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Résumé:

Avec I’appui du PMI (President’s Malaria Initiative), la Pulvérisation Intradomiciliaire d’Insecticide
(PID) a été introduite au Bénin depuis 2008 en raison de 1’émergence et de 1’expansion de la résistance
des anophéles vecteurs aux insecticides pyréthrinoides qui constituent la seule famille d’insecticide
homologuée par I’OMS pour I’imprégnation des moustiquaires. Apres six années de campagne PID
dans I’ Atacora au nord du Bénin, le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) a décidé
du retrait partiel de 1’intervention de certaines communes et, de son extension dans deux autres
départements (Alibori et Donga). Cette décision entre non seulement dans le cadre de la mise en ceuvre
du plan national de gestion de la résistance aux insecticides mais, elle offre également la possibilité a
deux départements de forte prévalence palustre n’ayant jamais bénéficié de cette intervention d’étre
couverts. L’objectif principal du présent travail était de mesurer 1’impact de la PID sur la transmission
du Plasmodium falciparum dans ces deux départements. En amont au déploiement de cette
intervention, le présent travail de thése a d’abord permis 1) de disposer des données entomologiques
de base sur la dynamique des principaux moustiques et, la transmission du paludisme ; 2) d’étudier le
statut et les mécanismes de résistance des vecteurs aux insecticides dans la zone d’étude, une approche
de solutions a la problématique selon laquelle les interventions de lutte antivectorielle sont mises en
ceuvres sans consulter des donnees suffisantes pour guider 1’élaboration des politiques de lutte,
lesquelles données serviront également a la mesure de I’impact de cette intervention de lutte. Le suivi
post-intervention a permis d’estimer a environ 4 a 5 mois la durée d’efficacité résiduelle de Actellic
300 CS (pirimiphos methyl), seul insecticide dont, toutes les populations de vecteurs ont montré une
parfaite sensibilité, et qui a été choisi pour les deux campagnes de PID réalisées en 2017 & 2018 dans
la zone. Pendant cette période, le taux d’infectivité (IS) de An. gambiae s.l. au P. falciparum était de
0,71% apres la premiére année de la PID dans la zone traitée contre 3,7% dans la zone témoin et, de
0,6% apres la deuxiéme année de la PID contre 3% dans la zone témoin (p<0,0001). Similairement,
chaque personne recevait dans la zone traitée 1,6 piqlres infectantes/mois et 1,5 piqQres
infectantes/mois contre 12,11 piqlres infectantes/mois et 9,75 piqgdres infectantes/mois dans la zone
témoin respectivement apres la premiere et deuxieme année de la PID, soit une reduction significative
du taux d’inoculation entomologique (TIE) de 86,78% en 2017 et 84,61% en 2018. Une comparaison
respective de ces indicateurs avant la PID et apres le premier tour de la PID a révélé une réduction de
I’IS de 85,75% et du TIE de 87,27%. Par ailleurs, la densité moyenne de An. gambiae s.l. se reposant
par chambre traitée était comprise entre 0,38 et 0,48 contre 1,53 et 1,76 par chambre non traitée
respectivement apres la premiére et la deuxieme année de PID. Ces résultats montrent que la PID est
une stratégie complémentaire efficace pour réduire 1’intensité de la transmission et pour une gestion
efficace de la résistance au nord du Bénin.

Mots clés : paludisme, lutte antivectorielle, PID, évaluation, nord Benin.



Abstract:

With the support of PMI (President's Malaria Initiative), Indoor Residual Spraying (IRS) has been
introduced in Benin since 2008 due to the emergence and expansion of resistance of Anopheles
vectors to pyrethroid insecticides, which is the only family of insecticides registered by WHO for
impregnation of mosquito nets. After six years of IRS campaign in Atacora in northern Benin, the
National Malaria Control Programme (NMCP) has decided to partially withdraw the intervention
from some districts of the region and to extend it to two other regions (Alibori and Donga). This
decision not only falls within the framework of the implementation of the national insecticide
resistance management plan, but it also offers the possibility to two high malaria prevalence regions
that have never benefited from this intervention to be covered. The main objective of this work was
to measure the impact of IRS on Plasmodium falciparum transmission in these two departments. Prior
to the deployment of this intervention, the current thesis first provided 1) basic entomological data
on the dynamics of the main mosquitoes and malaria transmission; 2) the status and mechanisms of
vector resistance to insecticides in the study area, a solution approach to the problem that vector
control interventions are implemented without consulting sufficient data to guide the development of
control policies, which data will also be used to monitor the impact of the intervention. Post-
intervention monitoring estimated the residual efficacy period of Actellic 300 CS (pirimiphos
methyl), the only insecticide for which all vector populations showed perfect susceptibility, to be
approximately 4 to 5 months; this insecticide was chosen for the two IRS campaigns conducted in
2017 & 2018 in this area. During this period, the infectivity rate (IS) of An. gambiae s.l. to P.
falciparum was 0.71% after the first year of IRS in the treated zone compared to 3.7% in the control
zone and, 0.6% after the second year of IRS compared to 3% in the control zone (p<0.0001).
Similarly, each person received 1.6 infective bites/month and 1.5 infective bites/month in the treated
area compared to 12.11 infective bites/month and 9.75 infective bites/month in the control area after
the first and second year of IRS respectively, representing a significant reduction in the entomological
inoculation rate (EIR) of 86.78% in 2017 and 84.61% in 2018. A respective comparison of these
indicators before and after the first round of IRS revealed a reduction of 85.75% for the Sl and,
87.27% for the EIR. Furthermore, the mean density of An. gambiae s.l. resting per treated chamber
was between 0.38 and 0.48 compared to 1.53 and 1.76 per untreated room after the first and second
year of IRS respectively. These results show that IRS is an effective complementary strategy for
reducing the intensity of malaria transmission and for effective resistance management in northern
Benin.

Keywords: malaria, vector control, IRS, evaluation, north Benin.
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies a transmission vectorielle représentent plus de 17% de toutes les maladies infectieuses,
et provoquent plus d’un million de déces chaque année (OMS, 2020). Certaines de ces maladies, a
défaut d’étre mortelles, entrainent de graves invalidités ou réduisent significativement 1’espérance
de vie des personnes porteuses. C’est le cas de la trypanosomiase humaine africaine ou maladie du
sommeil (transmise par les mouches tsé-tsé : Glossina spp.), I’onchocercose ou cécité des riviéeres
(transmise par les simulies : Simulium spp.), la maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine
(transmise par des triatomes : Triatoma spp.) et, la leishmaniose (transmise par des phlébotomes :
Phlebotomus ssp.), etc. Leur répartition est déterminée par une dynamique complexe mélant
facteurs environnementaux et sociaux. Les arthropodes qui transmettent ces maladies sont souvent
des hématophages, qui, lors d’un repas de sang, ingérent des micro-organismes pathogenes présents
dans un hoéte infecté (homme ou animal), pour les réinjecter dans un nouvel hote a 1’occasion de
leur repas de sang suivant et appartiennent a différents ordres. Parmi ces arthropodes vecteurs, les
moustiques (Diptera : Culicidae) constituent le plus important et redoutable groupe tant par leur
abondance avec plus de 3000 especes répertoriées (Rodhain & Perez, 1985), que par les maladies
qu’ils véhiculent. Largement répandues dans les zones tropicales et subtropicales, les moustiques
sont vecteurs des arboviroses telles que la fievre jaune (Aedes spp.), la dengue hémorragique (Aedes
spp.), le chikungunya (Aedes spp.), la maladie du West Nile (Culex spp.), I’encéphalite japonaise
(Culex spp.), le virus de la Vallée du Rift ainsi que certaines filarioses (Anopheles spp., Culex spp.)
et le paludisme (Anopheles spp.) (Kettle, 1995; Gratz, 1999 ; Mullen & Durden 2002).

Le paludisme est la maladie a vecteur la plus meurtriére et, la parasitose la plus répandue
dans le monde (WHO, 2019). Il est d( a un protozoaire du genre Plasmodium, transmis a I’homme
par la piqlre d’une femelle de moustique du genre Anopheles. Plus de 70 espéces d’anophéles, dont
une trentaine en Afrique sub-saharienne, sont décrites comme vectrices de Plasmodium (Sinka et
al., 2012). Les cinq espéces de Plasmodium pathogénes pour ’homme sont : P. falciparum, P. vivax,
P. ovale, P. malariae et P. knowlesi (Gilles, 1993; Antinori et al., 2012).

Selon les estimations de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 228 millions de cas de
paludisme et 405 000 décés ont été recenseés dans le monde en 2018 (WHO, 2019). L’ Afrique sub-
saharienne compte pour une part importante et disproportionnée de la charge mondiale, avec 93%
de cas et 94% de déces. Au Bénin, le nombre de cas de paludisme a été estimé a 4 435 318 et le
nombre de décés associé a 7 081 en 2018 (WHO, 2019). Dans ce pays, comme dans la plupart des
pays endémiques, les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes constituent les couches
les plus vulnérables aux crises, et sont donc plus susceptibles de développer un paludisme grave
(WHO, 2004 ; Annuaire des statistiques sanitaires du Bénin, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antinori%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22550559

L’intensité de la transmission du paludisme est hétérogéne en Afrique en raison des
différences notées dans la distribution des diverses especes de moustiques vecteurs (An. gambiae,
An. coluzzii, An. arabiensis et An. funestus) impliquées et, de leurs capacités vectorielles. Ces
espéces sont en effet, (ii) genétiguement compatibles au développement du parasite, (ii) préférent
prendre leurs repas sanguins sur homme (anthropophilie) et, enfin (iii) ont une durée de vie
suffisante leur permettant de réaliser le cycle sporogonique (Mouchet et al., 2004). Ce dernier point
est a la base des stratégies de lutte anti-vectorielle visant a diminuer la longévité des vecteurs d’age
épidémiologiquement dangereux et de rompre le contact homme-vecteur.

Les efforts de lutte déployés au niveau mondial contre cette maladie ont entrainé une
diminution du nombre de décés dus au paludisme. Ce nombre est passé de pres de 585 000 en 2010,
a 405 000 en 2018 (WHO, 2019). Ainsi, plusieurs pays africains ont enregistré une diminution du
nombre de cas confirmés, d’hospitalisations et de décés dus au paludisme (WHO, 2019). Ces
progres importants enregistrés dans la réduction du paludisme sont principalement dus a la mise en
ceuvre de Dinitiative "Roll Back Malaria" (RBM) qui s’est fixé comme objectif en 2005, la
réduction d’au moins 50% du nombre de décés imputables au paludisme en 2010 et, de 75% a
I’horizon 2015 (WHO, 2015a). Pour I’atteinte de ces objectifs, ’OMS avait préconisé de lutter a la
fois contre le parasite et contre le vecteur. C’est ainsi que le Bénin, a I’instar de beaucoup d’autres
pays africains, a mis en place un plan stratégique national de lutte contre le paludisme qui repose
essentiellement sur 3 composantes majeures a savoir : i) le traitement curatif précoce par les
Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA) ; ii) le Traitement Préventif
Intermittent (TPI) par la Sulfadoxine-Pyriméthamine chez la femme enceinte et iii) la lutte
antivectorielle. Cette dernicre repose principalement sur 1’utilisation des Moustiquaires Imprégnées
d’Insecticide a Longue Durée d’action (MIILD) et la Pulvérisation Intradomiciliaire (PID)
d’insecticide (Programme National de Lutte contre le Paludisme au Bénin, 2011). Selon un rapport
de I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), sur 663 millions de cas de paludisme évités en
Afrique subsaharienne, entre 2001 et 2015, grace aux interventions de lutte anti-paludique, 79 %
I’ont été grace aux MIILDs et & la PID (WHO, 2015a). Au Bénin, beaucoup d’efforts ont été
déployés ces dernicres années pour augmenter 1’accessibilité des communautés aux moustiquaires
imprégnées d’insecticide a longue durée d’action.

Malheureusement, des problemes importants subsistent, mettant en danger 1’atteinte des
objectifs fixés par le RBM et I’efficacité dans le temps de ces outils de lutte. Au nombre de ces
problémes, figure la résistance des vecteurs aux insecticides qui constitue un handicap a I’utilisation

des matériaux imprégnes.



Ces dernieres années, ’aire de distribution et 1’intensité de la résistance des vecteurs aux
pyréthrinoides ont considérablement augmenté dans presque tous les pays de I’Afrique sub-
saharienne (WHO, 2017). Dans ce contexte, la recherche de nouvelles classes d’insecticides
efficaces sur les vecteurs résistants aux pyréthrinoides était devenue une nécessité. Une solution
possible consiste a utiliser des insecticides déja disponibles mais ayant des cibles différentes de
celles des pyréthrinoides au sein des vecteurs. A I’heure actuelle, les insecticides non-pyréthrinoides
pré-qualifiés par I’OMS pour les aspersions intradomiciliaires appartiennent globalement a trois
differentes classes (carbamates, organophosphorés et néonicotinoides), les néonicotinoides ayant
intégré la liste en 2017 (WHO, 2020).

Au Bénin, la PID a base d’un non-pyréthrinoide a été introduite en raison de 1’émergence et
de ’expansion de la résistance des anopheles vecteurs aux insecticides pyréthrinoides (Chandre et
al., 1999; Corbel et al., 2007; Yadouleton et al., 2009 ; Djogbénou et al., 2011) qui constituent la
seule famille d’insecticide homologuée par ’OMS pour I’imprégnation des MIILDs. Ainsi, de 2008
a 2010, la PID a base de bendiocarb a été mise en ceuvre dans le département de I’Ouémé au sud du
Bénin caractérisé par une longue période de transmission du paludisme. La stratégie a été par la
suite transférée dans le département de 1’ Atacora au nord du Bénin ou la période de transmission
est plus courte, ce qui facilite sa couverture par un seul tour de pulvérisation. Ainsi, le bendiocarb
y a été utilisé de 2011 a 2013, mais compte tenu de I’émergence de la résistance des vecteurs a ce
produit et de sa faible rémanence (Aikpon et al., 2013a), il a été remplacé respectivement par
Actellic 50 EC puis Actellic 300 CS (Organophosphoré) entre 2014 et 2016. Globalement, la
stratégie a connu un grand succes (réduction significative des indicateurs entomologiques clés de la
transmission du paludisme) dans toutes les régions du Bénin ou elle a été mise en ceuvre (Akogbeto
etal. 2011; Aikpon et al., 2014 ; Akogbeto et al., 2015). Les aspersions intradomiciliaires sont aussi
déployées a grande échelle dans plusieurs autres pays d’Afrique et ont montré un certain degré
d’efficacité dans le contrdle du paludisme, notamment en Afrique Australe : Swaziland, Botswana,
Afrique du Sud, Zambie, Namibie, Swaziland, Zimbabwe et en Mozambique (Mabaso et al., 2004),
au Madagascar (Randriantsimaniry, 1995 ; Brutus et al., 2001), en Guinée équatoriale (Tle de Bioko)
(Kleinschmidt et al., 2006 ; Sharp et al., 2007 ; Overgaard et al., 2012), en Ouganda (Kigozi et al.,
2012), au Kenya (Gimnig et al., 2016) et en Tanzanie (Protopopoff et al., 2015).

Apres six années de campagne PID dans I’Atacora, le Programme National de Lutte contre le
Paludisme (PNLP) de commun accord avec les différents acteurs impliqués dans la lutte contre le
paludisme a décidé du retrait partiel de I’intervention de certaines communes du département et de
son extension dans deux autres départements (Alibori et Donga). Cette décision entre non

seulement dans le cadre de la mise en ceuvre du plan national de gestion de la résistance aux



insecticides mais, elle offre également la possibilité a deux départements de forte prévalence
palustre (Annuaire des statistiques sanitaires du Bénin, 2017) de bénéficier de cette intervention.

Au regard des legons apprises, de grands défis restent a relever afin d’optimiser 1’efficacité
des outils de lutte antivectorielle au Bénin dans I’optique de I’atteinte des objectifs fixés par 'OMS
parmi lesquels, I’élimination du paludisme a I’horizon 2030. Outre I’émergence et I’expansion de
la résistance des anophéles vecteurs aux insecticides (Chandre et al., 1999 ; Corbel et al., 2007,
Yadouleton et al., 2009 ; Djogbénou et al., 2011 ; Djégbe et al., 2011 ; Sovi et al., 2014) et plus
récemment au bendiocarb (Aizoun et al., 2013a ; Aikpon et al., 2013 ; Gnanguenon et al., 2015)
qui constituent déja une menace sérieuse a l'efficacité des stratégies de lutte antivectorielle au Bénin
(N’guessan et al., 2007a), le manque de données de base suffisantes pour guider 1’¢laboration des
politiques de lutte est une faiblesse dans la mise en ceuvre des stratégies de lutte (Marsh, 2010). En
effet, la densité et la distribution des anophéles vecteurs du paludisme varient en fonction de la
région et de la période de I’année et, ces variations peuvent modifier le niveau de transmission du
paludisme (Cox et al., 1999 ; Kleinschmidt et al., 2002 ; Munga et al., 2009 ; Govoetchan et al.,
2014). De plus, plusieurs études ont montré que l'infection palustre est influencée par des facteurs
environnementaux (température, précipitation et humidité relative) qui varient d’une région a une
autre (Kazembe et al., 2006). Malheureusement, certaines interventions de lutte antivectorielle sont
mises en ceuvre sans tenir compte des variations spatio-temporelles et du pic de transmission du
paludisme et du niveau de résistance des vecteurs aux insecticides alors que ces facteurs
conditionnent la bonne planification et le succes des interventions de lutte antivectorielle (Le Sueur
et al., 1997 ; Carter et al., 2000 ; Killeen et al., 2011). En prenant I’exemple de I’Ouémé en 2008,
la mise en ceuvre de la PID a été réalisée sur la base d'un seul tour de pulvérisation (Akogbéto et
al., 2011). Or, pour couvrir la période de transmission du paludisme dans la région, deux tours
étaient nécessaires, la période de transmission du paludisme étant plus longue que ce qui était
imaginée. Cette situation aurait pu étre évitée si des données de base sur la transmission du
paludisme dans la région étaient disponibles. De méme, dans 1’ Atacora, c’est a la veille de la mise
en ceuvre de la PID qu’une bréve étude de collecte de données de base entomologique a été initice
sur un mois, mais ¢’était insuffisant pour connaitre le pic de la transmission du paludisme.

Au Bénin, le programme de pulvérisation intradomiciliaire a prévu en 2017, un traitement
de toutes les maisons des départements de 1’ Alibori et de la Donga avec un insecticide de la famille
des organophosphorés ou des carbamates. En prélude a la mise en ceuvre de cette intervention, nous
avons conduit une étude sur le profil entomologique du paludisme dans ces deux départements. Les
résultats ont servi de données de base a la mise en place de la PID dans 1’ Alibori et la Donga. Les

données collectées ont porté sur la dynamique de la population des principaux moustiques vecteurs,



les différentes espéces d’anopheles qui assurent la transmission du paludisme dans différentes
zones, leur niveau de sensibilité aux insecticides, leur degré d’endophilie et d’endophagie et leur
degré d’infectivité au Plasmodium falciparum. De plus, cette surveillance entomologique a permis
de rechercher les insecticides candidats potentiels pour la PID. Ces données de base ont permis de
proposer des pistes pour une gestion efficace de la résistance des vecteurs du paludisme aux
insecticides dans la zone d'étude. Les données de base obtenues ont été confrontées a celles
enregistrées aprés la mise en ceuvre de la PID afin d’évaluer 1'évolution des indicateurs
entomologiques.

C’est dans cette optique que s’inscrit la présente thése intitulée « Impact entomologique de la
pulvérisation intradomiciliaire dans deux départements (Alibori et Donga) au Nord du Bénin,
Afrique de I'Ouest » qui vise a vérifier si les résultats obtenus sont similaires a ceux obtenus dans
I’Ouémé au sud du Bénin (Padonou et al., 2012 ; Ossé et al., 2012) et dans 1’ Atacora (Aikpon et
al., 2014).

Objectifs et hypothéses de I’étude

Objectif général

L’objectif principal de cette thése est d’étudier I’'impact de la pulvérisation intradomiciliaire
d’insecticide a effet rémanent a grande échelle sur les indicateurs entomologiques de transmission

du paludisme dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga.

Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques se déclinent en quatre parties:

i) recueillir des données entomologiques de base sur le comportement de piqlre des principaux
moustiques rencontrés en prélude a la campagne de PID dans les départements de 1’ Alibori et de la
Donga (Article 1, publié) ;

i) évaluer le niveau de la transmission du paludisme en prélude a la campagne de PID dans les
départements de 1’Alibori et de la Donga (Article 2, publié) et, la contribution des espéces
moléculaires du complexe An. gambiae (Article 3, publié);

iii)  caractériser la résistance des vecteurs aux insecticides en prélude a la campagne de PID dans
les départements de 1’ Alibori et de la Donga (Article 4, publié) ;

iv) évaluer I’impact de I’utilisation en PID de I’insecticide choisi sur la transmission du

paludisme (Article 5, publié).



Hypothéses

Quatre hypotheses justifient ce travail :

i) le comportement des moustiques dans 1’ Alibori et la Donga permet la mise en ceuvre de la PID
dans ces deux départements;

ii) le niveau de transmission du paludisme et les espéces moléculaires du complexe An. gambiae
impliquées varient dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga ;

iii) plusieurs mécanismes de résistance contribuent a la résistance de An. gambiae s.l. aux
insecticides dans les deux départements ;

iv) la PID est efficace sur les populations de An. gambiae s.I. dans les départements de
1I’Alibori et la Donga.

