres communes (Bassila, Copargo et

Bembeéreke), la régression logistique n’a pas pris en compte ces sous-échantillons.
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Tableau XV : Aptitude a la transmission de P. falciparum chez les différents génotypes pour

la mutation kdr-L995F dans les communes d’étude

. , Infection a P. falciparum 1C-95%
Département Commune  Genotypes Négative Positive OR [OR] p-value
. RR 275 34 1 - -
Bassila RS 77 12 126 056-2,64 05191
(Témoin)
SS 30 13 349 151-7,71  0,0005
RR 197 45 1 - -
Donga Cgflasg’o RS 32 10 1,37 055-311  0,4055
SS 4 20 2153 6,77-90,75 <0,0001
. RR 422 37 1 - -
Dggfg;’“ RS 48 8 19 072-446 01312
SS 24 12 567 2,38-12,95 0,00005
o RR 185 14 1 - -
Bembereke RS 87 9 137  050-354 04929
(Témoin)
SS 36 5 1,83 048-582  0,3354
RR 238 16 1 ; ;
Alibori G‘)(%‘I’g;o“ RS 115 1 0,13 0,003-0,86 0,0284
SS 54 7 192 063-524 01732
_ RR 190 6 1 - -
'F;g’)' RS 102 4 124 025-537  0,7449
SS 63 0 0 0-2,64  0,3408

SS = homozygote sensible ; RS = hétérozygote (hybride résistant et sensible) ; RR = homozygote résistant ; % =

pourcentage ; P. = Plasmodium ; OR = Odds ratio

Tableau XVI. Aptitude a la transmission de P. falciparum chez les différents génotypes pour

la mutation ace-1 G280S dans les communes d’étude

, , Infection a P. falciparum IC-95%
Département Commune  Génotypes Négative Positive OR [OR] p-value
Bassila RS 20 0 1 - -
(Témoin) SS 362 59 Inf 0,77 - Inf 0,0909
Donga Copargo RS 17 0 1 - -
(PID) SS 216 75 Inf 1,38 - Inf 0,0159
Djougou RS 15 13 1 - -
(PID) SS 479 44 0,12 0,05-0,30 <0,0001
Bembereke RS 16 0 1 - -
(Témoin) SS 292 28 Inf 0,34 - Inf 0,3794
Alibori Gogounou RS 17 2 . ] '
(PID) SS 390 22 0,48 0,10 - 4,55 0,2861
Kandi RS 22 1 1 - -
(PID) SS 333 9 0,59 0,07 - 27,23 0,4828

SS = homozygote sensible ;
Plasmodium ; OR = Odds ratio

RS = hétérozygote (hybride résistant et sensible) ; % = pourcentage ; P. =
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3.2.2.4. Discussion

La présente étude dont 1’objectif est de rechercher la fréquence des mutations kdr-L995F et
ace-1 G280S et I’aptitude de Anopheles gambiae s.I. a transmettre P. falciparum a eu lieu dans
6 communes du nord Bénin dont quatre sont sous la PID et les deux autres communes servant
de témoins. Les résultats de cette étude ont montré une fréquence allélique relativement élevée
pour la mutation kdr-L995F dans I’ensemble des communes d’étude. Ces données montrent le
niveau de résistance des Anopheles gambiae s.I. vecteurs du paludisme aux insecticides des
classes des pyréthrinoides et des organochlorés notamment le dichlorodiphényltrichloroéthane
(DDT) dans la zone d’étude. Les résultats des études récentes qui ont montré de fortes
fréquences alléliques de la mutation kdr-L995F dans plusieurs localités au Bénin (Sagbohan et
al., 2022 ; Yahouedo et al., 2016 ; Ngufor et al., 2015), et a travers différents pays endémiques
d’Afrique (Casimiro et al., 2014 ; Ochomo et al., 2013 ; Mwane et al., 2009 ; Awolola et al.,
2009) confirment ces résultats. Cette situation de forte distribution de la résistance aux
pyréthrinoides est en réalité le résultat de 1’intensification de la couverture en moustiquaire
imprégnée de pyréethrinoides observée ces derniéres années. Le déploiement de ces outils de
contrdle dont ’efficacité est incontestable sur les moustiques exerce une pression de sélection
(Williams et al., 2022) qui accentue progressivement la résistance. Par ailleurs, la situation de
la résistance observée dans les sites prospectés est aussi liée a 1’utilisation massive de
pyréthrinoides en agriculture, pour la protection des cultures, comme 1’a rapporté Yadouléton
et al. (2010 et 2009). La fréquence allélique de la mutation kdr-L995F du géne Vgsc a été
significativement plus élevée dans les communes sous la couverture PID (Copargo et Djougou)
comparativement a la commune-témoin (Bassila) dans le département de la Donga
contrairement a celle des communes de 1’Alibori. Cela pourrait s’expliquer par une forte
utilisation des pyréthrinoides en agriculture dans la commune de Bemberéké et par
I’intervention de la PID a Copargo et & Djougou. En effet, bien que les néonicotinoides agissent
principalement sur le systeme nerveux des insectes en ciblant les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine, il existe des preuves que l'exposition a des néonicotinoides tels que la
clothianidine peut étre associée a des mutations génétiques, y compris la mutation kdr-L995F
chez les moustiques Anopheles gambiae s.l. (Zoh et al., 2021 ; Tchouakui et al., 2022). Les
travaux de Zoh et collaborateurs ont montré que la clothianidine seule peut rapidement

sélectionner des alléles de résistance métabolique chez An. gambiae (Zoh et al., 2021).
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Concernant la fréquence de la mutation G280S du géne ace-1, elle a été trés faible dans toutes
les communes et ne dépasse pas 4%. Cependant, il est a noter que la fréquence allélique a été
Iégerement plus faible a Bassila, (commune-témoin) qu’a Copargo et Djougou (communes
pulvérisées). Globalement, les fréquences alléliques des communes PID (3%) et des communes
témoins (2%) ont été similaires (p = 0,58) confirmant le moindre ciblage du géne ace-1 dans
les interventions de lutte antivectorielle au Bénin.
L’infectivité au Plasmodium falciparum des moustiques du complexe Anopheles gambiae
collectés a été trés variable d’une commune a une autre et d’un département a 1’autre
indépendamment du niveau d’évolution des fréquences des mutations kdr-L995F du gene Vgsc
et G280S du géne ace-1. Il a été constaté que la commune de Copargo a un indice sporozoitique
relativement significatif (p = 0,049) par rapport aux autres communes (Bassila et Djougou). Le
niveau élevé de transmission du paludisme observé a Copargo (zone traitée) par rapport a la
commune-témoin (Bassila) pourrait étre d0 au fait que la transmission du paludisme est
ordinairement beaucoup plus intense dans cette zone comme constaté par Yadouleton et al.
(2018). En effet, Copargo est une commune frontalicre du département de 1’Atacora ou
I’incidence du paludisme est I’'une des plus élevées sur le plan national (U.S PMI, 2022 ;
MS/DPP/Annuaires des statistiques sanitaires, 2019).
L’aptitude a transmettre le Plasmodium chez An. gambiae s.I. porteur des mutations kdr-L995F
et ace-1 G280S a été recherchée dans I’ensemble des communes d’étude. Nos données ont
montré que la présence de P. falciparum chez An. gambiae s.l. n’est pas liée au génotype des
moustiques pour la mutation kdr-L995F. Ainsi, selon que le moustique est de génotype
homozygote résistant (RR) ou homozygote sensible (SS) ou méme de hétérozygote (RS), cela
n’impacte en rien son aptitude a porter le P. falciparum et donc a assurer la transmission du
paludisme. Le méme constat a été effectué en ce qui concerne la mutation G280S du géne ace-
1 ou les résultats montrent une aptitude similaire a porter le P. falciparum quoi qu’il soit le
génotype du moustique, méme si les homozygotes sensibles sont plus aptes par endroits. Ces
données sont approuvées par celles de Ossé et al. (2020), qui ont démontré qu’il n’y avait
aucune différence significative entre les fréquences alléliques des moustiques An. gambiae s.1.
femelles infectées et non infectées au P. falciparum selon leur génotype respectif pour la
mutation kdr-L995F du géne Vgsc et la mutation G280S du géne ace-1. Pour Mitri et al. (2015),
la variation genétique influengant l'infection par Plasmodium chez les anophéles sauvages est
liée a un haplotype naturel de 3-mégabase sur le chromosome 2L qui porte I'allele kdr du gene
qui n'influence pas directement la susceptibilité au parasite.
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Conclusion

Cette etude sur la résistance aux insecticides et la transmission du paludisme chez les
moustiques Anopheles gambiae s.1. offre un apercu crucial des interactions entre ces facteurs.
Bien que la prévalence de la mutation kdr-L995F témoigne d'une résistance répandue aux
insecticides, les résultats suggeérent que cette résistance ne semble pas avoir un impact direct
majeur sur l'aptitude des moustiques a transmettre le Plasmodium falciparum. Cette
constatation souligne I'importance d'adopter une approche intégrée pour la lutte contre le
paludisme, en combinant diverses stratégies de contrdle pour cibler efficacement les vecteurs.
Une collaboration continue entre la recherche, les décideurs politiques et les praticiens sur le
terrain reste essentielle pour surmonter les défis complexes liés a cette maladie dévastatrice, et
faire progresser la lutte contre le paludisme afin d'améliorer la santé des communautés

vulnérables.
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3.3. Mutations kdr-L995F et ace-1 G 280S au sein des populations de Anopheles gambiae
s.s. apres usage des insecticides a base de clothianidine en pulvérisation intradomiciliaire