Approche rédactionnelle
La présente these est divisée en trois chapitres en dehors de I’introduction générale, des généralités,
du matériel et méthodes, de la discussion générale, des conclusions et perspectives: le premier
chapitre est constitué¢ de trois articles publiés et les deux derniers chapitres constitués chacun d’un
article publié. La chronologie des chapitres dans cette thése est basée sur 1’évolution des idées dans
un esprit d’enchainements progressifs pour aboutir a la conclusion générale.
Aprés I’introduction qui nous a permis de préciser le contexte du sujet, de fixer les objectifs a
atteindre, d’émettre les hypothéses de base, nous avons rappelé, dans la premiére partie de la these,
la situation actuelle du paludisme dans le monde, les particularités biologiques et écologiques des
espéces vectrices majeures et des parasites responsables du paludisme en Afrique sub-saharienne.
Ensuite, nous avons fait un état des lieux sur les efforts de lutte antipaludique et en particulier des
méthodes de lutte antivectorielle utilisées contre les principaux anopheles vecteurs et les insecticides
disponibles en santé publique. Nous avons enfin évoqué les différents types de mécanismes de
résistance susceptibles de compromettre les programmes de lutte a base d’insecticide et, les
stratégies de gestion de cette résistance. Nous avons briévement fait cas du matériel et des
différentes méthodologies utilisés pour obtenir les résultats présentés dans les chapitres 1, 2 et 3.
Le chapitre 1 présente les résultats de 1’étude entomologique de base en prélude a la PID.
Ce chapitre fournit des informations sur la dynamique et le comportement de piqdre des principaux
moustiques rencontrés ainsi que sur le niveau de transmission du paludisme avant la mise en ceuvre
de la PID dans les deux régions cibles. Nous avons également évalué la distribution et la
contribution des principales especes jumelles du complexe Anopheles gambiae a la transmission

du paludisme dans 1’ Alibori et la Donga.



Dans le deuxiéme chapitre, nous avons étudié la résistance des vecteurs aux insecticides et les
mécanismes impliqués. Cette étude visait 1’identification d’un insecticide a utiliser en PID afin de
mieux gérer la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides dans les départements de 1’ Alibori et de
la Donga.

Dans le chapitre 3, nous avons évalué I’efficacité de 1’insecticide choisi pour la PID sur les
indicateurs entomologiques de la transmission du paludisme.

Dans la derniére partie, les différents résultats obtenus ont été discutés. Il s’en est suivi une
conclusion et des perspectives visant 1’atteinte des Objectifs du Développement Durable (ODD),
parmi lesquels I’arrét de la morbidité et la mortalité dues au paludisme a 1’horizon 2030.

Etant donné qu’il s’agit d’une thése en francais et que tous les articles insérés sont en anglais, nous
avons fait précéder chaque article d’une petite synthése en frangais comportant le contexte, les

méthodes d’étude, les principaux résultats et la conclusion de chaque article.
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Prés de la moitié de la population mondiale est encore exposée au risque de paludisme en 2018
(figure 1) (WHO, 2019). Le paludisme a été éliminé de la plupart des pays tempérés au cours des
vingt dernieres années pour se retrouver essentiellement dans les régions tropicales et subtropicales
d’Amérique, d’Asie et d’Afrique (WHO, 2019). En considérant, la zone Africaine de I’OMS,
seulement 2 pays ont été reconnus exempts du paludisme par ’OMS: 11 s’agit de 1’Tle Maurice en
1973 et I’ Algérie en 2019. Selon I’OMS, 228 millions cas de paludisme ont été enregistrés en 2018
dans le monde. L’ Afrique est de loin, la région la plus touchée, supportant 93% (213 millions de
cas) de la charge palustre mondiale. Elle est suivie par la région d’Asie du Sud-Est (3,4%) et la
région de la Méditerranée orientale (2,1%) (figure 1). Toutefois, a 1’échelle mondiale, I’incidence
du paludisme a reculé entre 2010 et 2018, passant de 71 cas pour 1 000 habitants exposés au risque
de paludisme a 57 pour 1 000, soit une diminution de 14% pendant cette période. Néanmoins, cette
baisse a considérablement ralenti entre 2014 et 2018, I’incidence ayant diminué a 57 pour 1 000 en
2014 pour rester a un niveau similaire jusqu’en 2018. Mais a part la région d’Asie du Sud-Est ou
une baisse significative de I’incidence continue d’étre observée, trés peu de progrés ont été obtenus
dans les autres régions de I’OMS apres 2015. Seulement 31 pays dans lesquels le paludisme était
endémique ont réduit 1’incidence du paludisme de maniere significative entre 2015 et 2018 et
étaient donc en passe d’atteindre une baisse de 1’incidence égale a au moins 40 % d’ici 2020. A
moins d’un changement rapide, les objectifs de morbidité définis pour 2025 et 2030 dans
la Stratégie technique de lutte contre le paludisme a 1’horizon 2030 ne seront pas atteints.

En ce qui concerne la mortalité due au paludisme, elle a été estimée a 405 000 dans le monde
en 2018. La grande majorité de ces déces (94%) ont été enregistrés dans la région Afrique de ’OMS
et les enfants de moins de 5 ans étaient les plus vulnérables face au paludisme dans le monde (67%).
Pres de 85 % des déces dus au paludisme dans le monde en 2018 ont été concentrés dans 20 pays
de la région Afrique de I’OMS et en Inde. Le Nigéria a représenté a lui seul prés de 24 % de ces
déces, suivi par la République démocratique du Congo (11 %), la Tanzanie (5 %), ainsi que
I’Angola, le Mozambique et le Niger (4 % chacun). Par rapport a 2010, la mortalité liée au
paludisme n’a diminué en 2018 que dans les régions Afrique et Asie du Sud-Est de I’OMS. La baisse
la plus prononcée du nombre de décés dus au paludisme, en valeur absolue, a été observée dans la
région Afrique de I’OMS, qui est passée de 533 000 déces en 2010 a 380 000 en 2018. Malgreé ces
progres, la baisse de la mortalité liée au paludisme a ralenti depuis 2016 (WHO, 2019).



I Cne or more indigenous cases I Certified malaria free after 2000
Zero cases in 2017-2018 "1 No malaria
Zero cases in 2018 Not applicable

I 7Zero cases (>3 years) in 2018

Figure 1 : Distribution mondiale du paludisme : pays et territoires avec des cas de paludisme
autochtone en 2000 et leur statut en 2018. D’apres ’OMS, 2019. (WHO, 2019)

Les pays qui n'ont enregistré aucun cas de paludisme autochtone au cours des trois derniéres années consécutives sont
considérés comme exempts du paludisme. Tous les pays de la région européenne de I'OMS ont signalé zéro cas de
paludisme autochtone en 2017 et 2018 ; En 2018, la Chine et le Salvador n'ont signalé aucun de paludisme autochtone
pour la deuxiéme année consécutive et I’Iran, la Malaisie et le Timor-Leste ont déclaré zéro cas autochtone pour la

premiere fois. Source : Base de données de 'OMS.

1. 2. Les vecteurs responsables du paludisme

1.2.1. Systématique des anopheéles vecteurs

Les moustiques ou Culicidae sont des diptéres qui comptent plus de 3500 espéces répartie
majoritairement au sein des trois genres principaux Aedes, Anopheles et Culex (Cardé & Resh,
2003). Les anophéles appartiennent a I’embranchement des Arthropoda ; a la classe des Hexapoda
; & la sous-classe des Pterygota ; a I’ordre de Diptera ; au sous-ordre des Nematocera ; a la famille
des Culicidae, a la sous-famille des Anophelinae et au genre Anopheles (Knight et al., 1977). La
sous-famille des Anophelinae comporte trois genres (Anopheles, Bironella, Chagasia) dont un seul

a une importance médicale, le genre Anopheles qui regroupe les principaux vecteurs du paludisme.

1.2.2. Cycle de développement des anopheles
Les anophéles sont des insectes dont le cycle de vie comporte une métamorphose compléte, ce sont

des holométaboles. Ils ont une activité rythmée, nycthémérale7 et saisonniére. Leur développement
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est caractérisé par la succession de deux phases : une phase aquatique (ceuf, larve et nymphe) et une
phase aérienne (adulte). Leur cycle de développement est illustré dans la figure 2.
+ Phase aquatique ou pré-imaginale

Les ceufs d’anophéeles pondus séparément sont munis de flotteurs qui leur permettent de
rester a la surface de 1’eau durant I'embryogénese. Sous des conditions favorables de température,
l'incubation des ceufs dure deux a trois jours. Apres éclosion, les ceufs donnent naissance aux larves
de stade I (L1) mesurant environ 1 mm qui vont évoluer par des mues successives pour donner des
larves de stades Il (L2), Il (L3) et IV (L4) mesurant de 5 mm a 1 cm. Comme tous les autres
culicidés, les larves d’anopheles se nourrissent en filtrant les débris organiques et les micro-
organismes de l'eau. Au terme de leur développement, elles subissent une mue particuliere, la
nymphose, pour donner des nymphes mobiles qui ne se nourrissent pas. De profonds remaniements
morphologiques vont se produire au sein de la nymphe et, de cette derniére, va émerger un adulte
méle ou femelle. Bien qu’étant des stades aquatiques, les larves et nymphes ont une respiration
aerienne. A la température de 25 °C, la durée de la phase aquatique est d'une dizaine de jours pour
An. gambiae s.l. et d'une trentaine de jours pour An. funestus (Coetzee & Fontenille, 2004) ; elle

s'allonge quand la température diminue et raccourcit quand cette derniére augmente (Robert, 2001).

-
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Figure 2: Cycle biologique des anophéles (Carnevale et al., 2009).

+ Phase aérienne : émergence, accouplement et cycle gonotrophique
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L’émergence a lieu a la surface du plan d’eau et dure quelques minutes. Sous ’effet de la
pression interne, la cuticule nymphale éclate sur une ligne médiodorsale du céphalothorax, 1’adulte
se dégage rapidement de I’exuvie et s’envole dés que ses ailes ont séché. Aprés I'émergence, les
femelles ont besoin de douze a vingt-quatre heures et les méles de soixante-douze heures pour que
leur cuticule durcisse et que les organes de reproduction males se mettent en place. Cette maturation
se fait par une rotation de 180 degrés de 1’appareil génital et de 1’extrémité abdominale (Clements,
1992).

Avant I’accouplement, les males peuvent former des essaims — de quelques dizaines a
plusieurs milliers d’individus — observables a quelques metres du sol et généralement au crépuscule
(Diabate et al., 2006 ; Manoukis et al., 2009). La copulation, de courte durée (quelques secondes),
peut se dérouler entierement en vol ou bien commencer en vol et se poursuivre lorsque le couple (la
femelle accrochée par les claspers du male) est au sol (Charlwood et al., 2002 ; Carnevale et Robert,
2009). En régle générale, les femelles d'anophéles ne s'accouplent qu'une fois au cours de leur vie
(Clements, 1999). Les spermatozoides sont stockés dans un réceptacle, la spermathéque, d’ou ils
sortent pour féconder les ovocytes au moment de la ponte. lls conservent leur pouvoir fécondant
durant toute la vie du moustique. Males et femelles prennent ensuite du jus sucré, plus souvent le
nectar des plantes, afin de satisfaire leurs besoins énergétiques pour le vol et maintenir les processus
métaboliques.

Pour assurer la survie de I’espéce, les femelles ont besoin de prendre du sang car les protéines
du sang sont une source d'acides aminés nécessaires au développement des ceufs. De ce fait, seule
la femelle8 est hématophage. La succession des phénomenes physiologiques qui se produisent chez
la femelle entre deux repas de sang successifs constitue le cycle gonotrophique (Carnevale et al.,
2009 ; Robert, 2001 ; Clements, 1992). Il est d’une importance capitale en épidémiologie car il
conditionne la fréquence du contact héte-vecteur pendant lequel se déroule la transmission des
Plasmodium spp. Il est composé de trois phases: recherche de 1’hdte vertébré et prise du repas de
sang ; digestion du sang et maturation ovarienne ; et pour finir recherche du lieu de ponte et ponte.
La durée du cycle gonotrophique varie entre deux et trois jours pour les femelles pares (c’est-a-dire
ayant effectué au moins une ponte) et jusqu’a cinq jours pour les femelles nullipares (n’ayant pas
encore effectué une ponte). Deux a trois jours apres la prise du repas de sang, I’anoph¢le femelle
pond des oeufs sur I’eau. La fécondité varie selon les espéces et d’autres facteurs comme 1’age et la
saison. Pour An. gambiae s.1., le nombre moyen d’ceufs par ponte est de I’ordre de 150 et la fécondité
diminue avec I’age (Clements, 1992). De nombreuses espéces prennent d’abord un repas de sang

avant de s’accoupler (Charlwood et al., 2003).
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1.2.3. Les vecteurs du paludisme en Afrique

1.2.3.1. Les anopheles et leur réle dans la transmission

Le paludisme (palus = marais) ou malaria est une parasitose due a un hématozoaire du genre
Plasmodium et transmise a ’homme par exclusivement des moustiques du genre Anopheles
(Chabasse, 2002). Sur 537 espéces d’anophéles répandues dans le monde, une cinquantaine sont des
vecteurs de Plasmodium sp. dont une vingtaine sont a I’origine de la majorité des cas de paludisme
(Harbach, 2013). Les autres espéces ne participent pas a la transmission parce qu’elles ne sont pas
"compétentes” pour permettre le développement du parasite (Cohuet et al., 2010). Les anophéles
ont également une importance en santé humaine par la transmission de la filaire de Bancroft,
Wuchereria bancrofti et d’arbovirus.

En Afrique Subsaharienne, les vecteurs du paludisme appartiennent a une douzaine d’espéces
réparties dans différentes aires géographiques (Sinka et al., 2012) (figure 3). Une dizaine d’espéces
est directement impliquée dans la transmission du paludisme mais seuls deux grands complexes
d’espéces assurent la presque totalité de cette transmission : Anopheles gambiae sensu lato Giles,
1902 (ci-aprés Anopheles gambiae s.1.) et le groupe Anopheles funestus Giles, 1900.

Les anophéles du complexe Anopheles gambiae sont probablement les plus répandus et sont
ceux qui assurent en grande partie la transmission du paludisme en Afrique. La taxonomie permet
de repartir ce complexe en huit especes morphologiquement semblables (Gillies & De Meillon,
1968 ; Coetzee et al., 2013). Parmi celles - ci, six sont inféodées aux eaux douces (Anopheles
gambiae, An. coluzzii, Anopheles arabiensis, Anopheles quadriannulatus A, Anopheles
quadriannulatus B et Anopheles bwambae) et deux autres aux eaux saumatres (Anopheles melas
et Anopheles merus) (White, 1974a; Gillies & Coetzee, 1987 ; Hunt et al., 1998 ; Coetzee et al.,
2000). Les principales espéces vectrices du complexe An. gambiae retrouvées en Afrique sont An.
gambiae, An. coluzzii et An. arabiensis.

Le groupe An. funestus quant a lui comporte six espéces jumelles : An. vaneedeni, An.
rivulorum, An. parensis, An. leesoni, An. rivulorum-like et An. funestus s.s. Seule cette derniere est
anthropophage et ayant une trés large diffusion en Afrique, joue un réle dans la transmission du
paludisme. Considéré comme 1’un des principaux vecteurs a la suite de Anopheles gambiae s.s et
Anopheles arabiensis, An. funestus est aussi trés endophile. Cette forte endophilie lui permet de
s’adapter aux régions d’altitude.

Trois autres vecteurs assurent, avec une fréquence relativement modérée, la transmission du
paludisme en Afrique tropicale. Il s’agit de Anopheles nili géographiquement localisé en Afrique
de I’Ouest et Centrale, Anopheles pharoensis qui est surtout répandu dans les zones seches

d’Afrique orientale mais aussi de 1’Ouest et Anopheles moucheti que 1’on retrouve dans les zones
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de forét d’Afrique Centrale (Antonio-Nkondjio et al., 2002 ; Fontenille et al., 2005 ; Antonio-
NKkondjio et al., 2006). Par ailleurs, il existe aussi certaines espéces dites vecteurs secondaires qui
assurent localement la transmission du paludisme aux c6tés des vecteurs majeurs surtout sur le
littoral et en milieu insulaire : An. melas sur les cotes lagunaires d’Afrique de 1’Ouest, An. merus et
An. mascarensis a Madagascar (Fontenille & Campbell, 1992 ; Pock Tsy et al., 2003). Les vecteurs
secondaires assurent moins de 5% de la transmission du paludisme (Mouchet et al., 2004). Ces
especes « mineures » ne sont pas importantes dans la transmission du parasite a cause d’éléments
liés a I’environnement et/ou a leur comportement vis-a-vis de I’homme (facteurs extrinseques). Ces
facteurs, avec des facteurs intrinseques, comme la compétence vectorielle, interviennent pour
minimiser leur role vecteur (Billingsley et al., 2006).

Cependant, la présence de ces différences especes dans une localité est influencée par
plusieurs facteurs environnementaux dont la température, ’humidité, la nature des sols, le régime
des pluies, la salinité de I’eau, etc. (Wiebe et al., 2017) mais également par des facteurs anthropiques
(Kamdem et al., 2012). Des études récentes sur le comportement trophique et de repos et sur des
analyses cytogénétiques ont permis de caractériser sept (8) especes jumelles dans le complexe An.
gambiae (Wiebe et al., 2017).

Africa

p An. arabiensis; An. funestus;
L An. gambiae

B A~ arabiensis, An. funestus 4
B An. funestus, An. gambiae \"\‘_ o [

An. arabiensis )
- An. gambiae - e ——

i | An. funestus

Figure 3 : Distribution globale des anophéles vecteurs principaux, secondaires et potentiels (Sinka
etal., 2012).
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1.2.3.1.1. Le complexe Anopheles gambiae

Considéré a I’origine comme une seule espéce, le complexe Anopheles gambiae comptait sept
especes (An. gambiae s.s. (Giles, 1902), An. arabiensis (Patton, 1905), An. melas (Theobald, 1903),
An. merus (Donitz, 1902), An. bwambae (White, 1985), An. quadriannulatus (Theobald, 1911), An.
amharicus (Hunt, Wilkerson & Coetzee, 2013) (Coetzee et al., 2013). Des sept espéces du
complexe, An. gambiae s.s. et An. arabiensis sont les vecteurs les plus importants. Elles sont seules
globalement responsables de 90% de la transmission du paludisme dans la zone intertropicale
africaine (Robert & Carnevale, 1984).

La notion de complexe d’espéces a été initialement basée sur des criteres écologiques des
vecteurs au stade larvaire. Il a fallu attendre le XX&me siécle pour que I’existence du complexe An.
gambiae soit démontrée par des croisements de référence réalisés entre écotypes (Davidson, 1964).
Ainsi, sept « unités de croisements » ont été mises en évidence sur la base de la production de males
F1 stériles, et ont été considérées comme des espéces au sein du complexe An. gambiae (White,
1974b; Hunt et al., 1998). Les études ultérieures ont permis de distinguer et d’identifier les espéces
du complexe en se basant sur des criteres cytogenétiques (Coluzzi et al., 1979). D’apres ces critéres
cytogénétiques, An. gambiae s.s a été scindé en cing formes chromosomiques « Bamako », « Bissau
», « Forét », « Mopti » et « Savane ». (Coluzzi et al., 1985). Depuis, des techniques moléculaires
ont été développées pour identifier les formes Mopti » et « Savane » ou « Bamako » par RFLP- PCR
(Restriction Fragment Length Polymorphism-PCR) de I’'IGS (Favia et al., 1997) ou par PCR de
I’'ITS (Internal Transcripter Spacer) (Favia et al., 2001). Les formes chromosomiques sont de
véritables marqueurs écologiques. En 2013, An. gambiae s.s. (Giles, 1902) a été scindée en deux
espéces qui correspondent aux classifications antérieures des deux formes moléculaires M et S, la
forme M et la forme S correspondant respectivement a An. coluzzii (Coetzee et al., 2013) et An.
gambiae ramenant actuellement le nombre d’espéces jumelles du complexe An. gambiae a huit
(Coetzee et al., 2013). Le complexe An. gambiae joue un réle majeur dans la transmission des
Plasmodium spp. en Afrique sub-saharienne, en particulier An. gambiae, An. coluzzii, et An.
arabiensis (Wiebe et al., 2017).

1.2.3.1.2. Distribution et comportement trophique de An. gambiae, An. coluzzii et An.
arabiensis

Les aires de distribution de An. gambiae et de An. coluzzii se chevauchent en Afrique de I’Ouest et
Centrale. Il convient de noter que les niveaux d’hybridation entre ces deux espéces varient
énormément en fonction des zones géographiques. Certains pays n’ont rapporté aucun cas

d’hybridation alors que d’autres ont observé des fréquences peu voire tres élevées (Wondji et al.,
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2005; Yawson et al., 2007; Nwakanma et al., 2013). An. gambiae se retrouve, toutefois en allopatrie
en Afrique de I’Est mais une étude a observé la présence de An. coluzzii au Zimbabwe (Masendu et
al., 2004). Les larves de An. gambiae se retrouvent dans des gites larvaires temporaires avec peu de
prédateurs. An. coluzzii, par contre, est plus adapté aux gites larvaires permanents ou semi-
permanents dans lesquels les prédateurs sont abondants (Diabaté et al., 2005; Gimonneau et al.,
2012).

An. arabiensis est présent dans toute la zone afrotropicale excepté les zones de foréts.
Comparativement a An. gambiae s.s. ou An. funestus s.s., il s’adapte micux aux environnements
plus secs, ce qui explique sa distribution qui s’étend jusqu’au Nord dans le Sahel, a I’Est de
I’Ethiopie, le Sud-Ouest de la péninsule arabique, le Kenya et la Somalie et le Sud dans les
environnements désertiques et steppiques de la Namibie et du Botswana en Afrique australe (Wiebe
et al., 2017). Il est capable de se développer dans des zones totalement sauvages, adoptant alors un
comportement exclusivement zoophile (Duchemin et al., 2001). En général, An. gambiae et de An.
coluzzii, a cause de leur anthropophilie préférentielle, ont développé une tendance forte pour
I’endophagie et endophilie, tandis que le plus zoophile An. arabiensis a une tendance plus exophage

et exophile.

1.2.3.1.3. Le groupe An. funestus

Le groupe An. funestus est réparti en 3 sous-groupes (Funestus, Rivulorum et Minimus) et est
composé de 10 espéeces : An. funestus s.s., An. aruni, An. parensis, An. vaneedeni, An. confusus, An.
rivulorum, An. leesoni, An. brucei, An. fuscivenosus et An. funestus-like (Spillings et al., 2009). Il
existe de grandes différences entre les membres du groupe en ce qui concerne leur biologie, leur
comportement et leur capacité vectorielle. Seul An. funestus s.s. est un vecteur majeur de
Plasmodium spp.; les autres especes du groupe jouent un rdle mineur ou ne sont pas vectrices (Choi
et al., 2010).

Deux formes chromosomiques de An. funestus s.s. (Kiribina et Folonzo) ont été observées
au Burkina-Faso et au Sénégal correspondant a des comportements de piqdres et de repos différents
(Costantini et al., 1999 ; Dia et al., 2000). La forme Kiribina serait plus abondante dans les zones
rizicoles alors que la forme Folonzo serait plus présente dans les zones comportant des retenues
d’eau avec une végétation aquatique naturelle. Des etudes plus récentes sur des populations de An.
funestus s.s. de 12 pays ont permis d’identifier 3 formes moléculaires : M, W et MW. La forme M
est retrouvée essentiellement en Afrique de I’Est, la forme W en Afrique de 1’Ouest et centrale et
MW au Sud de I’Afrique (Garros et al., 2004). Toutefois, ces 3 formes ont été toutes retrouvées

dans des populations d’An. funestus s.s. de Malawi. Au moins deux formes ont également eté
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retrouvées au sein d’une méme population collectée dans d’autres pays (Koekemoer et al., 2006).
An. funestus s.s. est répandu dans toute I’ Afrique sub-saharienne, se retrouvant plus dans les savanes
ouvertes que dans les zones boisées. Son aire de distribution chevauche celles de An. gambiae, An.
coluzzii et An. arabiensis, faisant des quatre espéces les principaux vecteurs de Plasmodium spp.
sur le continent africain (Wiebe et al., 2017).

1.2.3.1.4. Le complexe An. nili

Le complexe An. nili est un vecteur secondaire de Plasmodium spp. Il est présent dans les zones
forestiéres et de savane humide d’Afrique de 1’Ouest, de I’Est et centrale (Fontenille & Simard,
2004). Le complexe An. nili comprend 4 especes : An. nili s.s., An. somalicus, An. carnevalei et An.
ovengensis (Antonio-Nkondjio et al., 2006). A part An. somalicus qui est zoophile et n’a jamais été
rapporté comme vecteur de Plasmodium spp., les trois autres espéces peuvent transmettre le parasite.
Les especes du complexe An. nili sont restées peu étudiées. An. nili s.s. a une importante distribution
géographique, se retrouvant surtout en Afrique de 1’Ouest, centrale et de I’Est. Les populations
forestieres sont en général endophages alors que celles présentes dans les savanes sont plus
exophiles et exophages (Antonio-Nkondjio et al., 2006). Les larves de An. nili s.s. se développent
le long des cours d'eau & débit rapide. Une étude récente a montré 1’implication de Anopheles

nili dans la transmission de Plasmodium falciparum a Kérou, au Nord Bénin (Osse et al., 2019).

1.3. Espéces plasmodiales responsables du paludisme chez ’homme

Le paludisme est I’'une des plus importantes parasitoses humaines et constitue jusqu’a présent un
probleme majeur de santé publique. Il est causé par un protozoaire du genre Plasmodium découvert
par le parasitologiste Laveran en 1880 et se transmet de I’homme a homme par une piqire infectante
de moustique du genre Anopheles. Il existe plus de 140 espéces de Plasmodium qui infectent des
especes animales variées. Seules quatre especes parasitaires sont responsables des infections
plasmodiales humaines : Plasmodium falciparum (Welch, 1897), Plasmodium malariae (Grassi &
Feletti, 1890), Plasmodium ovale (Stephens, 1922), Plasmodium vivax (Grassi & Feletti, 1890) et
également, une cinquieme espéce qui touche principalement les macaques a queue longue,
Plasmodium knowlesi (Sinton & Mulligan, 1932), capable d’infecter I’homme (Singh et al., 2004).
A I’exception de P. falciparum qui est membre du sous-genre Laverani, les quatre autres especes
appartiennent au sous-genre Plasmodium. Les deux espéces plasmodiales les plus dangereuses sont
P. falciparum et P. vivax. Plasmodium vivax infecte plus de personnes dans le monde mais est moins
grave que P. falciparum qui est la plus répandue en Afrique. Plasmodium falciparum est le parasite

du paludisme le plus prévalent dans la région Afrique de ’OMS. En 2018, il a été a 1’origine de

17



99,7 % des cas de paludisme estimés, tout comme dans les régions Asie du Sud-Est (50 %),
Méditerranée orientale (71 %) et Pacifique occidental (65 %) (WHO, 2019). Au niveau mondial,
53 % des cas de paludisme a P. vivax sont enregistrés dans la région Asie du Sud-Est de ’OMS,
avec une majorité des cas en Inde (47 %). Plasmodium vivax prédomine dans la région Amériques
de ’OMS, représentant 75 % des cas de paludisme. Les trois autres espéces (Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi) sont moins répandues et ne causent pas d'acces
graves (Collins & Jeffery, 2007 ; Mueller et al., 2007). Toutes les especes plasmodiales sont
présentes en Afrique sauf Plasmodium knowlesi. Plasmodium knowlesi, une espece qui ressemble a
Plasmodium malariae au microscope, est habituellement inféodé aux singes macaques de 1’ Asie du
Sud-Est. L’infection a Plasmodium knowlesi peut causer des pathologies cérébrales graves (Cox-
Singh et al., 2010).

1.3.1. Cycle de développement du Plasmodium
Au cours de la piqure, I’anophéele femelle infecté injecte les parasites sous forme de sporozoites
fusiformes dans la peau de I’homme. Via la circulation sanguine, les sporozoites rejoignent
rapidement (30 minutes en moyenne) le foie, pénetrent dans les hépatocytes ou ils se multiplient et
se transforment en schizontes hépatiques. Aprés une durée d’incubation de 6 a 15 jours en fonction
des especes, le cytoplasme des hépatocytes est envahi par une masse contenant des milliers de
mérozoites. Les schizontes éclatent alors et libérent les mérozoites dans la circulation sanguine. Ces
derniers infectent ensuite les hématies dans lesquelles ils vont se multiplier pour produire de
nouveaux meérozoites qui sont libérés dans la circulation sanguine pour infecter d’autres hématies :
c’est la schizogonie érythrocytaire. Le parasite prend trois formes distinctes successives au cours de
son cycle de développement érythrocytaire qui dure 48 heures pour P. falciparum, P. ovale, P. vivax
et 72 heures pour P. malariae. La phase hépatique ou pré-érythrocytaire est cliniqguement
asymptomatique et dure de 7 a 12 jours pour P. falciparum. La phase sanguine, quant a elle,
déclenche une crise de paludisme. Pour certaines espéces de Plasmodium telles que P. vivax et P.
ovale, des sporozoites peuvent rester quiescents sous forme d’hypnozoites dans le foie jusqu’a
plusieurs années avant de réaliser une schizogonie. Les hypnozoites sont responsables des acces
palustres survenant plusieurs années aprés I’infection. Apres plusieurs cycles schizogoniques
érythrocytaires, certains mérozoites se différencient en gamétocytes sexués. Ceci marque le début
de la phase sexuée des Plasmodium spp.

Au cours d’un repas de sang, 1’anophele femelle ingére les gamétocytes. Le macro-
gamétocyte femelle se transforme rapidement en macro-gamete femelle alors que les micro-

gametocytes males subissent trois cycles successifs conduisant a la formation de huit noyaux,
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chacun associé a un flagelle. Ces derniers émergent a la surface du corps du gamétocyte pour former
les microgamétes, c¢’est I’exflagellation. Les membranes plasmiques suivies des noyaux des gamétes
male et femelle fusionnent ensuite, ¢’est la fécondation qui conduit a la formation d’un ceuf diploide.
L’ceuf évolue en un ookinéte mobile qui migre dans les parois de 1’estomac de I’anophéle ou il s’y
enkyste sous la forme d’un oocyste. Aprés maturation, les oocystes libérent les sporozoites qui
migrent via I'némolymphe jusqu’aux glandes salivaires du moustique. La durée de la maturation
dépend de la température et varie de 4 a 21 jours pour P. falciparum. L'inoculation de sporozoites
dans un nouvel hdte humain boucle le cycle de développement des Plasmodium spp. (figure 4).

En matiére de transmission vectorielle, deux notions sont fondamentales : la compétence
vectorielle et la capacité vectorielle. La compétence vectorielle désigne la faculté du vecteur a
s’infecter apres ingestion du repas de sang infecté, puis a assurer le développement du pathogene et
enfin a transmettre le pathogéne au vertébré par une piqdre (Dye, 1992 ; Lord et al., 1996). En
d’autres termes, la compétence vectorielle mesure le niveau de coadaptation pathogéne / vecteur
invertébré et dépend essentiellement de facteurs génétiques. La notion de capacité vectorielle peut
aussi étre abordée en considérant que si un anophéle prend son repas de sang sur un homme porteur
de gametocytes (stade sanguin du parasite infectant pour le moustique), et si ce moustique
renouvelle habituellement un repas de sang toutes les trois nuits (soit un cycle gonotrophique de
trois jours), puisque le développement sporogonique du Plasmodium (incubation extrinseque) dure
11 jours (au moins a 27°C), alors le moustique ne pourra héberger des sporozoites (stade du parasite
infectant pour I’homme) dans ses glandes salivaires, et donc les transmettre, qu’a partir de son 6°™
repas sanguin, lui-méme étant alors 4gé de 17 jours (MacDonald, 1957). La survie de ce moustique
jusqu’a son 17°™ jour est indispensable pour la transmission a I’homme. Il en résulte qu’une grande
longévité des vecteurs potentiels est cruciale pour le systeme vectoriel. La capacité vectorielle
exprime donc le potentiel de transmission d’une population d’un vecteur de plasmodium. Elle
dépend a la fois des facteurs liés au vecteur, a l'agent infectieux et a l'environnement (densité
de population du vecteur, fréquence du contact vecteur - hote vertébré, survie du vecteur, et durée
du développement extrinseque). Elle constitue donc un des indicateurs du potentiel de transmission
de la maladie (méme en absence de tout agent de la maladie). Cette approche explique pourquoi la
transmission du paludisme humain en Afrique est tres supérieure a celle observée dans le reste du
monde. Les vecteurs africains qui en sont responsables sont les plus efficaces. On observe que leur
longévité est trés importante de méme que leur anthropophilie. Leur cycle gonotrophique est court

avec une densité élevée. On note en général que la capacité vectorielle est trés élevée.
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Figure 4 : Cycle de développement des Plasmodium spp. Source: (Nilsson et al., 2015)

1.3.2. Faciés épidémiologique du paludisme

La répartition du paludisme dans le monde dépend en partie des caractéristiques intrinseques du
vecteur (compétence vectorielle) et de sa capacité vectorielle. Dans le monde, on distingue des zones
non impaludées sans anophéles (continent antarctique, Groenland, Islande, Polynésie centrale et
orientale), des zones non impaludées avec anophéles (Anophélisme sans paludisme) et des zones
d’endémie palustre. L’anophélisme sans paludisme (Europe et Amérique du nord) regroupe des
zones avec des anopheles non-vecteurs et des zones avec des anopheles anciennement vecteurs de
souches plasmodiales qui ont disparu au cours des siécles ou qui ont été éradiquées au cours du
programme mondial d’éradication du paludisme (1960-1970). Dans ces zones, subsistent des
anopheéles qui ont assuré au cours des siécles la transmission des différentes especes de plasmodium
et dont la capacité a transmettre des souches de méme espéce, originaires d’autres continents, ne
doit pas étre négligee.

Dans les zones d’endémie palustre (zones intertropicales), différentes tentatives de
classification ont été proposées. Cette classification était basée sur des indices cliniques ou
parasitologiques et ne prenaient pas en compte la composante vectorielle ni 1’apparition d’une
immunité de prémunition et les variations de ces indices n’avaient pas les mémes significations

suivant les régions ou sévissent les plasmodies. Ce n’est qu’en 1984, Carnevale et collaborateurs
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ont propos¢ le concept de facies épidémiologique pour 1’ Afrique de 1’Ouest, concept étendu ensuite
a toute I’Afrique et généralisé en 1992 (Mouchet et al., 1993 ; Carnevale et al., 1984). La
classification épidémiologique est dorénavant locorégionale.

Un faciés épidémiologique est un ensemble de lieux et régions ou le paludisme présente dans
ses manifestations pathologiques des caractéres communs liés aux modalités de transmission du
parasite. En conséquence, dans ces lieux, la stabilité de la maladie, la prévalence parasitaire,
I’incidence clinique et les paramétres entomologiques définis par I’indice de stabilité du paludisme
y sont similaires. Cet indice de stabilité est une estimation du nombre de piqgQres sur homme
effectuées par un moustique pendant toute sa vie. Il repose sur le nombre de sujets humains piqués
par la méme femelle en une nuit et sur ’espérance de vie des anophéles (Mouchet et al., 2004).

On distingue ainsi des « facies primaires » stables, intermédiaires et instables. Dans les zones

de transmission élevée et réguliére (de I’ordre d’une centaine a quelques centaines de piqdres
infectantes par personne et par an), la morbidité et la mortalité sont concentrées chez les jeunes
enfants. C’est la situation de « paludisme stable », ou I’indice de stabilité est supérieur & 2,5 et la
transmission et 1’éradication du parasite est difficile (Macdonald, 1955). Dans cette zone, la
prémunition est acquise tot dans 1’enfance.
Dans les zones ou la transmission est habituellement moins importante (de 1’ordre d’une a quelques
dizaines de piqlres infectantes par personne et par an) avec un indice de stabilité compris entre 0,5
et 2,5, on parle de stabilité moyenne ou intermédiaire. Il peut exister de brefs pics de transmission
intense et de grandes variations saisonniéres dans 1’aspect épidémiologique du paludisme. La
morbidité et la mortalité touchent alors des enfants jeunes mais aussi plus agés; les adultes sont plus
souvent malades. La prémunition est lente a s’établir.

Dans les conditions ou la transmission est trés basse (moins une piqlre infectante par
personne et par an) ou interrompue pendant plusieurs années, la prémunition ne peut s’établir
durablement et le paludisme peut se manifester sur le mode épidémique. La morbidité et la mortalité
concernent alors indistinctement toutes les classes d’age de la population. C’est le « paludisme
instable » avec un indice de stabilité inférieur a 0,5.

Appligués a un continent, ces faciés permettent de découper celui-ci en strates épidémiologiques.
C’est ainsi qu’il est convenu de diviser I’Afrique au Sud du Sahara en six strates majeures :
équatoriale, tropicale, sahélienne, subdésertique, australe et montagnarde. 1l faut tenir compte de
modulateurs naturels de la transmission (cours d’eau, retenues et salinité, nature des sols) et des
modulations induites par I’homme (déforestation, barrages, irrigation, stabulation des bétails,

urbanisation et lutte antivectorielle) qui peuvent changer radicalement les conditions de
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transmission (jusqu’a I’éradication dans certaines iles tropicales ou la réintroduction sur le mode

épidémique apres arrét du contrdle) (Mouchet et al., 1993).

1.4. Mesure de la transmission

La transmission du paludisme résulte de la rencontre et de la compatibilité du Plasmodium avec ses
deux partenaires, le vecteur anophele et I’hote vertébré, ’homme. L’ensemble qui implique I’agent
pathogéne, I’arthropode vecteur et I’hote vertébré, dans un environnement donné, constitue ce qu’on
appelle le systeme vectoriel (Rodhain, 2015) illustre dans la figure 5. Le passage a une phase
effective de transmission dépend d’un grand nombre de facteurs : la susceptibilité/immunité de la
population d’hdtes vertébrés, 1’aptitude du vecteur a s’installer durablement aprés son introduction
et le niveau de sa compétence et de sa capacité vectorielles (Fontenille et al., 2013). La mesure de
la transmission du paludisme se fait donc a deux niveaux : au niveau de I’homme par des analyses
parasitologiques (présence de parasites sanguins détectés par microscopie, test de diagnostic ou
analyse biomoléculaire) et/ou des analyses de marqueurs sérologiques d’exposition au parasite ; et
au niveau de la population d’anopheles par mesure des indices entomologiques permettant

d’incriminer un vecteur.
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Figure 5: Systeme vectoriel : agent pathogene, vecteur, héte et environnement. Source :
(Fontenille, 2008).
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1.4.1. Capacité vectorielle et autres indices entomologiques
1.4.1.1. Capacité vectorielle et compétence vectorielle
Entomologiquement, la mesure de la transmission du paludisme s’appuie sur I’analyse de la capacité
vectorielle, c'est-a-dire le nombre de piqires infectantes qu’une population anophelienne
distribuerait quotidiennement a un cas humain, & un endroit et a un moment donneés, en supposant
des conditions de non-immunité (définition basée sur celle énoncée dans 1’article de Garret-Jones
(Garrett-Jones, 1964). La capacité vectorielle inclut la compétence vectorielle qui est définie comme
étant « I’aptitude d’un vecteur a permettre le développement d’un pathogene, de son ingestion dans
un repas sanguin a sa maturation dans ses glandes salivaires, lui permettant alors de transmettre le
pathogene a 1I’hdte vertébré ». La capacité vectorielle, illustrée dans la figure 6, est conditionnée par
la densité vectorielle, la préférence trophique, la durée du cycle gonotrophique, le taux de survie et
la durée du cycle d’incubation extrinséque du pathogéne. Elle est souvent mesurée par la formule
suivante : C= ma X a X p"/—Inpp ; selon Garrett-Jones (Garrett-Jones, 1964). Ou : C = capacité
vectorielle qui s’exprime en nombre de piqires infectantes que peut recevoir un homme par
I’intermédiaire d’une population anophelienne par unité de temps.
ma = densité anophelienne agressive pour ’homme estimée en nombre de piqiires par homme et par
unité de temps. ma peut aussi s’écrire « m X a », avec m désignant la densité des vecteurs par rapport
a I’homme.
a = nombre de repas de sang pris sur homme par un anophele par unité de temps.
p = probabilité quotidienne de survie de la population anophelienne considérée (calculée a partir du
taux de parturité). p" est la proportion de spécimens qui dépassent 1’dge épidémiologiquement
dangereux, 1/-Inp est I’espérance de vie et p"/Inp désigne I’espérance de vie infectante. « In » désigne
le logarithme népérien.
n = durée (en jours) du cycle extrinseque (ou sporogonique) de 1’espece plasmodiale étudiée dans
la zone et pendant la période considérée.
Cependant cette formule n’inclut pas strictement la compétence vectorielle, paramétre important a
prendre en considération. 1l est depuis admis de définir la capacité vectorielle par la formule : €=
(max ax p") (-Inpp) x V ; selon Reisen (Reisen, 1989). Avec « V » représentant la compétence
vectorielle. Celle-ci dépend de facteurs génétiques (susceptibilité de 1’hote moustique) mais
également de facteurs environnementaux tels que le microbiote intestinal du moustique (Boissiére
etal., 2012 ; Tchioffo et al., 2013 ; Dennison et al., 2016 ; Tchioffo et al., 2016a).

Les parameétres pour le calcul de la capacité vectorielle ne sont pas toujours précis et faciles
a obtenir, comme la détermination du taux de parturité requérant une expertise spécifique et

I’estimation réelle de la durée du cycle sporogonique d’une espéce si on n’a pas les données de
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température au moment des captures. C’est pourquoi, la mesure de la transmission se fait

généralement en estimant d’autres indices entomologiques spécifiques.
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Figure 6 : Schéma de la capacité vectorielle.

Apres émergence, le moustique femelle met deux a trois jours pour que sa cuticule durcisse (surtout sa trompe) et qu’elle
puisse trouver un hote vertébré (cycle gonotrophique). Si une femelle prend son deuxiéme repas de sang sur un héte
infecté, elle pourrait étre infectante pour I’homme a partir de son sixiéme repas sanguin. La durée de vie moyenne d’un

anophele est d’une vingtaine de jours.

1.4.1.2. Autres indices entomologiques utilisés pour la mesure de la transmission
Hormis la formule de la capacité vectorielle, les autres paramétres entomologiques permettant de
mesurer la transmission du paludisme sont : le taux d’agressivit¢ (abondance), le taux
d’endophilie/exophilie (habitudes de repos), le taux d’endophagie/exophagie (habitudes
alimentaires), le taux d’anthropophilie (préférence d’hote), le taux d’infection et le taux
d’inoculation entomologique (WHO, 2014).

Taux d’agressivité ou densité agressive (ma) (HBR, « Human biting rate »)
C’est le rapport du nombre de moustiques capturés sur homme par le nombre de captureurs, en une
nuit et pour chaque espéce. Il s’exprime en nombre de piqire/homme/nuit. Pour estimer ce
parameétre, il faut réaliser des captures sur appat humain.