Les résultats de cette section ont été publiés dans Journal of Community Medicine and Public
Health Reports (Article 4)

Esdras Mahoutin Odjo, Armel Djenontin, A Sidick, AJYH. Fassinou, AS Salako, BA Fanou, CJ
Adoha, B Yovogan, CST Akpodji, ZC Koukpo, AA Missihoun, A Sovi, CD Kpanou, L
Towakinou, R Osse, R Azondékon, GG Padonou, MC. Akogbeto and Clement Agbangla,

Genetic structure of Anopheles coluzzii and Anopheles gambiae populations in northern Benin

(West Africa) in the context of indoor residual spraying

Structure génétique des populations de Anopheles coluzzii et de Anopheles gambiae dans le
nord du Bénin (Afrique de I'Ouest) dans le contexte des pulvérisations intradomiciliaires

d'insecticide a effet rémanent

3.3.1. Fréquences alléliques de la mutation kdr-L995F

Globalement, I'analyse de ces données révéle que la fréquence allélique de la mutation kdr-
L995F est relativement élevée dans toute la population et varie en fonction des populations
anophéliennes et de l'insecticide utilisé. Bien que les insecticides utilisés pour les pulvérisations
ne soient pas directement a I’origine de la mutation kdr-L995F, il a été observé, une

augmentation de la fréquence de cette mutation dans certaines populations. (Fig. 42).
3.3.1.1. Pour Anopheles gambiae

La fréquence allélique de la mutation kdr-L995F était comprise entre 82% et 89% avec le
pirimiphos-méthyl 300 CS utilisé en 2019, entre 70% et 94% pour le mélange clothianidine 500
g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg (2020) et entre 80% et 88% pour la clothianidine 50 WG seule
(2021) (Fig. 42A). Pour chaque insecticide, aucune différence remarquable n’a été constatée
entre les fréquences de la mutation kdr des communes traitées et celles de la commune-témoin.
Anopheles gambiae a présenté une fréquence de mutation kdr-L995F de 89% avec pirimiphos-
méthyl 300 CS a Djougou, contre 77% avec le mélange clothianidine + deltaméthrine. En
dehors de Gogounou, le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg semble avoir

réduit la fréquence de la mutation kdr au niveau des communes traitées.
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3.3.1.2. Pour Anopheles coluzzii

La fréquence allélique de la mutation kdr-L995F était de 65% a 78% avec le pirimiphos-méthyl
300 CS, de 45% a 60% pour le mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg et de
58% a 95% pour la clothianidine 50 WG seule (Fig. 42B). Anopheles coluzzii a présenté une
fréquence de la mutation kdr-L995F relativement faible par rapport a Anopheles gambiae dans

la plupart des communes (Fig. 42).
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PM: pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; Clot + Del: mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine
62,5 g/kg; Clo: clothianidine 50 WG; WG: Water dispersible granules

Figure 42 : Diagramme a barres montrant la fréquence de l'alléle kdr chez An. gambiae (A) et
An. coluzzii (B) dans les communes des départements de I'Alibori et de la Donga au Bénin par
espéce et par période de PID.

3.3.2. Fréquences alléliques de la mutation ace-1 G280S

Les donnees de la figure 43 présentent les fréquences alléliques de la mutation G280S du gene
ace-1 chez Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii dans la commune-témoin (Bembereke) et
dans les communes PID (Kandi, Gogounou, Djougou et Copargo) exposées a divers
insecticides. La fréequence de la mutation est faible dans toutes les communes d’étude avec une

valeur maximale de 5%.
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3.3.2.1. Pour Anopheles gambiae

On observe une variation des fréquences d'une commune a l'autre. La fréquence allélique était
de 2% a 3% avec le pirimiphos-méthyl 300 CS, de 1% a 5% avec le mélange clothianidine +
deltaméthrine et 3% a 4% avec la clothianidine seule. Aucune différence significative (p > 0,05)
n’a été observée entre la fréquence allélique moyenne des communes PID et celle de la

commune-témoin (Fig. 43A).

3.3.2.2. Pour Anopheles coluzzii

La fréquence de la mutation était de 0% a 3% avec le pirimiphos-méthyl 300 CS, de 1% a 3%

pour le mélange clothianidine + deltaméthrine et pour la clothianidine 50 WG seule.
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PM: pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; Clot + Del: mixture clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine
62,5 g/kg; Clo: clothianidine 50 WG; WG: Water dispersible granules

Figure 43: Diagramme a barres montrant la frequence de l'allele ace-1 chez An. gambiae (A)
et An. coluzzii (B) dans les communes des départements de I'Alibori et de la Donga au Bénin

par espéce et par période de PID.

3.3.3. Indice de fixation Fis

L’évaluation de I’écart a la panmixie au sein des différentes populations a été effectuee
(Tableaux XVII et XVIII). Pour la mutation kdr-L995F du gene Vgsc, les populations de
Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii ont présenté des indices de fixation (Fis) positifs (Fis
> 0). L hétérozygotie attendue (He) est supérieure a celle observée (Ho). Les valeurs des indices
de fixation ont varié au sein des populations entre les campagnes PID de 2019 a 2021 avec de

différents insecticides. Les valeurs minimale et maximale de Fis ont été retrouvées a Kandi
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(0,35 et 0,65) pour Anopheles gambiae, a Kandi (0,11) et Djougou (0,57) pour Anopheles
coluzzii. Ces indices de fixation positifs ont traduit un déficit d’hétérozygotie existant au sein
des populations (Tableaux XVI1I et XVIII).

Pour la mutation G280S du gene ace-1, I’indice de fixation (Fis) a été globalement négatif dans
les populations de Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii. En 2020, les populations de
Anopheles gambiae de Gogounou et de Copargo ont tendance a retrouver 1’équilibre sous
I’hypothése de Hardy-Weinberg (Fis= 0). Il en est de méme pour les différentes populations de
Anopheles coluzzii de 2019 a 2020. Les valeurs de Fis ont été faibles montrant un début d’exceés

des hétérozygotes dans les populations. (Tableaux XVII et XVIII)
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Tableau XVII. Hétérozygotie observée (Ho), Hétérozygotie attendue (He), indice de fixation (Fis) et nombre d’individus échantillonnés de An.

gambiae par population et par insecticides.

Mutations
Population Période (insecticide) N kdr-L995F ace-1 G280S
He Ho Fis He Ho Fis
Bembereke
2019 (Témoin) 120 0,284 +£0,081 0,125 + 0,059 0,5616 0,049 + 0,039 0,050 + 0,039 -0,0215
2020 (Témoin) 33 0,261+0,150 0,182+ 0,132 0,3069 0,059 + 0,081 0,061 + 0,081 -0,0159
2021 (Témoin) 190 0,305+ 0,065 0,226 + 0,060 0,2577 0,056 + 0,033 0,058 + 0,033 -0,0272
Kandi
2019 (PM 300 CS) 107 0,229 £ 0,080 0,150 + 0,068 0,3467 0,055+ 0,043 0,056 + 0,044 -0,0242
2020 (clot + delt) 80 0,423+0,108 0,150+ 0,078 0,6465 0,073+ 0,057 0,075 + 0,058 -0,0327
2021 (clot alone) 159  0,319+0,072 0,182 + 0,060 0,4285 0,084 +0,043 0,088 + 0,044 -0,0429
Gogounou
2019 (PM 300 CS) 104 0,300+ 0,088 0,135 + 0,066 0,5526 0,047 £+ 0,041 0,048 £+ 0,041 -0,0198
2020 (clot + delt) 35 0,109+0,103 0,057 + 0,077 0,4809 0,029 £ 0,055 0,029 £ 0,055 0,0000
2021 (clot alone) 232 0,260 * 0,056 0,159 + 0,047 0,3866 0,059 + 0,030 0,060 £ 0,031 -0,0290
Djougou
2019 (PM 300 CS) 66 0,191+ 0,095 0,121 + 0,079 0,3674 0,059 £ 0,057 0,061 £ 0,058 -0,0236
2020 (clot + delt) 51 0,353+0,131 0,176 + 0,105 0,5022 0,094 + 0,080 0,098 + 0,082 -0,0421
2021 (clot alone) 243 0,310+ 0,058 0,144 + 0,044 0,5361 0,060 + 0,030 0,062 £ 0,030 -0,0298
Copargo
2019 (PM 300 CS) 129 0,206 £ 0,070 0,124 + 0,057 0,3998 0,068 + 0,043 0,070 £ 0,044 -0,0323
2020 (clot + delt) 65 0,340+0,115 0,185 + 0,094 0,4599 0,060 + 0,058 0,062 £ 0,058 0,0240
2021 (clot alone) 157 0,218 £ 0,065 0,134 +£ 0,053 0,3879 0,056 + 0,036 0,057 £ 0,036 -0,0263

N: numbre d’individus échantillonnés; Ho: hétérozygotie observée; He: hétérozygotie attendue; Fis: PM: pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; Clot + Del: mélange
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg; Clo: clothianidine 50 WG; WG: Water dispersible granules.
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Tableau XVI1II. Hétérozygotie observée (Ho), Hétérozygotie attendue (He), indice de consanguinité (Fis) et nombre d’individus échantillonnés de

An. coluzzii par population et par insecticides

Mutations
N: Population Période (insecticide) N kdr-L995F ace-1 G280S
He Ho Fis He Ho Fis
Bembeérekeé
2019 (Témoin) 23 0,348 +£0,195 0,174 £ 0,155 0,5056 0,000 + 0,000 0,000 £ 0,000 -
2020 (Témoin) 37 0,501+0,161 0,243 £ 0,138 0,5179 0,027 £ 0,052 0,027 £ 0,052 0,0000
2021 (Témoin) 134 0,470 £ 0,085 0,358 + 0,081 0,2378 0,037 £ 0,032 0,037 £ 0,032 -0,0153
Kandi
2019 (PM 300 CS) 34 0,395+0,164 0,353+ 0,161 0,1081 0,029 £ 0,057 0,029 + 0,057 0,0000
2020 (clot + delt) 144 0,495+ 0,082 0,215 £ 0,067 0,5657 0,054 + 0,037 0,056 * 0,037 -0,0251
2021 (clot seule) 201 0,483 £0,069 0,363 + 0,066 0,2490 0,039 £ 0,027 0,040 £ 0,027 -0,0178
Gogounou
2019 (PM 300 CS) 23 0,463 +0,204 0,348 £ 0,195 0,2542 0,043 £ 0,083 0,043 £ 0,083 0,0000
2020 (clot + delt) 76 0,503 +0,112 0,250 + 0,097 0,5042 0,052 £+ 0,050 0,053 + 0,050 0,0204
2021 (clot seule) 192 0,490+ 0,071 0,401 * 0,069 0,1817 0,026 + 0,022 0,026 * 0,023 -0,0106
Djougou
2019 (PM 300 CS) 12 0,391+0,276 0,333 £ 0,267 0,1538 0,000 + 0,000 0,000 £ 0,000 -
2020 (clot + delt) 18 0,508 £ 0,231 0,222 £ 0,192 0,5696 0,056 + 0,106 0,056 + 0,106 0,0000
2021 (clot seule) 292 0,095+ 0,034 0,065 * 0,028 0,3121 0,044 + 0,023 0,045 + 0,024 -0,0211
Copargo
2019 (PM 300 CS) 18 0,412 +0,227 0,222 £ 0,192 0,4688 0,056 + 0,106 0,056 + 0,106 0,0000
2020 (clot + delt) 15 0,496 £ 0,253 0,267 £ 0,224 0,4717 0,067 £ 0,126 0,067 £ 0,126 0,0000
2021 (clot seule) 144 0,288 £ 0,074 0,139 + 0,056 0,5185 0,054 + 0,037 0,056 + 0,037 -0,0251

numbre d’individus échantillonnés; Ho: hétérozygotie observée; He: hétérozygotie attendue; Fis: PM: pirimiphos-méthyl; CS: capsule suspensions; Clot + Del: mélange
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg; Clo: clothianidine 50 WG; WG: Water dispersible granules.
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3.3.4. Différenciation génétique Fst

Les Fst par paire ont été calculés pour les deux loci (kdr-L995F et ace-1 G280S), et les résultats
ont été comparés entre la commune-témoin et chaque commune PID pour chaque insecticide
(Tableau XIX), et pour chaque commune en fonction des insecticides (Tableau XX).

Les valeurs de Fst dans les tableaux XIX et XX indiquent le degré de différenciation génétique
entre les paires de populations pour deux loci différents (kdr-L995F et ace-1 G280S) sur trois
années différentes (2019, 2020, 2021).

Anopheles gambiae a présenté pour le locus kdr-L995F (Tableaux XIX et XX) une
différenciation génetique importante en 2019 et 2021 (Fst = 0,24 et 0,70) puis une
différenciation génetique faible en 2020 (Fst = 0,02) entre Bembeérékeé (population témoin) et
Kandi (population sous PID). Entre Bemberéeke et Gogounou, la différenciation génétique a été
tres importante en 2019 (Fst = 0,80) et ensuite modérée en 2020 et 2021 (Fst = 0,09 et 0,20).
Bembeérekeé avec Djougou et Copargo, offrent une différenciation génétique modérée en 2019
(Fst=0,10 et 0,10), importante en 2020 (Fst = 0,32 et 0,35) puis treés importante en 2021 pour
Djougou (Fst = 0,93) et faible pour Copargo (Fst = 0,03) (Tableau 3).

Les valeurs Fst de Anopheles gambiae pour le locus ace-1 G280S entre Bembéréeke et chaque
commune PID ont été globalement comprises entre (Fst = 0,6 et 1,0) indiquant une
différenciation génétique tres importante entre la commune témoin et chaque commune PID.
Globalement pour Anopheles gambiae, les différenciations génétiques sont plus importantes

pour le locus ace-1 G280S que pour le locus kdr-L995F.

Anopheles coluzzii pour le locus kdr-L995F (Tableaux X1X et XX), montre des variations des
coefficients de différenciation génétique d'une année a l'autre et entre les paires de populations.
Globalement, les coefficients de différenciation ont été décroissants de 2019 & 2021 entrainant
une différenciation génétique trés importante (Fst > 0,31) a une différenciation génétique
importante entre Bemberéke et Gogounou avec le pirimiphos-méthyl et la clothianidine seule
(Fst=0,24, Fst=0,19) d’une part, et entre Bembereke et Copargo (Fst = 0,19) avec le mélange
clothianidine + deltaméthrine d’autre part. La différenciation génétique modéree (Fst = 0,09) a
été observée entre Kandi et Bembeéreke avec le mélange de clothianidine + deltaméthrine. La
différenciation génétique faible (Fst < 0,0001) a été constatée avec la clothianidine seule en

2021 entre Bembereke et Djougou et enfin Bemberéké et Copargo.
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Pour le locus ace-1 G280S, les données de differenciation génétique entre différentes paires de
populations présentent une différenciation généralement importante entre les populations et

entre les traitements.

Tableau XIX. Différenciation génétique entre populations de An. gambiae et de An. coluzzii

des communes PID et de la commune-témoin pour les mutations kdr-L995F et ace-1 G280S

. kdr-L995F ace-1 G280S
X Populations _ _
Espece comparées P-méthy Clot + Delt  Clot seule P-méthy Clot + Delt  Clot seule
(2019) (2020) (2021) (2019) (2020) (2021)
Kan & Bem  0,2403 0,0194 0,6983 1,0000 1,0000 0,3100
An. Gog & Bem  0,8054 0,0921 0,1992 1,0000 0,6119 1,0000
gambiae Djo & Bem 0,0985 0,3223 0,9311 1,0000 0,7059 1,0000
Cop &Bem  0,0958 0,3418 0,0265 0,6054 1,0000 1,0000
Kan & Bem  0,6601 0,0921 0,4131 1,0000 0,6916 1,0000
An. Gog & Bem  0,2478 0,3224 0,1983 1,0000 0,6703 0,7470
coluzzii  Djo & Bem 0,7707 0,3142 <0,0001 NP 1,0000 0,8036
Cop &Bem  0,6094 0,1969 <0,0001 0,4384 1,0000 0,5819

Bem : Bemberéke ; Kan : Kandi ; Gog : Gogounou ; Djo : Djougou ; Cop : Copargo
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Tableau XX. Différenciation génétique des populations de An. coluzzii et de An. gambiae de la méme commune d’une année PID a I’autre pour
les mutations kdr-L995F et ace-1 G280S

. . . ) ) Alibori (Sous PID) Donga (Sous PID) Témoin
Mutations Espéces Insecticides (Années) comparés ) i s
Kandi Gogounou Djougou Copargo Bembérekeé
P-methy (2019) & Clot + Delt (2020) 0,0001 0,0081 0,0180 0,0145 0,7189
Qgﬁbiae P-methy (2019) & Clot seule (2021) 0,0337 0,3701 0,0185 0,7989 0,6682
Clot + Delt (2020) & Clot seule (2021) 0,0226 0,0279 0,4945 0,0186 0,4977
Kdr-L995F
P-methy (2019) & Clot + Delt (2020) 0,0082 0,1259 0,1752 0,4321 0,0003
?(?I.uzzii P-methy (2019) & Clot seule (2021) 0,0320 0,3468 0,0016 0,1693 0,0467
Clot + Delt (2020) & Clot seule (2021) 0,3868 0,2523 <0,0001 0,0155 0,0071
P-methy (2019) & Clot + Delt (2020) 0,7686 0,6994 0,5111 1,0000 1,0000
Qgﬁbiae P-methy (2019) & Clot seule (2021) 0,3664 0,8049 1,0000 0,8103 0,8080
Ace.l Clot + Delt (2020) & Clot seule (2021) 0,8147 0,5151 0,5527 1,0000 1,0000
G280S
P-methy (2019) & Clot + Delt (2020) 0,6980 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
ﬁonlluzzii P-methy (2019) & Clot seule (2021) 1,0000 1,0000 0,6791 1,0000 0,6070
Clot + Delt (2020) & Clot seule (2021) 0,6098 0,4571 1,0000 1,0000 1,0000

Bem : Bemberéke ; Kan : Kandi ; Gog : Gogounou ; Djo : Djougou ; Cop : Copargo
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3.3.5. Discussion