Taux d’endophagie/exophagie
C’est la proportion des femelles d’une espece donnée qui piquent a I’intérieur (endophagie) ou a
I’extérieur (exophagie) des habitations.

Taux d’anthropophilie (HBI, « Human blood index »)
C’est la proportion de femelles d’une espéce donneée, portant du sang humain dans leur estomac.

Cet indice est obtenu par analyse des repas de sang, généralement par la technique « Enzyme linked
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immunosorbent assay » (ELISA) (Beier et al., 1988) et aussi par la technique PCR ciblant le géne
Cyt B codant pour la cytochrome b oxydase mitochondriale (Kent & Norris, 2005) qui permettent
de distinguer 1’origine du repas sanguin entre homme, poulet, beeuf, porc, etc. Il sert a définir le ma
quand on ne peut pas faire de captures sur homme, principalement dans les pays ou capturer des
moustiques sur appat humain n’est pas accepté par 1’éthique.

Taux d’infection ou Indice sporozoitique (IS)
C’est la proportion de moustiques d’une espéce donnée, porteurs de sporozoites dans leurs glandes
salivaires. Cet indice peut étre obtenu par dissection des glandes salivaires et détection par
microscopie des sporozoites ou par détection de la protéine CSP par analyses ELISA (Wirtz et al.,
1985 ; Wirtz et al., 1987) et PCR (Snounou et al., 1993 ; Bass et al., 2008). Les deux dernieres
techniques sont les plus utilisées de nos jours.

Taux d’inoculation entomologique (EIR, « Entomological inoculation rate »)
C’est le produit du taux d’agressivité ma par le taux d’infection IS. Il est exprimé en nombre de
piglres infectantes par homme et par unité de temps (nuit, mois ou année) en zone de faible
transmission. Cet indice permet d’évaluer la contribution d’une espéce vectrice dans la transmission
du paludisme dans une région donnée, de comparer les niveaux de transmission selon les régions et

les facies épidémiologiques, et d’évaluer I’impact des méthodes de contrdle.

1.5. Contréle du paludisme

Réduire la transmission du paludisme a un niveau qui ne constitue plus un probleme de santé
publique est I'objectif de ce qu'on appelle le contrdle du paludisme. Le contréle du paludisme differe
de son élimination (a portée locale ou régionale) et de son éradication (élimination mondiale). Bien
que cela soit difficile a mettre en ceuvre, surtout en Afrique qui représente le plus gros fardeau du
paludisme, la plupart des programmes nationaux de lutte contre le paludisme visent a éliminer cette

maladie. Les méthodes actuelles de contrdle du paludisme ciblent le parasite et le vecteur.

1.5.1. Lutte anti-parasitaire
+ Traitements médicamenteux chez I’homme
Le traitement médicamenteux a pour objectif premier de guérir le sujet infecté en éliminant
rapidement et totalement les plasmodies de son sang. Ceci afin d’éviter des complications pouvant
conduire a une infection chronique et potentiellement a la mort. Du point de vue de la santé publique,
un traitement efficace a aussi pour but de réduire la transmission du paludisme en diminuant les
réservoirs, principalement les porteurs de gamétocytes, et d’éviter 1’apparition et la propagation

d’une résistance aux antipaludiques (WHO, 2018e). Avant de commencer un traitement, il est
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nécessaire de faire un diagnostic précoce du paludisme. Le diagnostic se fait par confirmation
parasitologique au moyen d’un examen microscopique (test de référence) ou au moyen d’un TDR.
La chloroquine, premier antipaludique de synthese, avait connu un grand succes au vingtiéme siécle
dans la lutte contre le paludisme. Cependant, une résistance chez P. falcipaum a ce médicament a
été enregistree dés les années cinquante et ultérieurement chez P. vivax (Payne, 1987 ; Wellems &
Plowe, 2001 ; Sidhu et al., 2002 ; Howes et al., 2016). La découverte de I'artémisinine a changé
radicalement le paysage de la lutte contre le paludisme et a conduit a de nouvelles perspectives dans
la recherche et le développement des médicaments antipaludiques (Su & Miller, 2015). Cela a valu
au Professeur Youyou Tu en 2015, le Prix Nobel de Médecine pour sa contribution a la découverte
de cette molécule. Aujourd’hui, le traitement de premiére ligne recommandé par I'OMS pour la
majorité des cas de paludisme, est ['utilisation de combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine, les ACT « Artemisinin-based combination therapy » (WHO, 2015b). Cinq ACT sont
recommandés par I’OMS : artemeter + lumefantrine ; artesunate + amodiaquine (ASAQ) ; artesunate
+ mefloquine; dihydroartemisinine + piperaquine; et artesunate + sulfadoxine-pyrimethamine (S-
P). Leur dose est administrée en fonction du poids de I’individu. Le traitement dépend des espéces
plasmodiales et de la gravité de la maladie. Il suit les recommandations nationales qui peuvent
différer d’un pays a un autre.

+ Traitement du paludisme non compliqué da a P. falciparum
Le traitement des infections a P. falciparum se fait avec 1’une des cinq combinaisons d’ACT, sur
une durée de trois jours, excepté chez les femmes enceintes dans leur premier trimestre de grossesse.
Chez ces derniéres, le traitement se fait avec sept jours de quinine + clindamycine. Dans les zones
a faible transmission, I’OMS recommande d’ajouter au traitement ACT une dose unique de
primaquine, afin de réduire la transmission des plasmodies (WHO, 2012a). En effet, la primaquine
en dose unique peut étre utilisée comme gamétocytocide et est peu susceptible d'avoir d’effets
toxiques chez les sujets deficients en glucose-6-phosphate-déshydrogénase (G6PD), quels que
soient les variants génotypiques en cause (WHO, 2018e). La haute efficacité de I’association S-P +
primaquine ou de I’association dihydroartemisinine-piperaquine + bleu de méthyléne pour prévenir
la transmission de P. falciparum, a été récemment démontrée au Mali, avec une bonne tolérance
chez des déficients en G6PD (Dicko et al., 2018).

+ Traitement du paludisme non compliqué di a P. vivax, P. ovale, P. malariae et

P. knowlesi

Le traitement des infections aux quatre autres espéces plasmodiales se fait soit a base d’ACT,
excepté les femmes enceintes durant leur premier trimestre de grossesse, soit a base de chloroquine

dans les zones ou il n'existe pas de résistance a cette molécule. L’ajout de la primaquine est
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nécessaire pour prevenir les cas de rechute dus a P. vivax et P. ovale. Cependant, & forte dose la
primaquine pourrait induire une hémolyse chez les déficients en G6PD.

+ Traitement préventif chez les enfants et les femmes enceintes
Une des recommandations de I’OMS est la chimio-prévention du paludisme chez les enfants agés
de moins de douze ans et les femmes enceintes au cours de leur premiere ou deuxiéme grossesse
(WHO, 2015b). Cette chimio-prévention inclue les traitements préventifs intermittents (TPI) et la
chimio-prévention saisonniére. L’objectif du traitement préventif est de prévenir le paludisme en
maintenant un niveau de médicament thérapeutique dans le sang pendant la période de forte
transmission. Chez les enfants, le TPI se fait avec la S-P en méme temps que les deuxiéme et
troisieme vaccinations contre le tétanos-diphtérie-coqueluche et la vaccination contre la rougeole.
Chez la femme enceinte, le TPI se fait toujours avec la S-P, avec trois doses administrées a un mois
d’intervalle a partir du deuxiéme trimestre de grossesse. La chimio-prévention saisonniere se fait
avec I’amodiaquine + S-P administrée mensuellement a des enfants 4gés de moins de six ans
pendant la période de transmission. Elle se fait dans des zones de transmission paludique élevée en
Afrique subsaharienne.

+ Traitement du paludisme grave
Le traitement du paludisme grave se fait avec une injection intramusculaire ou intraveineuse
d’artésunate pendant au moins vingt-quatre heures, suivie d’un traitement de trois jours a base
d’ACT une fois que le patient peut tolérer des médicaments par voie orale. Ce traitement est
applicable chez tous les groupes de patients, aussi bien chez la femme enceinte a tous les trimestres
de grossesse que chez les enfants de moins de cing ans.
Pourtant, 1’émergence récente de la résistance de Plasmodium falciparum aux dérivés de
I’artémisinine a la frontiére entre Thailande et le Cambodge (Benoit-Vical et al., 2016) (ou avait
émergé la résistance a la chloroquine dans les années 60, a la sulfadoxine-pyriméthamine dans les
années 70, puis a la méfloquine dans les années 80) souligne la difficulté de cette lutte curative et
la nécessité de développement de nouveaux médicaments. Toutefois, notons qu’en plus de l'action
curative du traitement, il est important d'ajouter une action préventive, a savoir le développement
d’un vaccin et la lutte contre le vecteur. L'association des différentes méthodes a permis d'élaborer

la lutte integrée.

+ Vaccins antipaludiques
A T’heure actuelle, la protection contre le paludisme par la vaccination reste une méthode en cours
de développement. Les recherches se poursuivent pour le développement d’un vaccin efficace
(Arama & Troye-Blomberg, 2014). Le principal vaccin candidat de la firme GlaxoSmithKline, le

RTS, S (une protéine recombinante basée sur une chaine polypeptidique de la protéine
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circumsporozoite de P. falciparum, et qui contient a la fois des épitopes de lymphocytes B et de
lymphocytes T, fusionnés a I’antigéne de surface de 1’hépatite B), distribué sous la
marque mosquirix, n’a pas encore atteint [’efficacité protectrice recherchée a 1’échelle
communautaire (Campo et al., 2014). Néanmoins, le comité des médicaments & usage humain de
I'agence européenne des médicaments a ainsi rendu un avis favorable en juillet 2015, a la suite de
la phase Il de I'étude clinique conduite aupres de 15 459 enfants dans sept pays d’Afrique sub-
Saharienne (Burkina Faso, Gabon, Ghana, Kenya, Malawi, Mozambique et Tanzanie) (RTS,
2015). Toutefois, des nouvelles pistes de recherche utilisant les sporozoites atténués (Roestenberg
etal., 2011) a travers des méthodes de I’irradiation gamma ont montré des résultats satisfaisants et
ont entrainé un regain d’espoir (Pfeil et al., 2014).

La prévention contre le paludisme repose essentiellement sur la lutte contre les anopheles vecteurs
car le vaccin le plus avancé, RTS, S ne confére qu’une protection partielle contre le paludisme a P.

falciparum chez le jeune enfant (RTS, 2015).

1.5.2. Lutte anti-vectorielle
Le nombre limité d'antipaludiques et I’absence d’un vaccin efficace jusqu’a nos jours, font de la
lutte antivectorielle (LAV) la principale stratégie préventive contre le paludisme. Les méthodes de
LAV ne sont efficaces que si certaines conditions sont réunies, en fonction du vecteur ciblé et de la
situation locale. En effet, chaque méthode varie du point de vue de I’efficacité, des ressources
nécessaires, des moyens potentiels de la rendre accessible a la population cible, et du personnel
requis pour la mise en ccuvre (WHO, 2014). D’aprés Carnevale et collaborateurs (Carnevale et al.,
2009), les méthodes de LAV peuvent étre classées selon : la technique de lutte (physique,
biologique, chimique, génétique) ; la cible (les larves, les adultes) ; le niveau de la mise en ceuvre
(service spécialisé, communauté, individu) ; et D’effet recherché pour réduire le contact
hote/vecteurs, la densité et la longévité des vecteurs.

En Afrique sub-saharienne, la lutte antivectorielle vise surtout a « controler » le paludisme.
Le controle se définit comme une diminution durable de la transmission ou une réduction de la
population de vecteurs dans des proportions telles que la maladie n’est plus un probléme de santé
publique, ni un obstacle au développement socio-économique. Cette lutte tend a diminuer soit la
compeétence vectorielle, soit la capacité vectorielle des membres du complexe Anopheles gambiae.
D’une maniere générale, diminuer la capacité vectorielle peut €tre envisagé par différentes
stratégies de lutte, généralement classées selon le facteur de transmission qu’elles touchent. En effet,
certaines méthodes ont pour objectif de réduire la densité de moustiques (lutte anti-larvaire) ou la

longévité des femelles adultes (PID) tandis que d’autres visent a réduire le contact homme-vecteur
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(MIILD). Mais le choix de 1’'une ou I’autre doit tenir compte de la bioécologie des espéces visées,
de leur comportement et du contexte épidémiologique dans lequel s’effectue la transmission de la
maladie.

Les moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) et les pulvérisations intradomiciliaires (PID)
sont deux principales méthodes de lutte antivectorielle mais actuellement la lutte anti-larvaire

¢galement connait un regain d’intérét dans plusieurs pays d’Afrique.

1.5.2.1. La lutte anti-larvaire

Apreés la découverte en 1897 que les anopheles sont les vecteurs des Plasmodium spp., la lutte anti-
larvaire (LAL) a été la principale stratégie utilisée pour lutter contre le paludisme. Elle vise a réduire
la transmission des Plasmodium spp. en diminuant la densité des vecteurs. On distingue quatre
catégories de stratégies de LAL: (i) modification de I’habitat, (ii) manipulation de 1’habitat, (iii)
controle biologique, (iv) traitement des gites a I’aide de larvicides. En Afrique, des programmes de
LAL efficaces contre An. gambiae s.l. et/ou An. funestus ont été implémentés en Egypte, en Zambie
et en Tanzanie (Shousha, 1948; Utzinger et al., 2001; Caldas de Castro et al., 2004). L’utilisation
des bio-larvicides comme les bactéries Bacillus thuringiensis et Bacillus sphaericus ont montré leur
efficacité sur le terrain au nord-ouest du Burkina Faso (Dambach et al., 2014) et a I'ouest du Kenya
(Fillinger et al., 2003). Des poissons larvivores comme Gambusia affinis et Poecilia reticulata ont
aussi montré leur efficacité dans la réduction des larves et nymphes dans des gites larvaires et donc
des adultes d’anoph¢les (Bay, 1967; Prasad et al., 1993 ; Howard et al., 2007).

Toutefois, une lutte anti-larvaire bénéfique au plan épidémiologique contre le paludisme
implique une réduction quasi totale des gites a anopheles, principalement dans les zones de
paludisme stable ou la transmission peut étre assurée par un petit nombre de vecteurs. Or les
caractéristiques des gites larvaires des especes vectrices de An. gambiae et An. arabiensis
(nombreux et temporaires) ne permettent pas 1’utilisation des méthodes de lutte anti-larvaire quelles
qu’elles soient (aménagement de I’environnement, lutte biologique, lutte chimique). La méthode
larvicide reste difficile a appliquer dans les zones endémiques du paludisme du fait de la distribution
et la dynamique des gites larvaires de An. gambiae et de son co(t économique (WHO, 2014). La
lutte anti-larvaire est uniquement recommandée par I’OMS en tant que mesure complémentaire a la
lutte antivectorielle dans les zones ou les gites larvaires sont peu nombreux, faciles a localiser,
cartographier et a traiter (WHO, 2013).
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1.5.2.2. Lutte adulticide

La lutte contre les vecteurs adultes est une composante essentielle dans la stratégie mondiale de lutte
contre le paludisme (WHO, 2008). Cette méthode vise 1’élimination des moustiques adultes (imago)
par la pulvérisation intradomiciliaire (PID) d’insecticide et les moustiquaires imprégnées a longue
durée d’action (MILD). L’efficacité de ces deux méthodes repose sur les préférences trophiques des

vecteurs majeurs qui sont considérés comme anthropophiles et endophiles.

1.5.2.2.1. Les moustiquaires imprégnées d’insecticides
L’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action est 1’une des
méthodes les plus efficaces pour la lutte antivectorielle. L’usage des moustiquaires remonte aux
temps anciens pendant lesquels il permettait de lutter contre les nuisances des insectes nocturnes.
Ce n’est qu’a partir du XIXéme si¢cle que les moustiquaires ont été reconnues comme un outil de
lutte contre les maladies vectorielles. Elles offrent une protection individuelle efficace contre les
anopheéles car ceux-ci piquent généralement la nuit et a I’intérieur des habitations. Cependant, le
niveau de protection conféré par une moustiquaire dépend largement de sa bonne utilisation et de
son état d’usure physique. L imprégnation des moustiquaires a permis de conférer a I’individu une
protection au moyen d’une barriére chimique qui renforce la barriére physique. Darriet et al. ont été
les premiers a prouver l'efficacité des moustiquaires imprégnées de perméthrine (un insecticide de
la classe des pyréthrinoides) au Burkina-Faso en 1983 (Darriet et al., 1984). Trés rapidement, les
moustiquaires imprégnées d’insecticide se sont affirmées comme 1’outil de choix pour réduire
significativement le poids du paludisme dans le monde, en particulier en Afrique. Les moustiquaires
imprégnées d’insecticide induisent plusieurs effets (Carnevale et al., 1988) : (i) effet Knock-Down
(KD) ou effet choc. Le contact du moustique avec I’insecticide provoque une perturbation des influx
nerveux qui se traduit par une paralysie momentanée du moustique ; (ii) effet létal. En fonction de
la durée de contact, le moustique exposé au matériel imprégné meurt ; (iii) effet excito-répulsif. Les
moustiquaires imprégnées d’insecticide réduisent a distance le nombre de vecteurs entrant dans les
habitations ; (iv) effet irritant qui limite le temps de contact avec la moustiquaire et induit 1’envol
du moustique (qui peut revenir au contact apres) et 1’effet de masse ou protection collective si le
taux d’utilisation est supérieur a 50% (Killeen & Smith, 2007). Il s’explique par le fait qu’un taux
¢levé (>50%) d’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide dans une communauté
pourrait entrainer une réduction de la densité et de la longévité des vecteurs, ce qui pourrait conférer
une certaine protection aux personnes n’utilisant pas de moustiquaires.

Depuis quelques années, le développement des moustiquaires imprégnées a « longue durée

d’action » (MIILD) a permis d’augmenter la durée d’efficacité¢ des moustiquaires imprégnées
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d’insecticide et leur résistance aux lavages (Guillet et al., 2001). Les technologies utilisées pour la
fabrication des MIILDs varient et dépendent du matériau utilisé. Les MIILDs tissées en
polyéthyléne ou polypropyléne ont 1’insecticide incorporé par fusion dans la fibre alors que
I’insecticide est fixé sur la fibre a I’aide d’une résine pour celles en polyester. La premicre
technologie permet de rélarguer progressivement 1’insecticide a la surface de la moustiquaire par
régénération alors que, pour la seconde, I’insecticide est directement disponible.

A travers le programme « Roll Back Malaria », les chefs d’Etats africains réunis a Abuja
en avril 2000, avaient fixé entre autres objectifs d’atteindre une couverture en MIILDs de 60%
chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes avant 2005. Cet objectif a ensuite été
revu a la hausse (80%) pour 2010. Ces taux visés n’ont malheureusement pas été atteints dans la
plupart des pays. De nos jours, ’OMS recommande la couverture universelle de MIILDs dans
toutes les zones endémiques, pas seulement pour les groupes les plus vulnérables (enfants de moins
de 5 ans et les femmes enceintes) (Roll Back Malaria, 2011). En conséquence, la couverture en
MIILDs a considérablement augmenté ces dernieres années. Il a été estimé que prés d’un milliard
de MIILDs ont été distribuées en Afrique sub-saharienne depuis 2000 et la population dormant
sous MIILDs a augmenté de 2 a 53% entre 2000 et 2015 (WHO, 2015a). Ceci a largement
contribué (69%) au progres obtenu dans la lutte contre le paludisme entre 2000 et 2015 (Bhatt et
al., 2015 ; WHO, 2015a). Plusieurs autres études effectuées sur les évaluations de 1’efficacité des
moustiquaires imprégnées de perméthrine et de deltaméthrine ont donné des résultats satisfaisant
(Lizuzietal., 1987 ; Carnevale et al., 1988 ; Snow et al., 1988). Mais, la nature nomade de certains
groupes ethniques, les habitudes culturales des paysans, les habitudes des villageois a dormir hors
de leur case pendant les périodes de chaleur et les représentations liées aux croyances sont autant
de barrieres qui peuvent rendre inefficaces 1’utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticide. De méme, ’efficacité¢ des MIILDs baisse en présence de moustiques exophiles et
exophages. Raison pour laquelle elle est renforcée par des pulvérisations d’insecticides rémanents
dans les maisons et autres abris extérieurs, ainsi que d’autres méthodes comme 1’utilisation des
répulsifs (cutanés et vestimentaires) et la mise en place des protections au niveau des maisons
(grillages de fenétres, rideaux imprégnés, ventilateurs, etc.).

Il convient également de noter que de nouvelles moustiquaires bi-traitées (pyréthrinoide et
un autre ingrédient actif) sont disponibles actuellement et ont recemment recu une recommandation
provisoire de I’'OMS (WHOPES, 2017). Les ingrédients actifs ajoutés aux pyréthrinoides sont soit
un nouvel insecticide (le chlorfenapyr de la famille des pyrroles) ou un régulateur de croissance (le

pyriproxyfen de la catégorie des juvénoides) ou un synergiste (le butoxyde de pipéronyle ou PBO).
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1.5.2.2.2. La pulvérisation intradomiciliaire d’insecticides a effet rémanent

La pulvérisation (ou aspersion) intradomiciliaire (PID) d’insecticides a effet rémanent peut étre
définie comme ’application d’un insecticide liquide qui séche et forme un dépdt cristallin rémanent
sur les surfaces pulverisées (Najera & Zaim, 2004). Le principe de la méthode repose sur le
comportement des vecteurs qui recherchent apres chaque repas de sang, des endroits tranquilles et
sombres pour le repos et la digestion (endophilie). La PID permet ainsi de tuer les moustiques qui
se posent sur les surfaces traitées avant et/ou apres la prise de repas sanguins. Elle induit une
mortalité tres importante des vecteurs adultes en réduisant leur longévité et par conséquent la
probabilité que le Plasmodium puisse achever son développement en leur sein. De cette fagon, cette
méthode baisse le taux d’agressivité pour I’homme ainsi que 1’espérance de vie infectante du
vecteur, deux facteurs déterminants de sa capacité vectorielle (Mac Donald, 1956 ; Gillies &
Meillon, 1968).