Les fréquences de la mutation kdr-L995F calculées dans toutes les populations de Anopheles
gambiae et de Anopheles coluzzii ont montré qu’il n’y a aucune différence remarquable entre
les communes traitées et la commune-témoin. Cette observation serait due a une utilisation des
insecticides de la classe des pyréthrinoides et des organochlorés (DDT) en agriculture dans ces
zones d’études (Yadouleton et al., 2009; L. S. Djogbénou et al., 2016; Yadouleton et al., 2010).
En effet, ces classes d’insecticides ciblent le géne du canal sodium voltage dépendant (Vgsc)
ou se trouve la mutation kdr-L995F (Kouadio et al., 2023; Moss et al., 2024). Cette forte
utilisation des insecticides serait a 1’origine de la sélection des individus résistants augmentant
ainsi la fréquence de la mutation dans les différentes populations (Grigoraki et al., 2021;
Syahrani et al., 2024). Plusieurs travaux ont montré des résultats similaires au Bénin et dans
plusieurs autres pays d’Afrique et d’ailleurs (Aizoun et al., 2014; Boussougou-Sambe et al.,
2023; Clarkson et al., 2021; Moss et al., 2024; Sovi et al., 2020; Syahrani et al., 2024). Par
ailleurs, les fréquences de cette mutation observée au niveau des populations de Anopheles
coluzzii sont relativement inférieures a celles de Anopheles gambiae au fil des années. Ce
constat serait lié au gite permanent que préfere Anopheles coluzzii qui est dominant pendant la
saison séche (Etang et al., 2016; Gimonneau et al., 2012). Au cours de cette saison, la pression
insecticide est faible en absence d’activités agricoles. Par contre la fréquence allélique élevée
dans les populations de Anopheles gambiae est liée a 1’utilisation des insecticides notamment
les pyréthrinoides (Fassinou et al., 2019; Yadouleton et al., 2011) qui assurent la protection des
cultures et en retour favorise la sélection de la résistance dans ces populations d’Anopheles
gambiae (Clarkson et al., 2021; Djégbe et al., 2011; Djogbénou et al., 2016). Concernant le
géne ace-1, la fréquence de la mutation G280S est faible dans toutes les populations de
Anopheles coluzzii et de Anopheles gambiae pendant les trois années de 1’étude. Ces faibles
fréguences alléliques obtenues dans ces populations seraient liées a une utilisation momentanée
de ces insecticides, uniguement pendant la PID, ce qui ne favorise pas une sélection des
individus résistants. Aussi cette faible fréquence observée de 1’alléle résistant pourrait étre liée
au colt d’adaptation élevé de la mutation ace-1 (Assogba et al., 2016; Claret et al., 2024;
Djogbénou et al., 2008; Grau-Bové et al., 2021). Les travaux antérieurs ont montré aussi cette
faible fréquence de cette mutation au Bénin (Kpanou et al., 2021; Salako et al., 2018).

Plusieurs facteurs pourraient expliquer les écarts observés par rapport a la panmixie. Pour le
gene Vgsc -L995F, toutes les populations de Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii ont

présenté des valeurs positives de Fis montrant ainsi un déficit d’hétérozygotie (Fis>0), d’une
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part, la sélection en faveur des individus homozygotes résistants et d’autre part la consanguinité
due a un accouplement préférentiel entre les individus de méme génotype. En effet, les
individus hétérozygotes ont une moindre probabilité de survie ou de reproduction par rapport
aux individus homozygotes suite a la pression des insecticides. Ces observations ont été
confirmées par la diminution de la fréquence des hétérozygotes observée dans la population
(South & Hastings, 2018). Concernant le géne Ace-1-G280S, I’indice de fixation a été
globalement négatif (Fis < 0) dans les populations de Anopheles gambiae et pour la plupart dans
celles de Anopheles coluzzii indiquant un excés d’hétérozygotie. Cet excés d’hétérozygotie
pourrait s’expliquer par le colt génétique élevé entrainant la baisse de la fréquence de ’allé¢le
résistant. D une part, cela serait dii & une sélection naturelle défavorable aux individus porteurs
de la mutation, ce qui entraine une diminution de la transmission de 1’alléle résistant aux
générations futures. D’autre part, on pourra associer aussi la faible fréquence de cette mutation
dans les populations a ce phénoméne malgré les nombreuses années d’utilisations du
pirimiphos-méthyl en PID. D’autres facteurs environnementaux et la dynamique de la sélection
ne sont pas a exclure (Gillespie & Turelli, 1989; Llaurens et al., 2017; Szulkin et al., 2010).
Dans certaines populations de Anopheles coluzzii, I’indice de fixation a été sensiblement égal a
zéro indiquant une population a I’Equilibre de Hardy-Weimberg pour le locus Ace-1 malgré
I’utilisation du pirimiphos-méthyl. Ce résultat serait d0 au colt génétique élevé plus accentué
dans les populations de Anopheles coluzzii par rapport aux populations de Anopheles gambiae.
On pourrait aussi associer ces résultats a un risque d’erreur de deuxieme espece.
La différenciation génétique est trés forte dans toutes les populations de Anopheles gambiae et
de Anopheles coluzzii pour le gene Ace-1. Ce résultat s’explique par le cotit génétique élevé de
ce gene qui limite les flux génétiques entre les différentes populations. Cette forte
différenciation pourrait s’expliquer aussi par la distance qui sépare les différentes sous-
populations. D’autres facteurs écologiques ou comportementaux non encore ¢lucidés pourraient
expliquer aussi ces résultats. Concernant la différenciation génétique au niveau du gene vgsc,
on note une différenciation faible, modérée et forte en fonction des paires de sous-populations
considérées. La faible différenciation génétique observée en 2020 entre Kandi et Bembéreke
(Fst=0,019) et en 2021, entre Copargo et Bemberékeé (0,026) pour Anopheles gambiae, suggére
un flux génétique élevé entre les sous-populations. Elle résulterait aussi de 1’absence de barriére
génetique qui aurait pour consequence un melange des alléles de facon aléatoire. Les mémes
constats ont été observés en 2021 pour les sous-populations de Anopheles coluzzii de Djougou-
Bembéreke et Copargo-Bembeéreke (Fst < 0,001). Aprés les campagnes PID avec le mélange
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clothianidine + deltaméthrine, il y a globalement une diminution de la fréquence allélique de la
mutation kdr-L995F pour les populations d’Anopheles coluzzi et d’Anopheles gambiae. Cette
diminution de la fréquence kdr-L995F est accompagnée d’une faible différenciation génétique
au niveau des populations de Anopheles gambiae et de Anopheles coluzzii. On pourrait croire
que I’utilisation du mélange clothianidine + deltaméthrine en PID limiterait la propagation de
I’allele résistant du géne vgsc chez Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii. D’autres études
permettront de mieux comprendre I’implication du mélange clothianidine + deltaméthrine dans

I’évolution de la mutation kdr-L995F chez les sous-espéces du complexe Anopheles gambiae.

Conclusion

La diminution de la fréquence de la mutation kdr-L995F chez Anopheles coluzzii, par rapport a
Anopheles gambiae, est attribuée a la préférence de Anopheles coluzzii pour des gites
permanents, dominants pendant la saison séche, caractérisés par une faible pression insecticide
en l'absence d'activités agricoles. En revanche, la fréquence élevée chez Anopheles gambiae est
associée a l'utilisation intensive de pyréthrinoides et DDT, assurant la protection des cultures et
favorisant la sélection de la résistance. La faible fréquence de la mutation G280S chez les
populations de Anopheles coluzzii et de Anopheles gambiae est expliquée par une utilisation
momentanée des carbamates et des organophosphorés et par le colt d'adaptation élevé de la
mutation G280S. Ce colt génétique €levé pourrait étre a 1’origine de 1'exces d'hétérozygotie
observé dans certaines populations entrainant une diminution de la transmission de l'allele
résistant aux générations futures. Les indices de fixation (Fis) révelent un déficit d'hétérozygotie
pour le géne vgsc-L995F, suggérant une sélection en faveur des individus homozygotes
résistants et la consanguinité. La différenciation génétique élevée pour le géne ace-1 indique
des flux génétiques limités entre les populations, probablement en raison du codt génétique
élevé de ce gene. Le mélange clothianidine + deltaméthrine pourrait avoir un impact réducteur
(a élucider) sur la fréquence de la mutation kdr-L995F pour les populations de Anopheles

coluzzii et de Anopheles gambiae.
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Discussion géneérale

Nous avons évalué en communauté a grande échelle I’efficacité de trois formulations
insecticides utilisées en pulvérisation intradomiciliaire au Bénin. I s’agit d’un
organophosphoré (pirimiphos méthyl 300CS), d’un néonicotinoide (clothianidine SOWG) et
d’un mélange de néonicotinoide et de pyréthrinoide (clothianidine 500g/kg + deltaméthrine
62,5 g/kg). Les insecticides a base de clothianidine sont considérés comme des molécules
alternatives potentielles aux carbamates et aux organophosphorés.

Les tests de sensibilité en tube OMS réalisés sur les populations locales de An. gambiae s.I.
dans les quatre communes sous la surveillance PID ont montré une résistance généralisée aux
doses diagnostiques de la deltaméthrine (mortalité <90%). Le méme résultat a été obtenu par
Salako et al. (2018) et Kpanou et al. (2022) dans les mémes régions. Tokponnon et al. (2018)
rapprochent cette résistance de la distribution et de I’utilisation massive des moustiquaires
imprégnées de pyréthrinoides, de I'utilisation abusive des pyréthrinoides dans I’agriculture et
de I'usage domestique des insecticides de synthése généralement constitués de pyréthrinoide.
La perte totale de la sensibilité des vecteurs locaux au bendiocarb (0,1%) en 2021 et la suspicion
de résistance du pirimiphos-méthyl a la dose diagnostique dans quelques localités sous
surveillance entomologique de la PID ont été signalées par d’autres études (Djenontin et al.,
2010 ; Aikpon et al., 2013 ; Gnanguenon et al., 2015, Salako et al., 2018). Ces résultats
justifient le remplacement du bendiocarb 800 g/kg et du pirimiphos-méthyl 300CS par les
insecticides a base de la clothianidine au Bénin. En effet, ce remplacement cible d’autres
récepteurs afin d’optimiser I’impact de la PID sur les vecteurs locaux du paludisme.

Les bioessais en cones ont révélé durant toute la période d’étude un fort taux de mortalité induit
par la clothianidine 50WG et le mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5g/kg par
rapport a celui du pirimiphos-méthyl 300CS. De méme la mortalité immédiate 30 min
enregistrée pour le mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5g/kg est supérieure a
celle de la clothianidine 50WG puis du pirimiphos-méthyl 300CS. Les mortalités différées
induites par les trois formulations insecticides sur les anophéles ont augmenté d’un temps
d’observation a 1’autre sans aucune différence significative. Cependant, vingt-quatre (24)
heures apres 1’exposition des vecteurs aux murs traités, la mortalité moyenne induite par le
mélange clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5g/kg différe significativement de celle de
clothianidine 50WG. On note une légére performance du mélange clothianidine 500g/kg +

deltaméthrine 62,5g/kg contre les anopheles sensibles 30 minutes et vingt-quatre (24) heures
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aprés exposition, ce qui pourrait s’expliquer par un effet de synergie entre la deltaméthrine et
la clothianidine.
Les deux formulations a base de clothianidine ont montré un effet résiduel de dix (10) mois
avec An. gambiae s.s. “’Kisimu’’. Ce résultat confirme la performance précédemment
démontrée au laboratoire et en milieu semi-naturel (Fongnikin et al., 2020 ; Ngufor et al., 2017),
puis en communauté a petite échelle (Agossa et al., 2018 ; Uragayala et al., 2018) du mélange
clothianidine 500g/kg + deltaméthrine 62,5g/kg contre des populations de vecteurs qui ont
développé une résistance aux insecticides utilisés jusque-la en santé publique. L’effet résiduel
de la clothianidine observé dans cette étude est supérieur a celui des insecticides recommandés
jusqu'a présent par I’OMS pour la PID (OMS, 2006). Les trois insecticides ont induit des
performances (rémanence, effet Iétal) qui ont varié en fonction du type de support mural. Cette
variation peut s’expliquer par la différence de porosité entre les supports traités (Mosqueira et
al., 2010). En effet, les supports muraux n’absorbent pas la solution insecticide de la méme
facon et la biodisponibilité du produit sur les supports ne serait donc pas la méme au cours du
temps (Padonou et al., 2012). La faible efficacité de toutes les formulations insecticides sur les
supports en banco par rapport aux supports en ciment pourrait se justifier par la forte porosité
des murs en banco qui sont faits a base de terre battue. En effet, de nombreuses études menées
au Bénin dans les cases expérimentales et en communauté (PID dans I’Ouémé et dans
I’ Atacora) ont montré que ’activité résiduelle a été souvent tres faible sur les supports muraux
a forte porosité (Akogbeto et al., 2011, Aikpon et al., 2014). En Inde, Prakash et al. (2012) ont
montré que 1’activité résiduelle de la deltaméthrine est plus importante sur les murs en ciment
que sur ceux en banco.
Cependant, existe-t-il de différence dans les indicateurs de transmission du paludisme (taux de
piglres humaines, indice de sporozoites, taux d'inoculation entomologique, incidence du
paludisme, densité de repos a l'intérieur, taux d’alimentation sanguine et parturité) apres la
pulvérisation de produits a base de pirimiphos-méthyl et de clothianidine ? Des fluctuations ont
été observées dans 1’abondance de moustiques collectés selon les genres et les espéces par annéee
d’¢étude. Culex (Cx.) quinquefasciatus (59,64%) a été relativement dominant suivi de Anopheles
(An.) gambiae s.l. (37,62%). Au cours des trois (3) années d’étude, Cx. quinquefasciatus était
plus collecté dans les zones centrales alors que An. gambiae s.l. était généralement dominant
dans les zones périphériques. L’abondance du Cx. quinquefasciatus serait liée a ses aptitudes a
pondre des ceufs et a se développer dans une variété de gites naturels et artificiels (Gil et al.,
2021). Parmi les 8 espéces d’anophéles collectées, An. gambiae s.I., An. funestus et An. nili ont
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été identifiées vecteurs du paludisme. Le complexe An. gambiae a été omniprésent dans toute
la zone d’étude avec une dominance absolue de 98,64% (18.683/18.940) sur les autres
anopheles. Le groupe An. funestus vient en deuxieme position [1% (190/18.940)] et ensuite les
quelques spécimens de An. nili [0,03% (5/18.940)]. Cette prédominance de An. gambiae s.l. a
été antérieurement signalée au nord du Bénin par Gnanguenon et al. (2014), Aikpon et al.
(2013) et Salako et al. (2019) respectivement a Kandi, dans 1’ Atacora, dans la Donga et dans
I’Alibori. La caractérisation moléculaire de An. gambiae s.I. a montré que An. gambiae
(52,86%), An. coluzzii (46,35%) et An. arabiensis (0,78%) sont les espéces sceurs qui peuplent
les deux départements d’étude. Ces résultats sont similaires a celui de Salako et al. (2019).
La réduction du taux de piqire a I’intérieur des maisons traitées par rapport aux maisons
témoins suggére la prévention complémentaire que représente la PID pour la lutte contre le
paludisme a c6té des moustiquaires imprégneées. En effet, Akogbéto et al. (2018), ont montré
des taux €elevés de pigdres de An. gambiae s.l. sur ’homme a I’intérieur des maisons sous la
couverture des MIILD.
Les résultats de notre étude indiquent un meilleur taux de réduction du contact homme vecteur,
de I’indice sporozoitique (IS), du taux d’inoculation entomologique (TIE) de An. gambiae s.I.
a I’intérieur mais aussi a I’extérieur des habitations pulvérisées avec le pirimiphos-méthyl 300
CS dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga. Aussi, note-t-on une réduction modérée
des trois indicateurs a I’intérieur des habitations traitées avec le mélange clothianidine 500 g/kg
+ deltaméthrine 62,5 g/kg. En ce qui concerne la clothianidine 50 WG seule, les taux de pigdres
a I’intérieur et a I’extérieur des habitations et les infections a sporozoites sont élevés éliminant
la possibilité de réduire le TIE a I’intérieur des habitations traitées avec 1’insecticide. Ces
résultats confirment I’efficacité du pirimiphos-méthyl 300 CS utilisé en pulveérisation
intradomiciliaire (PID) pour 1’élimination et le contrdle des vecteurs du paludisme résistants
aux pyréthrinoides. Au nord du Bénin et au Kenya, les conclusions des travaux de Akogbéto et
al. (2018), Salako et al. (2019) et Abong’o et al. (2020) ont évoqué I’impact positif du
pirimiphos-méthyl 300 CS en PID dans la réduction des indicateurs entomologiques de
transmission du paludisme. L’efficacité résiduelle de dix (10) mois du pirimiphos-méthyl 300
CS au Kenya en 2020 (Abong’o et al., 2020), a permis non seulement la réduction drastique de
la densité An. funestus, vecteur principal du paludisme, mais aussi la réduction du nombre de
cas palustres enregistré au niveau des structures sanitaires. L’effet positif de la PID avec le
pirimiphos-méthyl 300 CS sur la longévité des vecteurs du paludisme au repos et a I’extérieur
des habitations traitées dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga résulte de la rapidité
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d’action (Mhadhbi et al., 2012) de I’insecticide sur les récepteurs ciblés de ’insecte vecteur. La
réduction de la transmission du paludisme avec la clothianidine 50 WG seule et le mélange
clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg en PID contre les moustiques résistants aux
pyréthrinoides ont été respectivement sans différence significative et relativement meilleure a
I’intérieur des habitations. Les insecticides a base de clothianidine en PID ont un effet Iétal lent
sur les moustiques contrairement aux autres insecticides préqualifiés en santé publique. Lorsque
la souche du terrain des anopheles entre en contact avec la clothianidine, elle peut survivre
pendant cent vingt (120) heures (Odjo et al., 2023 ; Kweka et al., 2018 ; Oxborough et al.,
2019). Si nous admettons que la femelle sauvage de An. gambiae s.l. s’alimente du sang toutes
les 48 heures (Carnevale et al., 1979), alors elle peut piquer 3 fois au moins pour prendre son
repas sanguin a I’intérieur des habitations traitées avant sa mort, ce qui pourrait augmenter le
taux de pigdre des anopheles et la transmission du paludisme au niveau des habitations
pulvérisées avec des insecticides a base de clothianidine. La conclusion des activités de
recherche de Hoppé et al. (2016) notifiant la faible activité insecticide de la clothianidine contre
Aedes aegypti pourrait permettre de comprendre nos résultats. Cette faible activité de la
clothianidine conduisant a son rejet (Hoppé et al., 2016) a été approuvee par Lees et al. (2019)
lorsqu’ils ont constaté 1’efficacité insuffisante de la clothianidine contre les moustiques lors des
essais de contact des tarses des anophéles appliqués sur des bouteilles sensibilisées avec la
clothianidine.
Malgré 1’augmentation croissante du TIE en 2020 et 2021 avec 1’utilisation respective du
mélange clothianidine 500 g/kg + deltaméthrine 62,5 g/kg et de clothianidine 50 WG seule en
PID, I’incidence du paludisme a été relativement réduite dans 1I’Alibori au cours des deux
années et seulement en 2020 dans la Donga. Cette réduction de I’incidence a travers la
régression du nombre de nouveaux cas palustres enregistrés s’explique probablement par la
distribution nationale et 1’utilisation des MIILD. En effet, en 2020, 12.703.091 MIILD
envisagees pour couvrir la totalité des ménages dénombrés sur 1’étendue du territoire ont été
entierement distribuées (WHO, 2021). Aussi, la gestion de la COVID 19 par des mesures de
confinement et la peur d’étre hospitalis¢é pour COVID 19 ont provoqué un comportement de
fuite des services sanitaires au sein de la population. Ce fait pourrait expliquer la réduction du
nombre de nouveaux cas palustres enregistrés au niveau des services sanitaires des
départements de 1’ Alibori et de la Donga.
La densité au repos de An. gambiae s.l. a Dintérieur des chambres pulvérisées est
significativement faible a celle des chambres non pulvérisées en 2019 avec 1’usage du
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pirimiphos-méthyl 300 CS en PID et en 2020 avec le mélange clothianidine 500 g/kg +
deltaméthrine 62,5 g/kg dans toute la zone d’étude. Cependant, en 2021, la situation contraire
a été observée avec plus de An. gambiae s.l. au repos dans les chambres pulvérisées avec la
clothianidine 50 WG seule. Ce résultat est similaire a celui de Agossa et al. (2018) a Coveé dans
les cases expérimentales ou 1’exophilie induite par la clothianidine 50 WG seule était
relativement faible. Cela serait di a I’absence de propriété excito-répulsive et irritante de la
clothianidine.
Les taux de gorgement élevés observés dans les habitations traitées peuvent s’expliquer par le
comportement anthropophile de An. gambiae s.I. qui cherche a prendre d’abord son repas de
sang avant de se reposer. Ces résultats sont similaires a celui obtenu par Akogbéto et al. (2018) ;
Agossa et al. (2014) ; Ototo et al. (2015) ; Padonou et al. (2012) ; Gnanguenon et al. (2014) ;
Aikpon et al. (2014). On peut supposer qu’au cours des deux (2) premiéres heures apres le
coucher du soleil, les femelles de An. gambiae s.I. réussissent a s’alimenter du sang (Carnevale
etal., 1979 ; Brun, 1973) au moment ou les ménagéres s’occupent des activités domestiques ou
en train de suivre la télévision ou la radio. Aussi, An. gambiae s.l. arrive a prendre son repas de
sang au crépuscule (Carnevale et al., 1979) lorsque les membres du ménage quittent leur MIILD
pour la priére et autres activités domestiques comme la cuisine. A la fin de la prise du repas de
sang, les femelles de An. gambiae s.l. vont se reposer sur les différents supports accrochés aux
murs pulvérisés d’insecticide évitant le contact avec 1’insecticide.
Le faible taux de parturité observé dans les habitations pulvérisées de pirimiphos-méthyl
confirme la capacité de I’insecticide a limiter le séjour des moustiques endophiles. Ces résultats
confirment ceux de Salako et al. (2019). Cependant, aucune différence significative n’a été
observé du c6té de clothianidine 50 WG seule. Ceci peut étre di a sa faible toxicité (Hoppé et
al., 2016) qui favorise un long séjour des anopheles vecteur du paludisme a I’intérieur des
habitations.
Toutefois, il est a noter que la faible performance de la clothianidine a réduire les indicateurs
entomologiques de transmission du paludisme pourrait étre liée a d’autres facteurs tels que le
climat, la couverture de I’intervention (Odjo et al., 2023).
La fréquence des mutations kdr-L995F et ace-1 G280S et I’aptitude de Anopheles gambiae s.1.
a transmettre le Plasmodium falciparum ont été évaluées suite a I’impact des insecticides a base
de clothianidine sur la réduction des indicateurs entomologiques. Les résultats de cette étude
ont montré une fréquence allélique relativement élevée pour la mutation kdr-L995F dans
I’ensemble des communes d’étude. Ces données montrent le niveau de résistance des Anopheles
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gambiae s.l. vecteurs du paludisme aux insecticides des classes des pyréthrinoides et des
organochlorés notamment le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) dans la zone d’étude. Les
études récentes ont montré de fortes fréquences alléliques de la mutation kdr-L995F dans
plusieurs localités au Bénin (Sagbohan et al., 2022 ; Yahouedo et al., 2016 ; Ngufor et al., 2015,
Djogbénou et al., 2016; Yadouleton et al., 2010), et a travers différents pays endémiques
d’Afrique (Casimiro et al., 2014 ; Ochomo et al., 2013 ; Mwane et al., 2009 ; Awolola et al.,
2009) confirment ces résultats. En effet, ces classes d’insecticides ciblent le géne du canal
sodium voltage dépendant (Vgsc) ou se trouve la mutation kdr-L995F (Kouadio et al., 2023;
Moss et al., 2024). Cette situation de forte distribution de la résistance aux pyréthrinoides est
en réalité le résultat de I’intensification de la couverture en moustiquaires imprégnées de
pyréthrinoides observée ces derniéres années. Le déploiement de ces outils de contrdle dont
I’efficacité est incontestable sur les moustiques exerce une pression de sélection (Williams et
al., 2022 ; Grigoraki et al., 2021; Syahrani et al., 2024) qui accentue progressivement la
résistance. Par ailleurs, la situation de la résistance observée dans les sites prospectés est aussi
liée a I’utilisation massive de pyréthrinoides en agriculture, pour la protection des cultures,
comme 1’a rapporté Yadouléton et al. (2010 ; 2009). La fréquence allélique de la mutation kdr-
L995F du géne Vgsc a été significativement plus elevée dans les communes sous la couverture
PID (Copargo et Djougou) comparativement a la commune-témoin (Bassila) dans le
département de la Donga contrairement a celle des communes de 1’Alibori. Cela pourrait
s’expliquer par une forte utilisation des pyréthrinoides en agriculture dans la commune de
Bembereke et par ’intervention de la PID a Copargo et a Djougou. En effet, bien que les
néonicotinoides agissent principalement sur le systéme nerveux des insectes en ciblant les
récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine, il existe des preuves que l'exposition a des
néonicotinoides tels que la clothianidine peut étre associée a des mutations génétiques, y
compris la mutation kdr-L995F chez les moustiques Anopheles gambiae s.I. (Zoh et al., 2021 ;
Tchouakui et al., 2022). Les travaux de Zoh et collaborateurs ont montré que la clothianidine
seule peut rapidement sélectionner des alléles de résistance métabolique chez An. gambiae (Zoh
etal., 2021).