La découverte du dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) en 1939 a marqué le début de la
lutte contre les vecteurs par les pulvérisations intradomiciliaire a effet remanent (PID). La PID avec
du DDT fut I’outil de base du programme mondial d’éradication du paludisme lancé par I’OMS en
1955. Pendant les 10 premieres années (1957-1966), les résultats obtenus furent spectaculaires, avec
notamment 1’éradication du paludisme aux Etats Unis d’Amérique, dans 1’ancienne Union
Soviétique et dans plusieurs pays d’Europe. En Asie du Sud-Est, en Inde et en Amérique du Sud,
une diminution significative de I’incidence du paludisme avait été observée. Dans la méme période,
environ 26% (12/45) des pays d'Afrique subsaharienne ont déployé la PID, ce chiffre étant passé a
63% (29/46) a la fin de ’année 2017 (Tangena et al., 2020). Dans des pays comme le Bénin, le
Togo, le Burkina-Faso, le Sénégal, le Libéria, le Nigéria, le Cameroun, la Tanzanie, le Rwanda, le
Burundi, I’Ouganda et le Kenya, la couverture de la PID allait de petites études pilotes a des
campagnes nationales de masse. D’ importantes réductions de la densité des vecteurs et des cas de
paludisme ont été¢ observées dans ces pays mais la transmission n’a pas pu étre interrompue
(Payne etal., 1976 ; Bradley, 1991 ; Najera & Zaim, 2001). Par conséquence, entre les années 1997
et 2005, la PID n’a pas été implémentée a grande échelle dans la plupart des pays de 1’ Afrique sub-
saharienne sauf dans des pays situés au Sud du continent tels que I’ Afrique du Sud, la Zambie, 1a
Namibie, le Swaziland, le Zimbabwe et le Botswana (Mabaso et al., 2004). Notons que le DDT a
¢été ensuite progressivement remplacé par des insecticides moins dangereux pour I’environnement a
savoir ceux de la classe des pyréthrinoides, des carbamates et des organophosphorés. En 2005,
I’OMS a réaffirmé I’importance de la PID comme stratégie primaire et complémentaire aux MIILDs

dans la lutte antivectorielle contre le paludisme (WHO, 2006). Ces dernieres années, les campagnes
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de PID se sont multipliées grace notamment au programme President’s Malaria Initiative (PMI). La
couverture de la PID la plus élevée a été atteinte entre 2010-2013, en partie, en raison du lancement
de cette intervention en Afrique de I'Ouest (figure 7). Le nombre de personnes protégées par la PID
en Afrique sub-saharienne est passé de 13 millions en 2005 a 45 millions en 2016, avec un pic
observé en 2010 (78 millions) (WHO, 2017).
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Figure 7 : Evolution du nombre de pays déployant la PID pour la lutte contre le paludisme en
Afrique subsaharienne de 1997 a 2017 (Tangena et al., 2020).

1.5.2.2.3. Lutte contre la transmission du Plasmodium : nouvelles approches

Face au développement de résistances des anopheéles contre les insecticides couramment utilisés en
lutte antivectorielle, de nouvelles approches ciblant les vecteurs ont été proposées : I’utilisation de
bactéries symbiotiques des anopheéles ou le développement de moustiques transgéniques.

De nombreuses études ont montré que certaines entérobactéries, comme Escherichia coli,
résidant dans le tube digestif du moustique, peuvent inhiber le développement des plasmodies
humaines chez les vecteurs de paludisme (Cirimotich et al., 2011a; Cirimotich et al., 2011b ;
Boissiere et al., 2012 ; Dennison et al., 2016 ; Tchioffo et al., 2016a, 2016b). Par ailleurs,
I'utilisation de la bactérie endosymbiotique Wolbachia a été largement proposée en tant qu'outil de
lutte contre le paludisme car elle peut agir a la fois sur le développement du Plasmodium chez les
vecteurs ainsi que sur la longévité et la densité de ces derniers (Walker & Moreira, 2011 ; Hughes
et al., 2014). D’autre part, cette bactérie endosymbiotique se transmet verticalement et permet de
maintenir ses effets sur de nombreuses générations. Cependant ces données ont été obtenues avec

un Plasmodium d’oiseaux se développant chez Aedes aegypti sensible a la colonisation par
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Wolbachia. Ce n’est qu’en 2014 que la présence naturelle de Wolbachia a été rapportée chez un
anophele, An. gambiae, jusque-la expérimentalement résistant aux Wolbachias capables d’infester
Ae. aegypti (Baldini et al., 2014). Depuis, une étude menée au Burkina Faso a montré que les
infections a Wolbachia dans les populations naturelles de An. coluzzii affectent la ponte et sont
négativement corrélés avec le développement du P. falciparum (Shaw et al., 2016). Une seconde
étude au Mali (Gomes et al., 2017) a montré que la prévalence et le taux d’infection a P. falciparum
dans une population sauvage d’An. gambiae s.l., sont significativement plus faibles chez les femelles
infectées par Wolbachia. Des résultats similaires ont été observés a partir d’une colonic de An.
coluzzii mais avec une charge oocystique plus élevée chez les moustiques infectés. L’ incompatibilité
cytoplasmique n’a pas encore été observée chez les anopheles vecteurs de plasmodies humaines.
La seconde nouvelle approche de « LAV » fait appel aux développements d’anophéles
transgéniques a des fins de remplacement des populations vectrices par des populations non
vectrices, ou de « suppression » des populations vectrices. Ainsi, il a été montré que 1’expression de
molécules ciblant le développement sporogonique de P. falciparum chez un anophele transgénique
empéchait la production de sporozoites (Isaacs et al., 2012). L’approche transgénique visant a la
suppression de population, exploite I’inactivation de génes essentiels a la reproduction. Il existe a
I’heure actuelle un engouement tres fort pour le déploiement de ces approches depuis la découverte
de la technologie CRISPR-cas9 « Clustered regularly interspaced short palindrome repeats -
associated protein 9 » (Jinek et al., 2012) permettant de créer un systeme efficace de propagation
des « transgenes » dans les populations naturelles (Gantz et al., 2015 ; Hammond et al., 2016 ;
Macias et al., 2017). Des essais sont programmés, en particulier au Burkina Faso ou ce projet fait
débat (Douce, 2018). Le déploiement de tels moustiques transgéniques et les risques associés sont

examinés de pres par différentes autorités (James et al., 2018).

1.6. Les insecticides utilisés en santé publique et modes d’action

Les stratégies décrites précédemment sont essentiellement basées sur I’utilisation d’insecticide. Un
insecticide est une substance active ou une préparation susceptible de tuer les insectes (ou d’autres
Arthropodes, tels que les acariens) au stade adulte et/ou larvaire. La quasi-totalité des insecticides
utilisés en santé publique proviennent de la lutte contre les insectes d’intérét agricole. On distingue
les insecticides chimiques de syntheése et les insecticides biologiques.

Les insecticides de synthese disponibles pour la lutte contre les vecteurs d’agents pathogénes
appartiennent a 7 grandes familles : les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les
pyréthrinoides, les régulateurs de croissance, les pyrroles et les néonicotinoides. Les deux dernieres
ont intégré la liste en 2017 (WHOPES, 2017). En plus de ces familles, on a les toxines bactériennes

qui sont les principaux insecticides biologiques utilisés dans la lutte antivectorielle.
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1.6.1. Les organochlorés

Les organochlorés furent la premiere famille d’insecticide utilisée en pulvérisation intradomiciliaire
avec le dichlorodiphenyl-trichlroéthane (DDT) dans les années 50 (Bruce-Chwatt, 1984). lls
appartiennent a 3 sous-familles différentes en fonction de leur mode d’action et leur structure
chimique : le DDT et ses analogues, les cyclodienes et le lindane. Les cyclodiénes et le lindane sont
des neurotoxines qui inhibent les canaux chlorures, récepteurs de I’acide gamma-aminobutyrique
(GABA). Le DDT agit sur le systeme nerveux central et périphérique en interagissant avec le canal
sodium voltage dépendant. Il ralentit la fermeture des canaux sodiques, ce qui induit chez le
moustique un tremblement généralisé (incoordination motrice) puis une paralysie. La toxicité aigué
des organochlorés envers les vertébrés est relativement faible et leur rémanence est longue (> 6
mois). lls ont été tres utilisés de 1940 a 1970 mais ils sont toxiques pour la faune non cible et
persistent durablement dans 1’environnement. De fait, seul le DDT est encore utilisé pour la PID
mais il est remplacé dans la plupart des pays par des insecticides moins dangereux. Il convient de

noter que le DDT n’est actuellement autorisé que pour la lutte antivectorielle (WHO, 2011a).

1.6.2. Les pyréthrinoides

Ce sont des insecticides de synthése copiés sur les pyréthrines naturelles (extraits des fleurs de
chrysanthéme). Ils ont le méme mode d’action que le DDT. Ils sont peu toxiques pour les
mammiferes et ont le coefficient de sécurité (rapport de la toxicité pour les insectes et pour les
mammifeéres) le plus élevé comparativement aux autres insecticides utilisés en santé publique. Ils
sont également tres biodégradables et possédent des propriétés excito-répulsives. Ces particularités
justifient leur utilisation pour imprégner les moustiquaires. Les pyréthrinoides sont classés en deux
groupes : groupe | et groupe 1. Les insecticides du groupe | ne possédent pas de groupement cyané
en a de la liaison ester alors que ceux du groupe II en posseédent. Les pyréthrinoides du type Il
ralentissent la fermeture des canaux sodiques pendant une durée plus longue que ceux du type I.
1.6.3. Les organophosphorés

Les organophosphorés sont trés hétérogenes. Ils inhibent I’acétylcholinestérase, enzyme qui
hydrolyse 1’acétylcholine. L’accumulation de 1’acétylcholine dans 1’espace synaptique empéche la
transmission de I’influx nerveux, entrainant la paralysie puis la mort de I’insecte. Les
organophosphorés sont moins dangereux pour I’environnement que les organochlorés. Cependant
leur rémanence est plus faible (3 mois en moyenne). Récemment, une nouvelle formulation micro-

encapsulée de pirimiphos-méthyl a montré une rémanence plus longue (pouvant aller jusqu’a 10

35



mois) (Rowland et al., 2013). Cette nouvelle formulation est celle utilisée pour la PID au Bénin et

dans de nombreux programmes de pulvérisations intradomiciliaires depuis quelques années.

1.6.4. Les carbamates

Les carbamates les plus utilisés en pulvérisation intradomiciliaire sont le bendiocarb et le propoxur
(Coosemans & Carnevale, 1995; Chavasse & Yap, 1997). lls sont des dérivés de 1’acide carbamique
et agissent, comme les organophosphorés, en inhibant 1’acétylcholinestérase. Toutefois,
contrairement aux organophosphorés, 1’acétylcholinestérase est capable de se réactiver
spontanément apres la phosphorylation par un carbamate (Fukuto, 1990). Jusqu’a récemment, les
carbamates (bendiocarb notamment) étaient beaucoup utilisés en Afrique mais a cause de leur faible
rémanence (2-6 mois) (WHO, 2020) et de 1’accroissement de la résistance des vecteurs aux
carbamates, ils sont progressivement remplacés par les organophosphorés (pirimiphos-méthyl
notamment). La figure 8 montre les principales classes d’insecticides utilisées en PID par les
programmes nationaux de 2010 a 2017 (WHO, 2018d).
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Figure 8 : Les principales classes d’insecticides utilisés en PID par les programmes nationaux de
2010 a 2017. Source : World malaria report 2018 (WHO, 2018d)

1.6.5. Les régulateurs de croissance

Ce sont des analogues d’hormones de croissance des insectes qui entravent le développement des
stades pré-imaginaux. Les juvenoides (méthoprene, pyriproxifen) inhibent la nymphose, quand les
ecdysoides (diflubenzuron) inhibent la sclérification de la chitine de la larve apres une mue larvaire
ou nymphale causant ainsi la mort (Chandre, 1998). Les régulateurs de croissance ont en général

une durée d’efficacité courte (2-7 jours) et une action lente.
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1.6.6. Les toxines bactériennes

Deux bactéries entomopathogeénes sont utilisées comme larvicides. Il s’agit de Bacillus
thuringiensis israelensis et de Bacillus sphaericus qui produisent des toxines agissant par
ingestion et ayant entre autres, une action cytotoxique sur les cellules du tube digestif des larves

des diptéres.

1.6.7. Les pyrroles

Le chlorfénapyr, de la classe des pyrroles, est un nouvel insecticide synthétique disponible en santé
publique. En 2017, ’OMS a recommand¢ provisoirement 1’utilisation des moustiquaires Interceptor
G2 qui sont bi-imprégnées de chlorfénapyr et d’alpha-cyperméthrine (WHOPES, 2017). Le
chlorfénapyr a un mode d’action completement différent des autres insecticides. Il agit en perturbant
la production d'ATP dans les mitochondries, et donc la respiration cellulaire (phosphorylation
oxydative). Son effet insecticide est plus lent que les insecticides classiques car il doit étre

métabolisé in vivo avant d’étre actif (N’Guessan et al., 2007b).

1.6.8. Les néonicotinoides

La clothianidine, de la classe des néonicotinoides, est aussi un nouvel insecticide synthétique
utilisable en santé publique. SumiShield® 50WG avec pour principe actif la clothianidine a été pré-
qualifié¢ par le Systeme d’évaluation des pesticides de 1’Organisation mondiale de la santé
(WHOPES) en 2017 (WHO, 2018b) et Fludora Fusion®WP-SB (WHO, 2018c) contenant un
mélange de deltaméthrine (6,25%) et de clothianidine (50%) en 2018. Le mode d’action de la
clothianidine est également particulier et assez lent. L’insecticide tue les insectes en se fixant sur le
récepteur nicotinique de 1’acétylcholine, interrompant ainsi la transmission de I’influx (Elamathi et
al., 2014).

1.7. Resistance aux insecticides

Depuis I’introduction des insecticides synthétiques dans les années 1950, il y a eu sélection de
mécanismes d’adaptation chez les insectes qui leur permettent survivre aux traitements insecticides
(Georghiou, 1972). Pour qu’un insecticide soit efficace, I’insecte doit entrer en contact avec
I’insecticide et la molécule active doit pénétrer dans le corps de I’insecte, étre transportée jusqu’a
sa cible et interagir avec celle-ci (figure 9a). Tout mécanisme modifiant cette séquence
d’événements peut conduire a une résistance (figure 9b). En d’autres termes, la résistance peut étre

définie comme tout mécanisme permettant a un individu de survivre a des doses de substances
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toxiques létales pour la majorité des individus composant une population normale de la méme

espece. Un mécanisme de résistance est héritable et soumis a la sélection darwinienne.
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Figure 9 : Mode d’action d’un insecticide sur un insecte sensible (a) et résistant (b). Source: (Lapied

et al., 2009)

1.7.1. Les mécanismes de résistances aux insecticides chez les moustiques

Il existe actuellement trois types de mécanismes de résistance : la résistance biochimique (enzymes),
la résistance cuticulaire et la résistance comportementale (évitement).

Trois termes sont  employés pour décrire les patrons de  résistance des
insectes aux substances chimiques : résistance simple, résistance croisée, résistance multiple
et résistance multiplicative (Nikou et al., 2003). On parle de résistance simple lorsqu’un mécanisme
de résistance permet a I’insecte de résister a une classe d’insecticide donnée. Quant a la résistance
croisée, le mécanisme de résistance qui permet aux insectes de résister a un insecticide,
peut aussi conférer la résistance a un autre insecticide. Un tel phénomene s’observe généralement
entre des insecticides de classes différentes mais ayant le méme site d’action. Par exemple, les
organophosphor¢s et les carbamates ont des cibles et des modes d’actions relativement similaires et
la résistance a une famille entraine souvent celle de 1’autre. La résistance croisée désigne également
la résistance a plusieurs insecticides avec des modes d’action différents mais qui sont métabolisés
par les mémes enzymes (isoezymes) (Lepoivre, 2003). La résistance multiple est la résistance
conférée par plusieurs mécanismes de résistances chez un insecte. A titre illustratif, un insecte
possedant des génes mutés distincts qui le rendent résistant a deux familles d’insecticides avec des
modes d’action différents (Perera et al., 2008). Enfin, la résistance multiplicative désigne le fait que
plusieurs mécanismes de résistance conferent le statut de résistance a 1’insecte (Hardstone et al.,

2009). Autrement dit, les mécanismes de résistances peuvent agir en synergie.
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1.7.1.1. Modifications de la cible

I1 s’agit d’une ou plusieurs mutations sur le géne qui code pour la syntheése de la protéine cible de
I’insecticide, ce qui modifie la structure de la protéine et donc diminue I’affinité insecticide-cible.
Ces mécanismes conférent une résistance croisée a tous les insecticides agissant sur une méme cible
(Carnevale et al., 2009). Les principales cibles des insecticides sont des récepteurs ou des enzymes
du systeme nerveux. Nous avons le canal sodium voltage dépendant (CNaVdp), le récepteur de
I’acide gamma-aminobutyrique (GABA) et 1’acétylcholinestérase (AChE) (figure 10). Les
mutations les plus connues chez An. gambiae s.l. sont kdr et ace-1.

La mutation kdr, située sur le géne codant pour le canal sodium, confere une résistance
croisée aux pyreéthrinoides et au DDT. Les pyréthrinoides et le DDT agissent au niveau des CNaVdp
et perturbent le fonctionnement normal des canaux et la transmission de 1’influx le long des fibres
nerveuses. Concernant les moustiques, il s’agit d’une substitution de la leucine sur le codon 1014
par la phénylalanine (L1014F, anciennement dénommeée "kdr-ouest™) (Martinez-Torres et al., 1998)
ou par la sérine (L1014S, anciennement dénommeée "kdr-est") (Ranson et al., 2000). La mutation
kdr L1014F est tres répandue dans les populations d’An. gambiae s.1. étudiées en Afrique de I’Ouest.
La mutation kdr L1014S est é¢galement présente en Afrique de 1’Ouest mais sa fréquence est
relativement faible (WHO, 2018d). En 2011, cette mutation a été rapportée pour la premiére fois au
Bénin (Djégbe et al., 2011). Quant a la mutation kdr L1014F, elle s’est fixée dans tout le pays
(Corbel et al., 2007 ; Yadouleton et al., 2009 ; Gnanguenon et al., 2015).

Le récepteur de I’acide gamma - aminobutyrique (GABA) codé par le géne rdl est la cible
des cyclodienes, de certains organochlorés (lindane) et des phenylpyrazoles (Fipronil). La fixation
du GABA sur son récepteur régule le passage des ions chlorures a travers la membrane synaptique.
Les cyclodiénes, en se fixant sur le récepteur au GABA, bloquent le passage des ions chlorures
entrainant une hyperexcitation suivie de la mort de 1’insecte. (Bass et al., 2004) ont montré qu’une
mutation du géne rdl entrainant la substitution de 1’alanine en serine en position 302 (Ffrench-
Constant & Rocheleau, 1993) ou glycine (Hosie et al., 1997) conduit a une meilleure résistance aux
cyclodiénes. Cette mutation (mutation rdl) a été retrouvée entre autres chez les moustiques Aedes
aegypti (Thompson et al., 1993), Anopheles gambiae (Brooke et al., 2006) et la mouche
domestique Musca domestica (Anthony et al., 1991) traduisant un héritage ancestral commun.

La cible des organophosphorés et des carbamates est 1’acétylcholinestérase, une enzyme
située dans les synapses des cellules nerveuses. Les insecticides de ces deux familles agissent sur
I’acétylcholinestérase en 1’inhibant, ce qui entraine la mort de I’insecte par accumulation de

I’acétylcholine (substrat de 1’enzyme) dans la fente synaptique (figure 10). Cette mutation ace-1
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(G119S), résulte d’une substitution de la glycine sur le codon 119 par la sérine (G119S) (Weill et
al., 2004). Elle est répandue en Afrique de 1’Ouest mais retrouvée genéralement a des fréquences
plus faibles que celles de kdr L1014F. Ceci est di notamment au fort colt de 1’alléle ace-1
(Djogbénou et al., 2010). Cependant la présence de 1’all¢le dupliquée ace-1D chez le vecteur réduit
considérablement ce co(t (Djogbenou et al., 2008; Assogba et al., 2015).
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Figure 10 : Modes d'actions des principaux insecticides chimiques agissant au niveau du systeme

nerveux (Pennetier et al., 2008).

1.7.1.2. La résistance métabolique

Ce type de résistance s’explique par une surexpression des enzymes capables de détoxifier ou de
séquestrer I’insecticide avant sa cible et / ou encore une substitution d’un acide aminé sur le site
d’affinité de I’enzyme avec I’insecticide. Ce phénomeéne se traduit par une diminution de la quantité
d’insecticide atteignant la cible et donc une augmentation de la tolérance de I’insecte. Trois enzymes
sont fortement associées a la résistance des vecteurs de Plasmodium spp. aux insecticides : les
oxydases a cytochrome P-450, les estérases et les glutathion-S-transférases (GST). La surproduction
des oxydases a été associée a la résistance aux pyréthrinoides (Wondji et al., 2012; Edi et al., 2014)
et celle des estérases a la résistance aux organophosphorés et aux pyréthrinoides (Brogdon et al.,
1999; Vulule et al., 1999). La surproduction des GST a éte impliquée dans la résistance au DDT
(Ranson et al., 2001; Riveron et al., 2014). 11 convient de noter que 1’expression accrue de ces

enzymes peut entrainer une détoxification d’une gamme plus large d’insecticides. Ces trois enzymes
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de détoxification ont été surexprimées chez de nombreuses populations de An. gambiae s.I. au Bénin
(Aizoun et al., 2013b ; Gnanguenon et al., 2015) ces derniéres années.

1.7.1.3. La résistance comportementale

La résistance comportementale se définit par des changements sélectionnés ou induits par le
déploiement d’outils de lutte antivectorielle et qui permettent aux vecteurs d’éviter le contact avec
les insecticides. Elle se traduit généralement par une exophagie accrue ou une zoophagie plus élevée
ou un décalage des heures de piglre au moment ou les populations ne sont pas protégées par les
outils de lutte (Muirhead-Thomson et al., 1960; Fornadel et al., 2010; Moiroux et al., 2012; Ojuka
et al., 2015). Les mécanismes impliqués dans cette résistance restent mal compris a I’heure actuelle
malgré un récent regain d’attention de la part de la communauté scientifique (Carrasco et al., 2019).
1.7.1.4. La résistance cuticulaire

Elle désigne I’ensemble des modifications qui surviennent au niveau de la cuticule et / ou du systéme
digestif de I’insecte pour prévenir ou ralentir I’absorption ou la pénétration de I’insecticide. Ce type
de résistance est le plus souvent décrit comme un mécanisme mineur de résistance. La cuticule est
un milieu biologique complexe ayant des propriétés physico-chimiques particulieres notamment une
tres forte lipophilie.

Des cas de résistance cuticulaire ont été rapportés dans les populations de Musca
domestica (Plapp, 1984) et de moustiques du genre Culex (Apperson & Georghiou, 1975). Une
augmentation de 1’épaisseur de la cuticule des tarses des moustiques ou une réduction de la
perméabilité de cette couche externe de la peau de I’insecte aux insecticides pourrait avoir un impact
considérable sur la biodisponibilité de 1’insecticide in vivo. Deux genes (cplcg3 et cplcg4) ont été
récemment identifiés apres analyse par microarray et dont les produits d’expression sont impliqués
dans la résistance cuticulaire.  Ces  genes qui codent pour des proteines cuticulaires
sont surexprimés chez les populations de Anopheles gambiae résistants aux
pyréthrinoides (Awolola et al., 2009).

Des études recentes ont egalement montré leur implication dans la résistance phénotypique
de An. funestus et de An. gambiae s.l. aux pyréthrinoides (Wood et al., 2010; Balabanidou et al.,
2016; Yahouédo et al., 2017). Ce mécanisme de résistance a lui seul offre des niveaux de résistance
faibles comparés aux autres mécanismes physiologiques. Lorsqu’il est combiné a des mécanismes
de détoxication, il est susceptible de générer des niveaux de résistance beaucoup plus importants
(Résistance multiplicative). Ainsi, il a été suggéré que ce phénomene pourrait en étre impliqué et
agirait de concert avec une augmentation de la résistance métabolique chez des moustiques du genre

Anopheles résistants aux pyrethrinoides (Djouaka et al., 2007 ; 2008 ; VVontas et al., 2007).
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1.8. Impact de la résistance sur les programmes de luttes contre An. gambiae s.1.
L’efficacité d’une méthode de lutte contre les vecteurs du paludisme et notamment An. gambiae
est généralement évaluée sur le plan entomologique, et ensuite d’un point de vue
épidémiologique (Fegan et al., 2007).

Du point de vue entomologique, 1’évaluation de 1’efficacité des moustiquaires imprégnées
d’insecticides, tant en zone sensible que résistante aux pyréthrinoides, a beaucoup été étudiée. Selon
plusieurs auteurs (Chandre et al., 2000; Corbel et al., 2004), les moustiques résistants aux
pyréthrinoides, moins sensibles a ’effet irritant, resteraient plus longtemps sur la moustiquaire et
absorberaient en conséquence par contact tarsal une dose d’insecticide plus importante, ce qui
expliquerait des taux de mortalité sensiblement identiques entre moustiques sensibles et moustiques
résistants (Darriet et al., 1998 ; Darriet et al., 2000). Néanmoins en 2004, une étude rapporte une
diminution de la mortalité d’individus homozygotes résistants pour le Kdr en contact avec des tissus
imprégnés de pyréthrinoides (Corbel et al., 2004). Plus récemment, une évaluation menée au Bénin
a montré que Iefficacité des moustiquaires imprégnées de lambda-cyhalothrine était
considérablement réduit en zone de résistance (N'Guessan et al., 2007a). Les résultats ont en effet
montré que la mortalité induite par les MIILDs passait de 98% en zone sensible a 30% en zone
résistante. Quant aux pulvérisations intradomiciliaires, de récents travaux menés au Bénin ont
montré une réduction drastique des parameétres entomologiques de la transmission dans les zones de
forte résistance aux pyréthrinoides (Akogbéto et al., 2011 ; Aikpon et al., 2014 ; Akogbéto et al.,
2015).

Du point de vue épidémiologique, lI'impact des MIILDs a été démontré sur la prévalence et
la morbidité liées au paludisme en Afrique (Carnevale et al., 1991 ; Lyimo et al., 1991 ; Lengeler
et al., 1996), mais aucune étude jusque la n’a clairement démontré une quelconque diminution de
I’efficacité des moustiquaires imprégnées ou des pulvérisations intradomiciliaires due a des
mécanismes de résistance sur ces indicateurs. Une étude réalisée au nord de la Cote d’Ivoire avec
des moustiquaires imprégnées de lambda-cyalothrine sur une population de An. gambiae fortement
résistante aux pyréthrinoides (fréquence du Kdr d’environ 90%) a permis de réduire la prévalence
des porteurs asymptomatiques de 12 % pour une protection contre le paludisme estimée a 56%, i.e.
réduisant de plus de deux fois le nombre d’acces palustres chez les enfants de moins de 5 ans (Henry
et al., 2005). Cette protection s’est avérée comparable a celle conférée par des moustiquaires
imprégnées de lambda-cyalothrine dans une région de Sierra Leone ou les populations
anophéliennes étaient sensibles aux pyréthrinoides (Marbiah et al., 1998).

Bien que ces résultats méritent d’étre confirmés dans d’autres contextes entomologiques,

la résistance des vecteurs aux insecticides pourrait s’avérer étre un véritable obstacle au bon

42



fonctionnement des programmes de lutte contre le paludisme basés sur 1’utilisation massive de

moustiquaires imprégnées et des pulvérisations intradomiciliaire.

1.9. Les stratégies de gestion de la résistance des vecteurs aux insecticides

Face a la menace du développement de la résistance des vecteurs aux insecticides et le nombre tres
limité d’insecticides utilisables en santé publique, la mise en place de stratégies de gestion de la
résistance aux insecticides s’avére indispensable. En 2012, ’OMS a publié un plan de gestion de la
résistance aux insecticides, le GPIRM (Global plan for insecticide resistance management in malaria
vectors) dans 1’objectif ultime de maintenir I’efficacité des stratégies de lutte antivectorielle (WHO,
2012b). Ce plan fixe des priorités a court, moyen et long terme et repose sur cinq piliers :

iii) Pilier I : planifier et appliquer des stratégies de gestion de la résistance aux insecticides dans
les pays endémiques.

iv)  Pilier Il : veiller au suivi entomologique en temps utile, a la surveillance de la résistance et
a une gestion efficace des données.

V) Pilier 111 : élaborer des outils novateurs de lutte antivectorielle.

vi) Pilier IV : combler les lacunes de connaissances au niveau des mécanismes de résistance aux
insecticides et de I'impact des stratégies actuelles de gestion de la résistance.

vii)  Pilier V : veiller a mettre en place des mécanismes (plaidoyer, ressources humaines et
financiéres) créant des conditions favorables.

Quatre stratégies de gestion de la résistance des vecteurs des Plasmodium spp. aux insecticides ont
¢été proposées par ’OMS :

. La rotation des insecticides : deux insecticides ou plus a modes d'action différents sont
utilisés en alternance dans le temps (en général chague année).

. Les mosaiques : deux insecticides ou plus a modes d’action différents sont utilisés selon une
alternance spatiale. Un insecticide est utilisé contre les populations vectrices dans une zone alors

qu’un autre insecticide est appliqué contre les vecteurs de la zone adjacente.

. Les mixtures : deux insecticides ou plus a modes d'action différents sont mélangés en une
formulation.
. La combinaison d'interventions : deux interventions ou plus a base d’insecticides a mode

d’action différents sont déployées simultanément dans une méme zone.
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2.1. Description de la zone d’étude
Toutes les études sur la transmission du paludisme, le comportement des moustiques et la résistance
des vecteurs aux insecticides ont été menées majoritairement dans les départements de 1’Alibori
(Kandi, Gogounou et Ségbana), de la Donga (Djougou, Copargo et Ouaké) et en partie dans les
départements de 1’ Atacora (Kouandé) et du Borgou (Bembereke), au nord du Bénin en Afrique de
I’Ouest. Les huit localités regroupées en quatre zones sanitaires, appartiennent a deux zones agro
écologiques différentes. La zone sanitaire (Kandi- Gogounou- Ségbana) et la commune de
Bembéreke, situées respectivement dans le département de 1’ Alibori et du Borgou appartiennent a
la région de savane séche alors que la zone sanitaire (Djougou, Copargo et Ouaké) (ZS-DCO) et la
commune de Kouandé sont localisées respectivement dans le département de la Donga et dans
I’ Atacora, se situent entre les régions de savane séche et humide (zone de transition) (figure 11).
Les communes de Kandi, Gogounou, Ségbana, Djougou, Copargo et Ouaké ont été identifiées par
le PNLP pour I’extension de la PID au Bénin. Deux communes appariées, ayant les mémes
caractéristiques écologiques que les localités d’extension de la PID ont été choisies pour servir de
témoins apres intervention: Kouandé pour la zone sanitaire (Djougou-Copargo-Ouaké) et,
Bembereké pour la zone sanitaire (Kandi-Gogounou-Ségbana).

L’activité économique dominante est I’agriculture caractérisée par la production du coton,
du mais, du sorgho, du petit-mil, du fonio et de I’igname. Les pratiques agricoles actuelles sont
caractérisées par l'agriculture extensive, I'agriculture itinérante sur brdlis et l'utilisation des intrants

agricoles (engrais et insecticides) afin d’accroitre le rendement des productions.
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Au plan sanitaire, ’incidence du paludisme simple et grave en 2016 était de 26,4% dans le
département de la Donga et 13,3% dans 1’ Alibori (SGSI/DPP/MS, 2016).

Les Moustiquaires Imprégnées d’Insecticide a Longue Durée d’action (MIILDs) distribuées chaque
03 ans sur tout le territoire national constituent le principal moyen de protection contre les piqlires
de moustiques dans les quatre départements. Cependant, chaque zone présente des caractéristiques

spécifiques:

Zone sanitaire (Kandi-Gogounou-Segbana) (ZS- KGS) et la commune de Bembéreéke
Elle couvre une superficie d’environ 12.943 Km? et constitue la plus grande zone sanitaire du Bénin
avec une population estimée en 2013 a 325 522 habitants en majorité rurale. Elle est composée de
trois communes : Kandi (11°07°29°N et 2°56°9°°W), Gogounou (10°50°30’N et 2°50°20°’W) et
Segbana (10°32” et 11°23’ de latitude Nord et 3°08’ et 3°50° de longitude Est), situées au Nord-Est
du Bénin (figure 11). Quant a la commune de Bembéréké (10°13'30°” N et 02°40'05”°’W), située
dans le département du Borgou, est limitée au Nord par la commune de Gogounou. Ces communes
sont reconnues comme la zone cotonniére du nord Bénin. D’importantes quantités d’insecticides y
sont donc utilisées afin de lutter contre les ravageurs du cotonnier. Son climat est de type soudanien
avec deux saisons par an : une seule saison des pluies qui va de mai a octobre et une saison seche
de novembre a avril. La pluviométrie varie entre 700 mm et 1 200 mm avec de fortes précipitations
enregistrées entre juillet et septembre. Pendant la saison séche, I’harmattan, vent chaud et sec,
souffre du nord-Est. Il est responsable de la baisse brutale de I’humidité relative a compter du mois
de décembre. La température oscille entre 18°c et 45°C surtout en saison seche. Les principaux
types de sols sont ferrugineux tropicaux et sableux. Ce sont des sols ayant une profondeur plus ou
moins importante; leur permeabilité et leur porosité sont généralement bonnes et favorisent
I’infiltration rapide de ’eau aprés les pluies. La zone sanitaire KGS est traversee par les fleuves
Alibori et Sota alors qu’a Bembereke, on distingue deux cours d’eau qui sont des affluents du fleuve
Ouémé auxquelles s’ajoutent de nombreuses sources qui ne résistent pas a la saison séche. Le relief
est dominé par les plateaux et les plaines. La végétation est constituée d’une savane arborée herbeuse

fortement dégradée, arbustive et herbacée souvent clairsemée sous I’influence de I’agriculture.

Zone sanitaire Djougou-Copargo-Ouaké (ZS-DCO) et la commune de Kouandé
La zone sanitaire Djougou-Copargo-Ouaké couvre une superficie de 5.465 Km? avec une population
estimée a 397 942 habitants. Cette zone est composée de trois communes : Djougou (09°42°10”°N
et 01°40°55°W), Copargo (09°50°19”” N et 01°32°39”” W) et Ouaké (09°40°45.3” N et
01°22°51.7>> W), situées au Nord-Ouest du Bénin (figure 11). Quant a la commune de Kouandé
(10°19'54" N et 1°41'29" W), située dans le département de I’ Atacora, elle s’étend sur une superficie
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de 4.500 km2 et est limitée au sud par les communes de Copargo et de Djougou. Le climat dans les
quatre communes est de type soudano-guinéen avec deux saisons. La saison des pluies s’étend sur
06 mois, de mi-avril a mi-octobre. La moyenne des précipitations se situe entre 1200 mm et 1300
mm. La température moyenne est d’environ 27°C. La zone sanitaire Djougou-Copargo-Ouaké est
traversée par les fleuves Ouémé, Donga et Kéran et leurs affluents alors que le Mékrou est le cours
d’eau le plus important qui arrose la commune de Kouand¢. Les sols sont de texture argilo-sableuse
ou latéritique (gravillonnaire ou caillouteux) globalement favorables a 1’agriculture. Les principales

cultures sont I’igname, les céréales et le coton.
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Figure 11 : Carte de la zone d’étude montrant les communes étudiées.

En 2016, avant la mise en ceuvre de la PID, nous avons collecté les données
entomologiques de base dans six communes des departements de 1’ Alibori et de la Donga. En 2017
et 2018, les six communes (Kandi, Gogounou, Ségbana, Djougou, Copargo et Ouaké) ont bénéficié
de la campagne de PID. Pour la collecte des données au cours des deux années d’intervention, quatre

communes traitées ont été retenues pour étre évaluées (Kandi, Gogounou, Djougou et Copargo) et
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deux communes témoin non traitées (Bembéreke et Kouandé) (Figure 11). Nous avons choisi
comme témoin respectif pour les communes traitées dans la Donga (Djougou et Copargo) et dans
I’ Alibori (Kandi et Gogounou), respectivement la commune de Kouandé située dans le département
de I’ Atacora, présentant les mémes caractéristiques que les communes de la Donga et la commune
de Bembeéreke située dans le département du Borgou et ayant les mémes caractéristiques que les
communes de I’ Alibori, mais ou aucune maison n’a été traitée (Figure 11). Les données issues des
communes sous traitement PID ont été comparées dans un premier temps aux données de base
collectées en 2016 avant la PID, et dans un second temps a celles des zones témoin (Kouandé et
Bembereke). En 2017, a eu lieu la distribution universelle de moustiquaires imprégnées dans tout le
pays, la seule différence en terme d’intervention de lutte entre les communes traitées et le témoin
est la PID. Dans ces conditions, nous considérons que toute différence au niveau des parametres
entomologiques dans les communes traitées par rapport a aux communes témoins est imputable a la
PID.

2.2. Méthodologie

2.2.1. Dynamique des populations de Anopheles gambiae s.1. et de Culex quinquefasciatus et de
la transmission du paludisme dans I'Alibori et la Donga

Avant la mise en ceuvre de la campagne PID dans 1’Alibori et la Donga, nous avons réalisé¢ une
étude entomologique pour connaitre les principaux moustiques, le niveau de la transmission du
paludisme et la contribution des espéces du complexe Anopheles gambiae dans la transmission avant
la campagne et vérifier si la zone d’étude remplit les conditions exigées par les criteres

entomologiques de la mise en ceuvre de la PID.

2.2.1.1. Collecte des moustiques

La collecte des moustiques a été réalisée de mai 2016 a février 2017 dans les six communes des
départements de 1’Alibori et de la Donga avant le démarrage de la campagne de pulvérisation
(Figure 11). Dans chaque commune, 2 villages, un au centre plus ou moins urbanisé, ’autre a la
périphérie essentiellement rural, ont été choisis pour des captures mensuelles de moustiques
réalisées réalisée de 21h a Sh du matin, a permis d’évaluer la fréquence du contact homme-vecteur
(taux de pigdre) dans quatre communes (Kandi, Gogounou, Djougou et Copargo). A cet effet, quatre
volontaires (02 a I’intérieur et 02 a I’extérieur) ont capturé les moustiques dans 02 maisons choisies
au hasard par site, soit au total huit collecteurs/commune/par nuit (figure 12). Les collecteurs ont
effectué une rotation dans les différentes maisons pour éviter les biais liés a leur habileté ou a leur

attractivite individuelle. Les risques de souffrir du paludisme ont été minimises en employant des
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captureurs locaux (disposant déja d’une certaine immunité en raison de leur exposition prolongée
aux moustiques). IlIs sont régulierement surveillés et en cas d’acces palustre confirmé, ils sont
immédiatement pris en charge par un médecin de 1’équipe selon les procédures de prise en charge
en vigueur. lls sont tous vaccinés contre la fievre jaune. L’étude a regu ’accord du comité
institutionnel d'éthique du CREC (IECC (N338/MS/DC/SGM/DRFMT/CREC/CEI-CREC/SA).
La seconde méthode de collecte (capture matinale de moustiques apres aspersion de bombe
aérosol), realisée tres tot le matin (entre 6h et 8h) dans 40 maisons par commune, a permis la collecte
des moustiques au repos a I’intérieur des maisons (figure 12). Cette méthode a permis d’évaluer le

comportement de repos et le taux de gorgement des vecteurs dans les six communes (Kandi,

Gogounou, Ségbana, Djougou, Copargo et Ouaké).

A B
Figure 12 : Capture de nuit sur appat humain (A) et collecte de moustiques apres aspersion de

bombe aérosol non rémanent (B).

2.2.1.2. Identification morphologique des especes et traitement des moustiques
Aprés chaque collecte, les moustiques récoltés sont dénombrés et identifiés morphologiquement
grace a la clé taxonomique de Gillies & Meillon (1968) et de Gillies & Coetzee (1987). Les femelles
de An. gambiae s.l. capturées sur appat humain sont ensuite disséquées pour évaluer leur age
physiologique grace a 1’observation du degré d’enroulement des trachéoles (Detinova et al., 1964).
Chaque specimen est enfin conservé dans un tube a eppendorf étiqueté contenant du silicate gel
pour des analyses de laboratoire.

Pour détecter I’infection au Plasmodium falciparum, toutes les tétes et thorax des femelles
de An. gambiae s.1. capturées sur des volontaires humains ainsi que celles collectées apres aspersion

de bombe aérosol ont été analysées par ELISA CSP (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) selon

49



le protocole décrit par Wirtz et al. (1987). Les abdomens, pattes et ailes de I’ensemble des spécimens
de An. gambiae s.l. analysés a ’ELISA CSP dans chaque commune, chaque mois, ont été analysés
par PCR selon le protocole de Santolamazza et al. (2008), pour I’identification des espéces
moléculaires du complexe.

Ces différentes activités ont permis 1’étude de la dynamique des anophéles vecteurs et du Culex
quinquefascitus, le niveau de transmission du paludisme et la contribution des especes du complexe
An. gambiae dans la transmission du paludisme dans les départements de I’ Alibori et la Donga avant

la mise en ceuvre de la PID.

2.2.1.3. Parametres estimés

Les parametres entomologiques évalués dans la présente étude sont les suivants: 1) le taux de pigdre
sur homme (PHN) défini comme le nombre moyen de pigQres recues/homme/nuit; 2) Indices
d’endophagie et d’exophagie directement obtenus a partir des estimations des taux d’agressivité
calculés a partir des captures sur volontaires humains a I’intérieur (i) et a I’extérieur (e) des
habitations ; 3) le taux d'infection qui est la proportion de moustiques trouvés positifs a I'antigéne
circumsporozoitique de Plasmodium falciparum; 4) Le taux de parité déterminé en divisant le
nombre de moustiques pares sur le total disséqué x 100; 5) le taux d'inoculation entomologique
(TIE), variable clé exprimant le niveau de transmission du paludisme qui se définit comme le
nombre de piqdres infectantes recues/homme/nuit. 1l est le produit du taux de piqdre et du taux
d’infectivité ; 6) le taux de gorgement défini comme le nombre de moustiques gorgés et semi-
gravides sur le total collecté apres aspersion de bombe aérosol) et, 7) la proportion et I’infectivité
de chaque espéce du complexe An. gambiae détectée.