Concernant la fréquence de la mutation G280S du géne ace-1, elle a été tres faible dans toutes
les communes et ne dépasse pas 4%. Cependant, il est a noter que la frequence allélique a été
légerement plus faible a Bassila, (commune-témoin) qu’a Copargo et a Djougou (communes

pulvérisées). Globalement, les fréquences alléliqgues des communes PID (3%) et des
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communes-témoins (2%) ont été similaires (p = 0,58) confirmant le moindre ciblage du géne
ace-1 dans les interventions de lutte antivectorielle au Bénin.
L’infectivité au Plasmodium falciparum des moustiques du complexe Anopheles gambiae
collectés a été trés variable d’une commune a une autre et d’un département a 1’autre
indépendamment du niveau d’évolution des fréquences des mutations kdr-L995F du gene Vgsc
et G280S du geéne ace-1. Il a été constaté que la commune de Copargo a un indice sporozoitique
relativement significatif (p = 0,049) par rapport aux autres communes (Bassila et Djougou). Le
niveau élevé de transmission du paludisme observé a Copargo (zone traitée) par rapport a la
commune-témoin (Bassila) pourrait étre d0 au fait que la transmission du paludisme est
ordinairement beaucoup plus intense dans cette zone comme constaté par Yadouleton et al.,
2018. En effet, Copargo est une commune frontaliere du département de 1’Atacora ou
I’incidence du paludisme est I’'une des plus élevées sur le plan national (U.S PMI, 2022 ;
MS/DPP/Annuaires des statistiques sanitaires, 2019).
L’aptitude a transmettre le Plasmodium chez An. gambiae s.I. porteur des mutations kdr-L995F
et ace-1 G280S a été recherchée dans I’ensemble des communes d’étude. Nos données ont
montré que la présence de P. falciparum chez An. gambiae s.l. n’est pas liée au génotype des
moustiques pour la mutation kdr-L995F. Ainsi, selon que le moustique est de génotype
homozygote résistant (RR) ou homozygote sensible (SS) ou méme hétérozygote (RS), cela
n’impacte en rien son aptitude a porter le P. falciparum et donc a assurer la transmission du
paludisme. Le méme constat a été effectué en ce qui concerne la mutation G280S du géne ace-
1 ou les résultats montrent une aptitude similaire a porter le P. falciparum quoi qu’il soit le
génotype du moustique, méme si les homozygotes sensibles sont plus aptes par endroit. Ces
données sont approuvées par celles de Osse et al. (2020), qui ont démontré qu’il n’y avait
aucune différence significative entre les fréquences alléliques des moustiques An. gambiae s.1.
femelles infectées et non infectées au P. falciparum selon leur génotype respectif pour la
mutation kdr-L995F du géne Vgsc et la mutation G280S du géne ace-1. Pour Mitri et al. (2015),
la variation genétique influengant l'infection par Plasmodium chez les anophéles sauvages est
liée a un haplotype naturel de 3-mégabase sur le chromosome 2L qui porte I'allele kdr du gene
n'influence pas directement la susceptibilité au parasite.
Les fréquences de la mutation kdr-L995F calculées dans toutes les populations de Anopheles
gambiae et de Anopheles coluzzii ont montré qu’il n’y a aucune différence remarquable entre
les communes traitées et la commune-témoin. Par ailleurs, les fréquences de cette mutation
observée au niveau des populations de Anopheles coluzzii sont relativement inférieures a celles
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de Anopheles gambiae au fil des années. Ce constat serait lié au gite permanent que préfére
Anopheles coluzzii qui est dominant pendant la saison séche (Etang et al., 2016; Gimonneau et
al., 2012). Au cours de cette saison, la pression insecticide est faible en absence d’activités
agricoles. Par contre la fréquence allélique élevée dans les populations de Anopheles gambiae
est liée a I'utilisation des insecticides notamment les pyréthrinoides (Fassinou et al., 2019;
Yadouleton et al., 2011) qui assurent la protection des cultures et en retour favorisent la
sélection de la résistance dans ces populations d’Anopheles gambiae (Clarkson et al., 2021;
Djéegbeé et al., 2011; Djogbénou et al., 2016). Concernant le géne ace-1, la fréquence de la
mutation G280S est faible dans toutes les populations de Anopheles coluzzii et de Anopheles
gambiae pendant les trois années de I’étude. Ces faibles fréquences alléliques obtenues dans
ces populations seraient liées a une utilisation momentanée de ces insecticides, uniquement
pendant la PID, ce qui ne favorise pas une sélection des individus résistants. Aussi cette faible
fréquence observée de I’allele résistant pourrait étre liée au coit d’adaptation élevé de la
mutation ace-1 (Assogba et al., 2016; Claret et al., 2024; Djogbénou et al., 2008; Grau-Bové
etal., 2021). Les travaux antérieurs ont montré cette faible fréquence de cette mutation au Bénin
(Kpanou et al., 2021; Salako et al., 2018).
Plusieurs facteurs pourraient expliquer les écarts observés par rapport a la panmixie. Pour le
géne Vgsc -L995F, toutes les populations de Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii ont
présenté des valeurs positives de Fis montrant ainsi un déficit d’hétérozygotie (Fis>0), d’une
part, la sélection en faveur des individus homozygotes résistants et d’autre part la consanguinité
due & un accouplement préférentiel entre les individus de méme génotype. En effet, les
individus hétérozygotes ont une moindre probabilité de survie ou de reproduction par rapport
aux individus homozygotes suite a la pression des insecticides. Ces observations ont été
confirmées par la diminution de la fréquence des hétérozygotes observée dans la population
(South & Hastings, 2018). Concernant le géne Ace-1-G280S, I’indice de fixation a été
globalement négatif (Fis<0) dans les populations de Anopheles gambiae et pour la plupart dans
celles de Anopheles coluzzii indiquant un excés d’hétérozygotie. Cet exces d’hétérozygotie
pourrait s’expliquer par le colit génétique ¢levé entrainant la baisse de la fréquence de 1’allele
résistant. D une part, cela serait dii 4 une sélection naturelle défavorable aux individus porteurs
de la mutation, ce qui entraine une diminution de la transmission de 1’all¢le résistant aux
générations futures. D’autre part, on pourra associer aussi la faible fréquence de cette mutation
dans les populations a ce phénomene malgré les nombreuses années d’utilisations du
pirimiphos-méthyl en PID. D’autres facteurs environnementaux et la dynamique de la sélection
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ne sont pas a exclure (Gillespie & Turelli, 1989; Llaurens et al., 2017; Szulkin et al., 2010).
Dans certaines populations de Anopheles coluzzii, I’indice de fixation a été sensiblement égal a
zéro indiquant une population a 1I’Equilibre de Hardy-Weimberg pour le locus ace-1 malgré
I’utilisation du pirimiphos-méthyl. Ce résultat serait di au co(t génétique élevé plus accentué
dans les populations de Anopheles coluzzii par rapport aux populations de Anopheles gambiae.
On pourrait aussi associer ces résultats a un risque d’erreur de deuxieme espece.

La différenciation génétique est trés forte dans toutes les populations de Anopheles gambiae et
de Anopheles coluzzii pour le géne ace-1. Ce résultat s’explique par le colit génétique élevé de
ce géne qui limite les flux génétiques entre les différentes populations. Cette forte
différenciation pourrait s’expliquer aussi par la distance qui sépare les différentes sous-
populations. D’autres facteurs écologiques ou comportementaux non encore ¢lucidés pourraient
expliquer aussi ces résultats. Concernant la différenciation génétique au niveau du géne Vgsc,
on note une différenciation faible, modérée et forte en fonction des paires de sous-populations
considérées. La faible différenciation génétique observée en 2020 entre Kandi et Bembéreke
(Fst=0,019) et en 2021, entre Copargo et Bembereke (0,026) pour Anopheles gambiae suggere
un flux génétique élevé entre les sous-populations. Elle résulterait aussi de I’absence de barriére
génétique qui aurait pour conséquence un mélange des alléles de fagon aléatoire. Les mémes
constats ont été observés en 2021 pour les sous-populations de Anopheles coluzzii de Djougou-
Bemberékeé et Copargo-Bemberékeé (Fst<0,001). Apreés les campagnes PID avec le mélange
clothianidine + deltaméthrine, il y a globalement une diminution de la fréquence allélique de la
mutation kdr-L995F pour les populations d’Anopheles coluzzii et d’Anopheles gambiae. Cette
diminution de la fréquence kdr-L995F est accompagnée d’une faible différenciation génétique
au niveau des populations de Anopheles gambiae et de Anopheles coluzzii. On pourrait croire
que I’utilisation du mélange clothianidine + deltaméthrine en PID limiterait la propagation de
I’alléle résistant du géne Vgsc chez Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii. D’autres études
permettront de mieux comprendre 1’implication du mélange clothianidine + deltaméthrine dans

I’évolution de la mutation kdr-L995F chez les sous especes du complexe Anopheles gambiae.
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Conclusion générale

L'émergence de résistances généralisées aux insecticides conventionnels tels que la
deltaméthrine et le bendiocarb justifie le besoin de trouver des alternatives efficaces. Les
insecticides a base de clothianidine, en particulier le mélange clothianidine-deltaméthrine, ont
montré une performance significative dans le contrdle des populations de vecteurs résistants.
Leur efficacité supérieure a la période de transmission palustre dans la zone d’étude, a été
observeée en fonction du type de support mural, réduite sur les murs en banco par rapport aux
murs en ciment. Cependant, les résultats montrent des réductions significatives des indicateurs
entomologiques de transmission du paludisme dans les zones traitées avec le pirimiphos-
méthyl, tandis que l'efficacité des formulations a base de clothianidine varie en fonction des
conditions locales et ne permettent pas de conclure. La fréquence élevée de mutations associées
a la résistance aux pyréthrinoides (kdr-L995F) souligne la nécessité d'une surveillance continue
de la résistance aux insecticides et de l'utilisation judicieuse des interventions pour éviter une
sélection accrue de la résistance. Il est a noter que la fréquence des mutations associées a la
résistance aux insecticides alternatifs reste faible indiquant la possibilité de réduire
I’accroissement de la population mutante.

En résumé, bien que les insecticides a base de clothianidine offrent des perspectives
encourageantes dans le contréle des vecteurs du paludisme, ils détiennent une faible efficacité
sur les indicateurs entomologiques de transmission du paludisme. Une approche intégrée et
adaptative reste essentielle pour surmonter les défis posés par la résistance des moustiques aux

insecticides afin de maintenir I'efficacité des interventions de lutte antivectorielle.
Limites de cette étude

L’une des limites de cette étude réside dans le fait que la comparaison des insecticides & base
de clothianidine avec le pirimiphos-méthyl 300 CS repose sur des données de 2019, qui
pourraient ne pas tenir compte de certains parametres contextuels importants. L’idéal aurait été
de disposer de I’ensemble des données pour les différents insecticides sur une méme période.
Une autre limite provient du caractére non exhaustif des analyses des mutations génetiques, qui
se concentrent uniquement sur les deux cibles principales (vgsc et ace-1), sans explorer d’autres

mécanismes de résistance potentiels pouvant également contribuer a la résistance des vecteurs.
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Perspectives

Quelques perspectives émergentes pour renforcer la lutte contre le paludisme au Bénin et dans

d'autres régions confrontées a des défis similaires :

1.

Recherche continue sur de nouvelles formulations d'insecticides : Les résultats
suggerent qu'il est nécessaire de déevelopper de nouvelles formulations d'insecticides ou
des mélanges d'insecticides pour contrer la résistance émergente chez les vecteurs du
paludisme. La recherche et le développement de produits efficaces et durables sont
essentiels pour maintenir I'efficacité des interventions de lutte antivectorielle ;
Approches intégrées de lutte antivectorielle, principalement axées sur la gestion
environnementale et la sensibilisation communautaire, complétées a la pulvérisation
intradomiciliaire et l'utilisation de moustiquaires imprégnées ;

Adaptation aux conditions locales : Les interventions de lutte antivectorielle doivent
étre adaptées aux conditions locales, y compris les pratiques domestiques, les habitudes
de sommeil et les caractéristiques géographiques. Une approche unique ne convient pas
a toutes les régions, donc une personnalisation des stratégies est nécessaire ;
Exploration d’autres mécanismes de résistance : Etendre les analyses moléculaires a des
mutations génétiques moins étudiées ou a des mécanismes métaboliques qui pourraient
influencer la résistance des vecteurs ;

Modélisation prédictive : Deévelopper des modeles mathématiques pour prévoir
I’évolution des résistances et 1’efficacité des insecticides dans divers scénarios
d’utilisation ;

Renforcement des savoirs locaux : Documenter et intégrer les pratiques traditionnelles
de lutte contre les moustiques, en collaboration avec les communautés, pour les adapter
et les optimiser en complément des stratégies modernes ;

Caractérisation biochimique : Analyser les composés actifs des plantes locales pour
évaluer leur efficacité insecticide ou leur potentiel répulsif contre Anopheles gambiae ;
Développement de partenariats locaux : Travailler avec les acteurs locaux, tels que les

agriculteurs, herboristes, et artisans, pour produire et diffuser ces outils endogenes.