2.2.1.4. Analyse des données

La richesse spécifique (Taxa_S), qui correspond au nombre d’especes collectées, et leur abondance
relative (Pi) ont été evaluées par localité: Pi = ni/N, ou ni = nombre d'especes i ; N = total du nombre
d'especes rencontrées, i = 1. L’indice de diversité de Shannon-Wiener = X- (Pi X In Pi) ou Pi est la
proportion de 1’espéce i dans la population étudiée a été déterminée par commune (Shannon, 1948).
L'indice d'équitabilité a également été calculé. Il est le rapport entre l'indice de Shannon de
I'échantillon et la valeur maximale que cet indice pourrait atteindre si toutes les espéces qui
constituent I'échantillon y étaient également représentées. L'indice de Simpson (D), qui est un indice
de dominance, a été déterminé selon la formule : D = 1/+ Pi (Simpson 1949). La comparaison des
indices de diversité des especes de moustiques a été faite en utilisant le test t de Student a l'aide du
logiciel PAST 2.07.
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Les données ont eté analysées avec le logiciel de statistiques R, version 2.8. La méthode de calcul
des intervalles de confiance de Poisson (Rothman, 2012) a été utilisée pour estimer les intervalles
de confiance des taux d’agressivit¢ (PHN) et des taux d’inoculation entomologique (TIE) An.
gambiae s.l. Le test Khi2 de comparaison des proportions ont été utilisés pour comparer les taux
d’infectivité, de gorgement et de parturité. Une valeur de p <0,05 a été considérée comme
significative.

2.2.2. Dynamique de la résistance des vecteurs aux insecticides chez Anopheles gambiae s.I.
dans I'Alibori et la Donga, nord du Bénin, Afrique de I'Ouest.

2.2.2.1. Prospection des gites larvaires et élevage

Les larves et les pupes de Anopheles gambiae s.I. ont été collectées dans plusieurs gites identifiés
dans quatre villages choisis au hasard par commune dans I’ensemble des six communes (Kandi,
Gogounou, Ségbana, Djougou, Copargo et Ouaké). Une fois le gite repéré, les larves et les nymphes
sont prélevées a la surface de 1’eau avec une louche, puis transportées vers 1’insectarium aménagé

sur le terrain pour I’élevage jusqu’au stade adulte (figure 13). Le nombre insuffisant de larves

collectées a Ségbana et a Ouaké n’a pas permis de réaliser tous les tests.

Figure 13: Récolte (A) et élevage des larves et pupe (B) d’anophéles.

2.2.2.2. Tests de sensibilité¢ OMS

Les moustiques femelles agés de 2 a 5 jours, morphologiquement identifiés comme An. gambiae s.|
ont été exposés a des doses diagnostiques de divers insecticides pour les tests de sensibilité en
utilisant les papiers imprégnés d’insecticides décrit par le protocole standard des tests OMS (WHO
2013). Ces moustiques ont été exposés a des papiers imprégnés d’insecticide ou d’insecticide +

synergiste :
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+* Pyréthrinoides : Deltaméthrine (0,05%), Perméthrine (0,75%) et (utilisés pour
I’imprégnation des MIILDs) ;

* Pyréthrinoides + synergistes : Deltaméthrine 0,05% + PBO 4% et Perméthrine 0,75% +
PBO 4% (utilisés pour I’imprégnation des MIILDs de nouvelle génération: Olyset plus et
PermaNet 3) ;

* Carbamate : le bendiocarb (0,1%) (utilisé en PID) ;

* Organophosphoré : le pirimiphos-méthyl (0,25%) (utilisé en PID).

Le synergiste PBO (piperonyl butoxide) a 4% est un inhibiteur des oxydases et des estérases (Khot
et al., 2008). Il est utilisé afin d'évaluer I'implication des enzymes de détoxification dans la
résistance phénotypique des populations de An. gambiae s.1. de chaque localite.

Lors des tests, des lots de 20 a 25 moustiques ont été introduits dans chaque tube muni d’un papier
imprégné. Au cours de I’exposition qui a duré¢ une heure, le nombre de moustiques tombés sous le
choc de I’insecticide (effet knock-down) au bout de différents intervalles de temps (5, 10, 15, 20,
30, 45, 60 minutes) a été enregistré. Des lots de moustiques soumis aux papiers non imprégnés ont
servi de controle. Les tests réalisés avec les papiers imprégnes de pyréthrinoides + synergistes PBO
et ceux faits avec les pyréthrinoides seuls ont été effectués simultanément sur les mémes populations
de moustiques issues de chacune des localités. Aprés 60 minutes d’exposition, les moustiques ont
été transférés dans des tubes d’observation tapissée de papiers non traités (25°C et 80% d’humidité)
avec un acces libre au jus sucré (jus de miel a 10%). La mortalité au bout de 24 heures a été
déterminée selon le protocole de I’OMS. La résistance phénotypique aux insecticides a été évaluée
par le taux de mortalité estimé comme suit : Taux de mortalité (%) =Nombre d'individus morts x
100 / Nombre d'individus testés.

Nous n’avons pas eu recours a la formule d’Abbot sur la mortalité corrigée puisque les taux de
mortalités observés dans les témoins étaient inférieurs a 5%.

Les vivants et les morts des spécimens de chaque localité issus des tests ont été soumis a la PCR

pour l'identification des espéces et la détermination des mécanismes de résistance (Kdr et Ace-1R).

2.2.2.3. ldentification des especes au sein du complexe An. gambiae et caractérisation
moléculaire de la résistance Kdr et Ace-1

Les moustiques vivants et morts issus des tests de sensibilité ont été analysés a la PCR (Polymerase
Chain Reaction) selon le protocole de Santolamazza et al. (2008) pour la détermination des especes
moléculaires du complexe An. gambiae s.I. Les génotypes des mutations Kdr L1014F et Ace-1
G119S ont été détermines respectivement suivant les protocoles de Martinez et al. (1998) et de

Weill et al. (2004). La fréquence allélique de ces deux mutations a été évaluee suivant la formule

52



suivante : Fr(A) = (2NAA + NAa) / 2(NAA + NAa + Naa) sur chaque site afin de voir la corrélation

existante avec la résistance phénotypique.

2.2.2.4. Caractérisation biochimique de la résistance

Environ 30 femelles de An. gambiae s.I. (F1) agées de 2-5 jours issues de chaque localité et n’ayant
préalablement servies a aucun test insecticide ont été utilisees pour les analyses biochimiques. Avant
lesdites analyses, les spécimens de moustiques ont été tués au frais et immédiatement utilises. Des
dosages biochimiques ont été effectués pour comparer le niveau d’activité des oxydases a fonctions
mixtes (MFO), des estérases non spécifiques (a et B-estérases) et des glutathion S-transférases
(GST) sur ces différentes populations de moustiques par rapport a la souche sensible Kisumu
(Bradford, 1976). Tous les moustiques ont été testés selon le protocole décrit par Hemingway

(Hemingway et al., 1998).

2.2.2.5. Analyses des données
Le statut de résistance des populations de moustiques testés est déterminé selon les criteres de
I’OMS (WHO, 2013). Pour cela, toute population de moustiques dont le taux de mortalité est
compris entre 98-100% est considerée comme sensible. Quand la mortalité se trouve entre 90-97%,
la population est suspectée de résistance. En deca de 90% de mortalité, la population est considérée
comme résistante. Les taux de mortalité des populations de An. gambiae s.l. ont été comparés a
I’aide du test Khi2 de comparaison des proportions. Les fréquences alléliques des mutations Kdr
L1014F et Ace-1 G119S ont été analysées pour évaluer la variabilité de la fréquence des mutations
a travers les populations. Une régression linéaire avec analyse de la variance a été utilisée pour
apprécier la variation de ’activité enzymatique dans chaque localité. Les Tests de Mann-
Whitney ont été utilisés pour comparer ’activité des enzymes entre les moustiques de terrain et
sensibles de laboratoire. Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel R 3.3.2 (R
Development Core Team, 2011).

Apres I’étude sur les données de bases, les résultats encourageants obtenus ont permis au

PNLP de lancer la campagne de PID dans I’ Alibori et la Donga

2.2.3. Impact entomologique de la pulvérisation intradomiciliaire

2.2.3.1. Mise en place des pulvérisations intradomiciliaires

Les études entomologiques de base réalisées en 2016 avant la mise ceuvre de la PID ont permis de
sélectionner un organophosphore, le pirimiphos-méthyl pour réaliser la pulvérisation dans 1’ Alibori
et la Donga, étant le seul insecticide au quel, les vecteurs ont montré une parfaite sensibilité (Salako

et al., 2018) (chapitre 2). Le pirimiphos-méthyl est un des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase qui
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est une enzyme intervenant dans la régulation de I’influx nerveux. IlIs agissent par contact et
ingestion. La formulation utilisée pour traiter les murs a été I’ Actellic 300 CS (Syngenta, Suisse) a
base du pirimiphos-méthyl a 300 g/l (figure 14). Une dose de 1 g a.i/m? de 1’ Actellic 300 CS a été
appliquée sur les murs, une fois chaque année. Pour parvenir a cette dose sur les murs, une bouteille
d’Actellic® 300 CS (833 ml) a été diluée dans I’eau et le mélange d’un volume de 7,5l/pulvérisateur
Goizper a été appliqué sur une surface d’environ 250 m?. Les pulvérisations ont été faites par des
opérateurs autochtones, recrutés et formés par le projet PMI VectorLink en collaboration avec le
PNLP du Bénin. Ceux-ci étaient dotés d’équipement de protection (masque, chapeau, gants,
lunettes, combinaison, bottes) nécessaire pour 1’opération (figure 15). Les traitements ont été faits
a I’aide d’un pulvérisateur Goizper, recommandé par I’OMS et actuellement utilisé par le projet
PMI VectorLink, partenaires d'exécution de I'USAID. D’une capacité de 10 litres (dont 8 litres
utile), le pulvérisateur Goizper permet de pulvériser a une pression de 3 BAR: 0,50 I/min (figure
16).

Avant les pulvérisations, les populations ont été informées et instruites quant aux précautions
a prendre. Les principales précautions consistaient a sortir la nourriture, la vaisselle, les vétements
et les récoltes des maisons avant les pulvérisations. A la fin de chaque journée, les équipements de
protection et le matériel utilisé ont été lavés dans les aires de lavage construites par le projet PMI
VectorLink.

Les campagnes de pulveérisation ont lieu une fois I’an en début de saison pluvieuse dans le

mois de mai. Plus de 85 % des ménages sont traités a chaque campagne.
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Figure 14: Emballage de la formulation de pirimiphos méthyle utilisée (Actellic 300CS).

Figure 15: Pulvérisateur a pression de type Goizper et les opérateurs en accoutrements.
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Figure 16: Un opérateur traitant un mur.

2.2.3.2. Résultats des opérations de pulvérisation de 2017 et 2018

En 2017, 419 785 structures étaient recensees dans six communes de 1’Alibori et la Donga sur
lesquelles 384 761 ont été traitées, soit un taux global de couverture de 91,7 %. Cette couverture a
permis de protéger un total de 1 227 536 habitants dont 234 984 enfants de moins cing ans et 46169
femmes enceintes. En termes de quantité d’insecticide utilisé pour cette campagne, un total de
79,968 bouteilles de 833 ml de Actellic 300 CS a été utilise.

En 2018, sur les 442 548 structures recensées dans les mémes communes, 400 997 étaient
traitées soit un taux de couverture de 90,6%. Au total 1 321 758 personnes, dont 58,086 femmes
enceintes et 269 164 enfants de moins cing ans, ont été protégées par la campagne PID 2018. En
termes de quantité d’insecticide utilisé pour cette campagne, un total de 62,873 bouteilles de 833ml
de Actellic 300 CS a été utilisé.

2.2.3.3. Contrdle de la qualité du traitement et évaluation de I’activité résiduelle de Actellic
300 CS

La qualité du traitement et I'activité résiduelle de Actellic 300 CS sur les murs traités ont été évaluées
apres chaque campagne PID grace aux tests en cbne de 'OMS (WHO, 2006). Ce test a été réalisé
avec des femelles de An. gambiae Kisumu (souche sensible de référence), élevée et maintenue a

I'insectarium du Centre de recherche entomologique de Cotonou (CREC).
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2.2.3.3.1. Tests en cone OMS sur des murs traités

En 2017 et en 2018, des tests en cones OMS mensuels ont été réalisés respectivement dans les
départements de la Donga et de I’ Alibori sur les murs traités de 20 maisons sélectionnées au hasard.
Les surfaces des murs non traités ont éte utilisées comme témoin. Ces tests visaient non seulement
I’évaluation de la qualité du traitement mais aussi le suivi de 1’effet résiduel de Actellic 300 CS sur
les murs traités. Les tests ont été réalisés sur les murs en ciment et en banco rencontrés dans la zone
d’étude. Ainsi, 15 jeunes moustiques femelles agés de 2 a 5 jours ont ét¢ délicatement prélevés a
I’aide d’un aspirateur et introduits dans chacun des 03 cones transparents fixés a des hauteurs
différentes sur le support traité (0,5m ; 1m; 1,5m) (figure 17). Ces moustiques restés en contact du
support pendant 30 minutes ont ensuite été retirés avec précaution des cones et transférés dans des
gobelets stériles étiquetés et voilés sur lesquels sont posés des tampons de coton imbibés du jus
sucreé a 10%. Apres 24 heures de mise en observation & 27 + 2 °C (Tempeérature) et 80 + 10%
(Humidité relative), le taux de mortalité sur les différents types de murs traités a été déterminé
(figure 17). Lorsque la mortalité du témoin est comprise entre 5% et 20%, la mortalité dans la case
traitée est corrigée avec la formule d’Abott (Abbott, 1925). Lorsque la mortalité des témoins est
supeérieure a 20%, le test est considéré comme non valide et repris.

La réalisation des bioessais sur les supports traités a été échelonnée dans le temps suivant
des périodes TO, T1, T2, T3, T4, T5 et T6 définies comme suit : TO (mai) : 07 jours apres la date de
pulvérisation ; T1 (juin) : 1 mois apres la date de pulvérisation ; T2 (juillet) : 2 mois aprés la date
de pulvérisation ; T3 (ao(t): 3 mois apres la date de pulvérisation ; T4 (septembre): 4 mois apres la
date de pulvérisation ; T5 (octobre): 5 mois apres la date de pulvérisation et T6 (novembre): 6 mois

apres la date de pulvérisation.
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Figure 17: Test en cOne sur les murs traités et mise en observation des moustiques pour une lecture

apres 24 heures.

2.2.3.4. Mesure de I’impact de la PID sur les indicateurs entomologiques du paludisme
Nous avons conduit les enquétes entomologiques (Juin-Octobre 2017 ; Juin-Octobre 2018) pour
évaluer I’efficacité de la PID sur la transmission des Plasmodium spp. Les méthodes de collecte des
moustiques étaient les mémes que celles utilisées pendant les enquétes de pré-intervention.

Au laboratoire, les moustiques ont été analyses en suivant les mémes protocoles que ceux
utilisés pour traiter les échantillons de pré-intervention. Les détails des protocoles utilisés se

trouvent en Annexe 2.

2.2.3.5. Analyse des données

Les données ont été analysées avec le logiciel de statistiques R, version 2.8. La méthode de calcul
des intervalles de confiance de Poisson (Rothman, 2012) a été utilisée pour comparer la densité
résiduelle des moustiques et les taux d’inoculation entomologique (TIE) de An. gambiae s.I. Le test
Khi2 de comparaison des proportions a été utilisé pour comparer les taux d’infectivité, de gorgement
et de parturité.

Ces différents parametres ont ét€ comparés avant et apres la PID d’une part puis, entre les zones

traitées et témoins d’autre part.
2.2.3.6. Synthese des activités de terrain

Pour conclure cette partie méthodologique du manuscrit, le chronogramme des activités de terrain

que nous avons menées peut &tre résumé en trois volets : collectes de données entomologiques avant
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les interventions (Mai 2016 a Février 2017), mise en place de la PID (Mai 2017 et 2018) et collectes
de données apres la PID (Juin 2017 a Déecembre 2017 ; Juin 2018 a Décembre 2018).
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Chapitre 1. Dynamique des populations de Anopheles gambiae s.| et de
Culex quinquefasciatus, de la transmission du paludisme et contribution
des espéces du complexe Anopheles gambiae dans la transmission en

prélude a la pulvérisation intradomiciliaire dans I'Alibori et la Donga
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1.1. Présentation de I’étude

La Pulvérisation Intradomiciliaire d’insecticide (PID) est l'un des piliers stratégiques dans la
prévention du paludisme et autres nuisances occasionnees par les moustiques au Beénin. Cette
intervention démarrée depuis 2008 au Bénin, a été un grand succes (Akogbéto et al., 2011 ; Ossé et
al.,2012 ; Akogbeto et al., 2015). Malgré ces succes, de grands defis restent a relever afin
d’optimiser I’efficacité des outils de lutte antivectorielle dans I’optique de 1’atteinte de I’un des
objectifs fixés par 'OMS qu’est, I’élimination du paludisme a 1I’horizon 2030. Au nombre des legons
apprises apres huit années d’intervention, figurent la disponibilité au préalable de données de bases
solides qui doivent étre désormais une priorité pour guider I'élaboration des politiques de lutte
(Marsh, 2010).

En effet, la diversité des populations d’anopheles et leur répartition saisonniére sont des
données essentielles dans 1’évaluation du risque lié au paludisme. Cette répartition des especes
vectrices, de leur abondance et de leur survie déterminent 1’intensité de la transmission du paludisme
et dépendent des facteurs climatiques (la température et les pluies) et écologiques (Gemperli et al.,
2006 ; Mabaso et al., 2007).

Au Bénin, depuis I’avénement de la PID, le suivi de son impact a été uniquement orienté sur
le changement de comportement des anopheéles vecteurs du paludisme. Or, les moustiques du genre
Culex, en particulier Culex quinguefasciatus, sont des moustiques de forte nuisance mais négligés
dans les évaluations entomologiques. En raison de leur forte résistance aux insecticides (Yadouleton
et al., 2015), ils pourraient méme étre a la base de 1’échec de certaines interventions de lutte
antivectorielle. Par ailleurs, Culex quinquefasciatus est un important vecteur de la filariose
lymphatique (Wuchereria bancrofti) (Maxwell et al, 1990). Les interventions de lutte antivectorielle
ont certainement un impact sur ces moustiques (Hougard et al., 1993) qui sont souvent négligeés.
Bien que n’étant pas un probleme de santé publique au Bénin, la nuisance, voire le stress quotidien
occasionnés par les piqdres de Culex constitue un facteur important (Viniaker & Lavaud, 2005).

En 2017, il était prévu que toutes les maisons des départements de I’ Alibori et de la Donga
soient traitées. Cependant, trés peu d’informations de base étaient disponibles sur le comportement
des principaux moustiques, la densité et la répartition des anophéles vecteurs et, le niveau et le pic
de transmission du paludisme dans les deux régions. Les deux régions étant situées dans deux zones
¢co-géographiques différentes (zone soudanienne dans I’Alibori et soudano-guinéenne dans la
Donga) malgré leur proximité, il est possible que les variations de I'écologie des vecteurs affectent
la micro-épidémiologie du paludisme (Mouchet et al., 2004). En prélude a cette campagne de lutte,
la présente étude a été donc initiée pour disposer dans un premier temps d’informations sur la

distribution et le comportement de pigdre des deux principaux moustiques vecteurs rencontres au
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Bénin : An. gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus et leurs variations saisonniéres (Article 1). Dans
un second temps, I’estimation des parameétres entomologiques clés de la transmission du paludisme,
en particulier, I’indice sporozoitique (IS) et le taux d’inoculation entomologique (TIE), ont permis
d’assurer la programmation efficiente ainsi que, la mesure de I’impact de I’intervention (Article 2).
Le comportement de piqdre et, la contribution a la transmission du paludisme des espéces jumelles
du complexe An. gambiae présentes et vivant en sympatrie dans les deux régions cibles ont été
évaluées (Article 3). Les données relatives a ce chapitre sont présentées en détails dans les articles
1, 2 et 3 suivant un ordre chronologique. Les points essentiels relatifs aux résultats ont fait I’objet

d’une discussion générale.

1.2. Dynamique des populations de Anopheles gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus en
milieu rural et urbain dans I'Alibori et la Donga dans le nord du Bénin.

Publié a Vector-Borne and Zoonotic Diseases

Dans cette rubrique, nous avons donné quelques informations relatives a la distribution et au
comportement de piqlre des deux principaux moustiques vecteurs rencontrés au Bénin: An.
gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus et, leurs variations saisonniéres. Une breve synthese de

I’étude est fournie et, I’article correspondant est joint immédiatement a la page suivante.

1.2.1. Contexte de I’étude

Malgre 1’impact positif des interventions de lutte antivectorielle en Afrique, de grands défis restent
a relever pour améliorer davantage leur performance. En effet, certains pays mettent en ceuvre des
interventions de lutte sans disposer au préalable des données de base relatives a la dynamique et au
comportement des vecteurs. Pour pallier a cette insuffisance, la présente étude vise a collecter des
données de bases suffisantes, afin de guider la mise en place de la PID et, faciliter 1’évaluation de

son impact.