Ensemble, ces perspectives offrent un cadre pour améliorer la lutte contre le paludisme et

progresser vers I'élimination de cette maladie dévastatrice dans les régions affectées
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What can be learned from the residual e

efficacy of three formulations of insecticides
(pirimiphos-methyl, clothianidin

and deltamethrin mixture, and clothianidin
alone) in large-scale in community trial in North
Benin, West Africa?

[ Esdras Mahoutin Odjo’ 2| Albert Sourou Salako', Germain Gil Padonou'? Boulais Yovogan'?,
Constantin Jésukéde Adoha'?, Bruno Adjottin'Z André Aimé Sominahouin', Arthur Sovi'*#, Razaki Osse'~,
Casimir D. Kpanou'?, Hermann W. Sagbohan'~, Armel Djenontin'?, Clement Agbangla'® and
Martin C. Akogbeto'

Abstract

Background In Alibori and Donga, two departments of high malaria incidence of Northern Benin, pirimiphos-
methyl, mixture deltamethrin + clothianidin, as well as clothianidin were used at large scale for IRS. The present study
aimed to assess the residual efficacy of these products.

Methods Immatures of Anopheles gambiae sensu lato (s.[) collected in the communes of Kandi and Gegounou
(Department of Alibori), Djougou and Copargo (Department of Donga) were reared until adulthood. Females aged
2-5 days were used for susceptibility tube tests following the WHO protocol. The tests were conducted with deltame-
thrin (0.05%), bendiocarb (0.1%), pirimiphos-methyl (0.25%) and clothianidin (2% weight per volume). For cone tests
performed on cement and mud walls, the An. gambiae Kisumu susceptible strain was used. After the quality control
of the IRS performed 1-week post-campaign, the evaluation of the residual activity of the different tested insecticides/
mixture of insecticides was conducted on a monthly basis.

Results Over the three study years, deltamethrin resistance was observed in all the communes. With bendio-

carb, resistance or possible resistance was observed. In 2019 and 2020, full susceptibility to pirimiphos-methyl was
observed, while possible resistance to the same product was detected in 2021 in Djougou, Gogounou and Kandi.
With clothianidin, full susceptibility was observed 4-6 days post-exposure. The residual activity lasted 4-5 months for
pirimiphos-methyl, and 8-10 menths for clothianidin and the mixture deltamethrin + clothianidin. A slightly better
efficacy of the different tested products was observed on cement walls compared to the mud walls.

*Correspondence:

Esdras Mahoutin Odjo

esdrasmahoutino@gmail.com

Full list of author information is available at the end of the article

©The Author(s) 2023. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which
permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium er format, as long as you give appropriate credit to the
original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or

other third party material in this article are included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line
to the material. If material is not included in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory
regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this
licence, visit httpy//creativecommons.org/licenses/by/4.0/. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http//creativeco
mmons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.

142



Odjo et al. Malaria Journal ~ (2024) 23:119 Malaria Journal
https://doi.org/10.1186/512936-024-04949-4

: : ®
Did the prolonged residual efficacy i

of clothianidin products lead to a greater
reduction in vector populations and subsequent
malaria transmission compared to the shorter
residual efficacy of pirimiphos-methyl?
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Abstract

Background The residual activity of a clothianidin + deltamethrin mixture and clothianidin alone in IRS covered more
than the period of malaria transmission in northern Benin. The aim of this study was to show whether the prolonged
residual efficacy of clothianidin-based products resulted in a greater reduction in vector populations and subsequent
malaria transmission compared with the shorter residual efficacy of pirimiphos-methyl.

Methods Human bait mosquito collections by local volunteers and pyrethrum spray collections were used in 6
communes under IRS monitoring and evaluation from 2019 to 2021. ELISA/CSP and species PCR tests were performed
on Anopheles gambiae sensu lato (s./) to determine the infectivity rate and subspecies by commune and year. The
decrease in biting rate, entomological inoculation rate, incidence, inhibition of blood feeding, resting density of An.
gambiae s.l. were studied and compared between insecticides per commune,

Results The An. gambiae complex was the major vector throughout the study area, acounting for 98.71%
(19,660/19,917) of all Anopheles mosquitoes collected. Anopheles gambiae s.I. collected was lower inside treated
houses (45.19%: 4,630/10,245) than outside (54.73%: 5,607/10,245) after IRS (p<0.001). A significant decrease
(p<0.001) in the biting rate was observed after IRS in all departments except Donga in 2021 after IRS with clothiani-
din 50 WG. The impact of insecticides on EIR reduction was most noticeable with pirimiphos-methyl 300 CS, fol-
lowed by the clothianidin +deltamethrin mixture and finally clothianidin 50 WG. A reduction in new cases of malaria
was observed in 2020, the year of mass distribution of LLINs and IRS, as well as individual and collective protection
measures linked to COVID-19. Anopheles gambiae s.I. blood-feeding rates and parous were high and similar for all
insecticides in treated houses.
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Abstract

The study objective was to assess the frequency of the kdr-L995F and ace-1 G2805 genetic mutations in Anopheles
gambiae s.. mosquitoes and examine their ability to transmit Plasmodium falciparum in areas where indoor residual
spraying (IRS) was implemented with Clothianidin 50 WG. The study was conducted in six communes in the Alibori
and Donga departments of which four were IRS-treated and two were untreated and served as control. Post-IRS
monthly samples of adult mosquitoes were collected in study communes using human landing catches (HLC). An.
gambiae s.. specimens were processed to detect kdr-L 995F and ace-1 G280S mutations via PCR as well as Plasmo-
dium falciparum infectivity through CSP ELISA. Our data revealed a high and similar allelic frequency for the kdr-
L995F mutation in both treated and control communes (79% vs. 77%, p=0.14) whilst allelic frequency of the ace-1
G280S mutation was lower across the study area (2-3%, p=0.58). The sporozoite rate was 2.6% and 2.4% respectively
in treated and untreated communes (p=0.751). No asscciation was found between Plasmodium falciparum infection
in Anopheles gambiae s.|. vectors and carriage of kdr-L995F and ace-1 G280S mutations regardless of genotypes. The
study findings underline the need for an integrated approach to malaria control, combining different control meth-
ods to effectively target transmission. Regular monitoring of insecticide resistance and genetic mutations is essential

to guide control strategies.

Keywords P falciparum infection, Kdr-L995F, Ace-1 G280S, Malaria, IRS, Benin
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Background

Malaria is a vector-borne disease transmitted by mosqui-
toes of the Anopheles genus [1]. In 2021, 95% of malaria
cases (234 million/247 million) and 96% of deaths
(593,000/619,000) were reported in the WHO African
Region. Approximately 80% of all malaria-related deaths
in the region involve children under 5-year old. This
rate due to malaria deaths in children under 5-year old
has remained constant in the region since 2015 [2]. The
causative agent is a protozoan of the Plasmodium genus
transmitted to humans through the bite of female mos-
quitoes [3]. In Benin, Plasmodium falciparum alone was
responsible for 2,876,368 malaria cases recorded in 2021
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Abstract

From 2019 to 2021, pirimiphos-methyl, clothianidin + deltamethrin, and clothianidin alone were successively used to protect communities in

the Donga and Alibori departments against mosquito bites. This study aims to analyze the genetic structure of Anopheles coluzzii and Anopheles
gambiae over three years of intervention.

The vector population studied comes from adult mosquitoes collected monthly from 2019 to 2021 in the study communes. Mosquitoes were
collected on the night of each visit in four houses per village and two villages per commune. Molecular analysis of populations was carried out
on 3,134 sampled anopheles.

The frequencies of kdr-L995Fmutation were similar between the treated communes and the control commune, suggesting constant pressure
from the pyrethroids and DDT used in agriculture. Anopheles coluzzii showed relatively lower frequencies than Anopheles gambiae for kdr-
L995F mutation, linked to its preference for permanent breeding sites, which are less exposed to insecticides during the dry season. The ace-1-
G280S mutation shows low frequencies in both species’ populations. Genetic differentiation is high for the ace-1 gene. Genetic differentiation
varies for the voltage-gated sodium channel (vgsc) gene, suggesting variable gene flow between sub-populations.

The clothianidin + deltamethrin mixture could reduce the frequency of kdr-L995F. Genetic differentiation is very significant and similar between

the ace-1 (G280S) gene sub-populations.

Keywords: Genetic differentiation, kdr-L995F, ace-1-G280S, Anopheles coluzzii, Anopheles gambiae, IRS, clothianidin, Benin

Introduction

Background

Efforts to combat malaria continue to face a convergence of
challenges, mainly in Africa, which carries the heaviest burden of this
devastating disease [1]. The COVID-19 pandemic, along with other
humanitarian crises, pressures on health systems, budgetary
constraints, rising biological threats, and the declining effectiveness
of crucial malaria control strategies, are severely hampering progress

towards global malaria control targets [1]. Malaria vectors are

becoming increasingly resistant to insecticides used in public health
for net impregnation and indoor residual spraying (IRS) [2].

In Benin, the species Anopheles gambiae and Anopheles coluzzii are
the main vectors that dominate malaria transmission [3]. To control
them in the northern region, where malaria incidence is high, the
national malaria control program (NMCP) has turned to indoor
residual spraying (IRS) alongside the use of long-acting insecticidal
nets (LLINs) [4]. IRS involves spraying the inside walls of homes

with residual insecticides to eliminate mosquito vectors and reduce

‘Citation: Odjo EM, Djenontin A, Sidick A, Fassinou AJ, Salako AS, et al. (2024) Genetic Structure of Anopheles coluzzii and Anopheles gambiae Populations In Northern Benin (West Africa) In The Context OF Indoor
Residual Spraying. J Comm Med and Pub Health Rep 5(10): hups://doi.org/10.38207/JCMPHR/2024/JULO5 100490

145