1.2.2. Objectifs de I’étude

Cette étude vise a apporter des informations sur la diversité des Culicidae, le comportement de
pigdre et la variation spatio-saisonniere de I'abondance de Anopheles gambiae s.I. (vecteur majeur
du paludisme) et de Culex quinquefasciatus (vecteur de Wuchereria bancrofti et moustique de forte
nuisance) en milieux rural et urbain des départements de 1’ Alibori et de la Donga ot une campagne

de Pulvérisation intradomiciliaire (PID) est programmée.
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1.2.3. Méthodologie

L'étude a été réalisée dans six communes des deux régions situées au Nord du Bénin (Alibori et
Donga). Les captures sur appat humain (HLC) a I’intérieur et a I’extérieur des habitations et apres
aspersion de bombe aérosol (PSC) dans les chambres ont été utilisées pour 1’échantillonnage des
populations de moustiques de mai 2016 a février 2017. Apres identification morphologique de tous
les spécimens de moustiques, le comportement de piqlre et la variation saisonniére de la densité de
Anopheles gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus ont été étudiés. La Polymérase Chain Reaction
(PCR) a été également effectuée sur An. gambiae s.l., afin d'identifier les especes jumelles et leurs

variations saisonnieéres.

1.2.4. Résultats & et principaux points discutes

Environ 10 367 moustiques ont été collectés dans la zone d’étude. Au total 14 espéces de moustiques
appartenant a 04 genres (Anopheles, Aedes, Culex, Mansonia) ont été identifiées. Deux principaux
vecteurs du paludisme avaient été rencontrés: Anopheles gambiae s.l. qui représentait 40,39%
(4187/10367) des moustiques et, Anopheles funestus (0,98%: 102/10367). Culex quinquefasciatus
était le principal moustique collecté (56,85% : 5893/10367).

An. gambiae s.l. était plus abondant dans le département de la Donga (2521 spécimens) que dans
I'Alibori (1666 spécimens). La tendance inverse a été observée avec Culex quinquefasciatus (2162
spécimens dans la Donga contre 4028 dans I'Alibori). Une prédominance de An. gambiae s.l. ayant
un fort taux de gorgement en zones rurales comparativement aux zones urbaines, a été observée.
Par contre, Cx. quinquefasciatus était majoritaire en zones urbaines dans les deux régions.

Le complexe An. gambiae était composé de deux espéces jumelles : An. coluzzii [56% (n=835)]
majoritaire pendant la sécheresse, et An. gambiae [44% (n=662)] prédominant pendant la saison des

pluies.

1.2.5. Conclusion

Le caractére endophagique marqué de An. gambiae s.I. est un atout pour la Pulvérisation
intradomiciliaire d’insecticide a effet rémanent (PID) dans la zone d’étude. La prédominance de An.
gambiae s.l. pendant la saison pluvieuse est favorable a une PID programmeée au début de la saison,
contrairement a Cx. quinquefasciatus qui prédomine en saison seche, période au cours de laquelle

I’effet résiduel de la PID est généralement terminé.
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Abstract

Background: The purpose of this repott is to provide information on Culicidae diversity; biting behavior and
spatio-seasonal variation of abundance of Anopheles gambiae s.1. and Culex quinguefasciatus in rural and urban
settings of the Alibori and Donga regions, Northern Benin, where an indoor residual spraying (IRS} campaign to
control malaria is planned.

Methods: Both human landing catches, associated with pyrethrum spray catches were used to monitor the
mosquito populations in 12 sites with 1 urban and 1 rural located in each of the 6 districts randomly selected in
the two targeted regions. After morphological identification of all mosquito specimens, biting behavior and
density of An. gambiae s1. and Cx quinguefasciatus were studied. PCR was also performed on An. gambiae s.l.,
to identify sibling species and its seasonal variation.

Resulfs: A total of 10,367 mosquitoes were captured, related to 14 species of the genera, Anopheles, Aedes,
Culex and Mansonia. Of the total species collection, 40.39% were An. gambiae sl. and 56.85% were Cx.
quinguefasciafus. An. gambiae s.1. was more abundant in Donga (2521 specimens) compared with Alibori (1666
specimens). The opposite trend was observed with Cx. quinguefasciatus {2162 specimens in Donga against
4028 in Alibori). An. gambiae s.1. was predominant and displayed a higher blood feeding rate in rural areas,
whereas Cx. quinguefasciaius was in majority in urban areas. An. gambiae s.1. was more endophagic, whereas
Cx. quinguefasciafus showed similar indoor and outdoor biting behavior. An. gambiae s.1. was composed of An.
coluzzii found in majority in the drought, and An. gambiae, which was predominant in the rainy season.
Conclusion: The predominance of the malaria vector, An. gambiae s.1. and their higher blood feeding rate and
their significantly high endophagy in rural areas indicate that these areas should be primarily targeted with the
IRS operations to have a substantial impact on malaria transmission. Endophagy, characteristic of An. gambiae
s.l. in our study area, suggests that IRS will have a positive impact on vector control if implemented 1 week
before June that is the onset of the rainy season.

Keywords: Anopheles gambiae s.1., Culex quinguefasciatus, biting behavior, seasonal variation, Alibori, Donga,
Benin

Background Culex, and Aedes genera, are the most studied because of
their role in the transmission of a variety of human and animal

N PUBLIC HEALTH, mosquitoes are considered as one of the  diseases. According to the World Health Organization (WHO
most important groups of arthropods (Schaffner et al. 2014), vector-borne diseases account for 17% of the esti-
2001, Becker et al. 2010). Those belonging to the Anopheles, mated global burden of all infectious diseases; the main
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vector-borne disease in West Africa being malaria. In Benin,
Anopheles gambige sl. is the major vector of malaria
(Akogbeto 1992, Akogbeto and Di Deco 1995), which is the
leading cause of morbidity and mortality in children under 3
years old (Ministére de la Santé/DPP 2013).

Long-lasting insecticidal nets (LLINs) massively distrib-
uted in the country in 2014 and indoor residual spraying
(IRS) remain the strategic pillars in the prevention of malaria
in Benin. In 2008, IRS was introduced in the OCueme de-
partment, Southern Benin with a carbamate insecticide
(Bendiocarb) as the high pyrethroid resistance observed in
malaria vectors {Akogbéto and Yacoubou 1999) has reduced
the efficacy of standard LLINs (N’ guessan et al. 2007). The
strategy which displayed a great success (Akogbeto et al.
2011, 2015, Osse et al. 2012) was then relocated in the
Atacora department, northern Benin from 2011 to 2015.

The technical rationale for this relocation was the short
transmission period that can be easily covered by a single
spray round in the new targeted department, allowing a better
cost effectiveness. IRS success has also been recorded in
other countries, namely Madagascar (Randriantsimaniry
1995), Equatorial Guinea (Bioko Island) (Sharp et al. 2007)
and Southern Africa (Sharp et al. 2000, Mabhaso et al. 2004).
Despite these successes, major challenges remain, including
the fact that some countries implement vector control inter-
ventions without reliable baseline on entomological data.
Indeed, those data are necessary as they allow national ma-
laria control program to know the exact places where vector
biting rates or malaria transmission are high and also, the
right moment for the implementation of a control interven-
tion such as IRS to have the maximum impact on the peak in
hiting of malaria vectors.

For that, the availability of sufficient entomological
baseline data should be a priority to guide the development of
vector control policies (Marsh 2010). Success in the plan-
ning, implementation, and evaluation of vector control in-
terventions depends on the knowledge of spatial and temporal
variation of disease vectors (Killeen et al. 2011).

In Benin, since the advent of IRS, the monitoring of its
impact has focused solely on the behavioral change of
Anopheles, vectors of malaria (Akogbeto et al. 2011, 2015,
Osse et al. 2012). However, Culex quinguefasciatis, which
is a vector of lymphatic filariasis (Wuchereria bancrofii)
{Maxwell 1990), have been neglected in entomological
evaluations. Although high resistance to insecticides (Ya-
douleton et al. 2015) has been detected in Cx. quinque-
fasciatus, some authors have reported that some strategies
could have a positive impact on the control of this mosquito
{(Hougard et al. 1993). So far, lymphatic filariasis has not
been a public health problem in Benin, but the nuisance and
even the daily stress caused by Culex bites are important
factors that should not be neglected (Viniaker and Lavand
2005).

Tn 2017, an IRS campaign with Actellic 300CS was
planned to target the Alibori and Donga regions. As a prelude
to this control campaign, this study was initiated in some
urban and rural sites of the targeted regions to obtain infor-
mation on the distribution, density, biting behavior, and
seasonal variations of An. gambiae s.1., main malaria vector
{Akogbeto 1992, Akogbeto and Di Deco 1993) and Cx.
quinguefasciatus, mosquito of high nuisance (Agbanrin et al.
2015) in Benin.
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Materials and Methods
Study area

Data collection took place in six districts located in two
regions: the Kandi, Gogounou and Segbana (KGS) districts in
the Alibori region, then the Djougou, Copargo and Ouake
(DCO) districts in the Donga region. The Alibori region of is
characterized by a Sudanese climate and the Dronga region by
a Sudano—Guinean climate. Both regions have a single dry
season (December to May) and a single rainy season (June to
November). Overall, the average monthly temperature varies
between 23°C and 40°C. The region of Donga has more rivers
than the region of Alibori. The DCO and KGS health zones
cover an area of 5465 km? and 12,943 km* with a population
of 424,425 and 325,522 inhabitants, respectively, mostly
farmers. The incidence of malaria was 21.4% in the DCO
health zone and 19.4% in the KGS health zone (SGSI/DPP/
Zs-DCO/MS 2016) (SGSI/DPP/Zs-KGS/MS 2014).

TIn the current study, one urban and one rural sites were se-
lected in each district for the monthly collections of mosqui-
toes. Urban sites have several development infrastructures, such
as gutters, sewers, and roads, unlike rural sites that do not have.
Urban/Rural villages were Bantansoue/Gounarou, Kossarow/
Sonsoro, Segbana-Centre/Liboussou, Parakounan/Kataban,
Zountori/Barienou, and Aboulacude/Komde, respectively, in
the districts of Gogounou, Kandi, Segbana, Copargo, Djougou,
and Ouake (Fig. 1).

Mosquito sampling

Human landing catches (HLCs) were conducted m two
houses per village from 9 PM to 5 AM for two nights per
month over 7 months (May 2016 to February 2017, with no
data collected in September, November, and December 2016)
to monitor the mosquito populations. At each house, one
indoor mosquito collector and one outdoor mosquito col-
lector collected all mosquitoes that landed on their feet
(World Health Crganization 1993). The number of collectors
and the number of sessions were the same for all surveyed
districts in each month. In each district, recorded data were
used to evaluate the mosquito species composition and to
determine the human biting rate (HBR) of Anopheles and Cx.
quinguefasciatus.

In addition, pyrethrum spray catches (PSCs) were per-
formed, as described by WHO 1993 for 20 rooms (10 in the
urban site and 10 in the rural site) per month over the same 7
months to assess the resting behavior and the vectors’ blood
feeding rate in each of the six districts. The number of ses-
sions and of investigated rooms were the same for all sur-
veyed districts in each month. PSCs consisted of covering the
floor with white sheets, spraying the rooms and collecting all
fallen mosquito specimens. After collection, mosquitoes
were counted and morphologically identified.

Processing methodology

After each collection, collected mosquitoes were counted
and separated into Culicinae and Anophelinae using a ste-
reomicroscope. Mosquitoes were identified using the taxo-
nomic keys of Gillies and De Meillon {1968) and Gillies and
Coetzee (1987). Specimens of An. gambiae s.l. were sepa-
rated for further molecular analyses.
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A sample of 8-68 female specimens of An. gambiae s.1.,
randomly sampled per district per month, bringing to a total
number of 111-350 over the study period according to the
district, was analyzed by PCR according to the protocol of
Santolamazza et al. (2008) for the determination of the
molecular species of the An. gambiae complex. Thus, spe-
cific primers (Fé6: TCG CCT TAG ACC TTG CGT TA and
R6: CGC TTC AAG AAT TCG AGA) were used. The re-
actions were carried out in a total volume of 25 ul. con-
taining 10pmol of each primer, 0.2 mM of each dANTP,
1.5 mM of MgCl,, 1 U of Taq polymerase and 0.5 uL of the
template DNA.

The thermocycler conditions were 94°C for 5 min (step 1),
followed by 35 cycles (94°C for 30s [step 2], 54°C for 30s
[step 31, 72°C for 1 min [step 41), and 72°C for 7 min (step 5).
The products resulting from the amplification were analyzed
on a 1.5% gel stained with ethidium bromide.

Data analysis

Species Richness (S), which corresponds to the number
of collected species, and their relative abundance (Pi) were
assessed (Pi=ni/N, where ni=number of species i; N=total
number of species encountered, 1 =1) by district.

The Shannon—-Wiener index (H) shows that the species
diversity was determined by district using the formula
H=-} Pixlog (Pi) {Shannon 1948).

The equitability index was also calculated. It equals to the
ratio of the Shannon index to the maximum value that this
index could attain if all species in the district were re-
presented in similar proportions.

The Simpson index {I), which is a dominance index was
determined according to the formula: D=1/% Pi (Simpson
1949}.

The HBR for An. gambiae or Cx. quinquefasciatus was cal-
culated as the number of collected mosquito species divided by
the number of collectors and of nights of sampling effort. The
mean indoor resting density of An. gambiae s.1. was determined
by the following way: The total number of vectors collected by
PSC/Total number of rooms surveyed. The Poisson method
(Rothman 2012) was used to estimate confidence intervals
for biting rates and compare them between districts, ur-
banization level (rural and urban), and location (indoors and
outdoors). The same method was also used to compare the
average indoor resting densities between rural and urban
areas. Densities of An. gambiae (s.1.) with different super-
scripts (a, b) are significantly different ( p <0.03).

The abundance of a given species of mosquito was ob-
tained by cumulating its total number obtained through both
HLC and PSC. To assess the spatiotemporal variation of this
indicator, it was blot versus monthly rainfall data obtained
from Agence pour la Sécurité de la Navigation aérienne
en Afrique et & Madagascar (ASECNA) using an excel
spreadsheet.

The blood feeding rate of An. gambiae s.1. was obtained by
dividing the number of fed and half gravid mosquitoes by the
total number of collected mosquitoes. The chi-squared test of
compatison of proportions was used to compare the propor-
tions of sibling species of the An. gambize complex on one
hand, and the blood feeding rates of An. gambiae (s.1.) be-
tween the rural and urban areas on the other hand, using the R
software, version 3.3.2.
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Ethics approval

This study was approved by the Institutional Ethics
Committee of CREC (IECC) (N°338/MS/DC/SGM/DREMT/
CREC/CEI-CREC/SA).

Mosquito collectors were regularly monitored. In case of
confirmed malaria, they were immediately taken care of by
the medical doctor of the team according to protocol.

Results
Mosquito species composition

A total of 10,367 mosquitoes were captured during the
study period in the six districts using both HLC and PSC. The
mosquitoes belonged to 4 genera (Anopheles, Aedes, Culex,
Mansonia) and 14 species. Overall, seven Anopheles species
were harvested, including the two main malaria vectors: An.
gambiae s.1. (40.39%) and An. funestus: (0.98%) (Table 1).
As shown by the Table, the other species of Anopheles cap-
tured included An. nili (0.01%), An. pharoensis (0.03%),
An. ziemanni (0.02%), An. paludis (0.01%) and An. coustani
(0.09%) (Table 1).

Cx. quinquefasciatus was collected at high densities
(56.85%) unlike other Culex species, such as Cx. nebulosus
and Cx. decens. Cx. quinguefasciatus was the most captured
mosquito species in Segbana (81.15%), Gogoutiou (75.71%),
Kandi (56.76%), Quake (55.72%), and Djougoun (49.53%).
Mansonia africana was also collected in most districts but at
very low frequency (0.22% on overall) (Table 1).

The species richness observed at Copargo (11 species) is
similar to that of Kandi {10 species), Gogounou (9 species),
Djougou (8 species), Segbana (7 species), and Cuake
(6 species) (p>0.05).

The Shannon—-Wiener index was 0.89 [0.87-0.92] in the
DCO health zone against 0.69 [0.68-0.72] in the KGS health
zone (p <0.05). The Simpson indices were 0.56 [0.53-0.58]
and 0.43 [0.42-0.44], respectively, in the DCO health zone
and the KGS health zone.

Monthly variation of abundance of An. gambiae s./
and Cx. quinquefasciatus in Alibori and Donga

An. gambiae sl. and Cx. quinguefasciatus were present
permanently throughout the study period in Alibori and
Donga regions, but the abundance of hoth species varied
seasonally. The density of Arn. gambice s.l. was more abun-
dant during the rainy months in the two regions with a single
peak in Alibori (October) compared with two peaks in Donga
(July and August). Conversely, the density of An. gambiae
s.l. was relatively low from January to May during the
drought and the Harmattan period (Fig. 2). For Cx. quin-
quefasciatus, the period of highest density coincided with the
driest and warmest months, whereas the period of lowest
density corresponded with the rainy months.

Spatiotemporal distribution of species
of the An. gambiae s.l complex

Out of the 1497 specimens of An. gambiae s.1. analyzed by
PCR, two sibling species were observed: An. coluzzii (56%,
n=_835) and An. gambiae (44%, n=662) (p=0.0000324).
The distribution of these species varied in time and space
(Fig. 3). Overall, in Alibori (KGS combined), 69% (452/658)
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TABLE 2. VARIABILITY OF ANGPHELES GAMBIAE §8.1. BITING RATE
Total of Anopheles
Variables Modality gambiae 5.l collected  Nb of collectors HBR  HBR/month  95% CI [HBR]
Donga Djougou 682 104 6.56 196.73 [6.07-7.07]
Copargo 782 104 7.52 225.57 [7.00-8.07]
Alibori Kandi 498 104 4.78 143.65 [4.37-5.22]
Gogounou 458 104 4.4 132.11 [4.00—4.83]
Urbanization level  Urban area 459 208 2.20 66.2 [1.99-2.39]
Rural area 1961 208 9.42 282.83 [9.01-9.85]
Location Indoor 1326 208 6.37 191.25 [6.03-6.72]
Outdoor 1094 208 5.25 157.78 [4.95-5.58]

Nb, number; HBR, human biting rate; CI, confidence intervals.

of specimens were An. coluzzit and 31% (r=206/658) were
An. gambiae ( p=0.00000022). In Donga {I>CO cumulated),
54% (n=456/839) of specimens were An. gambiae and 46%
(n=7383/839) were An. coluzzii {p=0.00043). Both species
were present throughout the study petiod, except between
January and February when An. gambiae was not found in
most of the surveyed districts (Fig. 3). An. coluzzii pre-
dominated during the dry season (Periods May to June and
Febhruary to January), whereas An. gambice predominated
from June to October (rainy season) (Fig. 3).

HBR of An. gambiae s./.

The HBR of An. gambiae s.1. varied significantly from one
region to another ( p <0.001) with 132-143 bites/man/month
in Alibori and 196225 bites/man/month in Donga (Table 2).
Overall, the HBR was four times higher in rural areas than in
urban areas (rate ratio=4.27; p<0.001) and was higher in-
doors (191.25 bites/man/month) than outdoors {157.78 bi-
tes/man/month) ( p=0.0000002) (Table 2).

HBR of Cx. guinquefasciatus

The HBR of Cx. quinguefasciatus was higher in Gogounou,
Kandi (Alibori region), and Djougou (Donga region) (Table 3).
Contrary to An. gambiae s.1., the HBR of Cx. quinquefasciaius
was significantly higher in urban areas than in rural areas
( p<0.001) with 291 bites/man/month in urban areas compared
with 128 bites/man/month in rural areas. Moreover, this species
exhibits similar biting behavior indoors (201.63 bites/man/
month) and outdoors (217.78 bites/man/month) with an en-
dophagic index of 0.48 [(1398)/(1398+1510)] against an
exophagic index of 0.52 [(1510)/(1398 +1510)] (Table 3).

Blood feeding rate, indoor resting density
of An. gambiae s./.

Table 4 shows the blood feeding rate and the indoor resting
density of An. gambiae s.1. in rural and urban areas of the
Alibori and Donga regions.

Overall, cumulated data show that vector density was
higher in rural than in urban areas in each of the two regions
(2.3 An. gambiae s.1/room vs. 0.536 in Donga [p=0.000] and
1.35 An. gambiae s.l./froom vs. 0.49 in Alibori [p=0.0001]).

The blood feeding rate was high and similar in urban and
rural areas of Donga, 93.27% and 96.11% (p=0.111), re-
spectively. By contrast, a significant higher blood feeding
rate was observed in rural (93.64%) than in urban (86.17%)
areas { p=0.002) of Alibori. Similarly, combined data of both
regions show a higher blood feeding rate in rural areas (95.17%)
as compared with urban areas (89.9%) { p=0.00016).

Discussion

This study provides some entomological baseline data on
mosquito population dynamics in Alibori and Donga regions,
two areas in northern Benin, where IRS was planned to be
applied. A total of 14 different species of mosquitoes were
collected during this study, compared with 13 and 15 species
collected in southeastern Benin by Huttel (1950) and Hamon
(1954), respectively. Our data are similar to those of Gnan-
guenon et al. (2014) who reported 12 species of mosquitoes in
sentinel sites, including the Borgou region, which is not far
from Alibori and Donga.

The Shannon—Wiener and Simpson indices, which are
higher in the DCO health zone compared with the KGS health
zone show that mosquito population is mote diverse in the
DCO health zone than that of KGS.

TABLE 3. VARIABILITY OF CULEX QUINQUEFASCIATUS BITING RATE

Total of Culex

Variables Modality  quinquefasciatus collected Nb of collectors HBR  HBR/month 95% CI [HBR]
Donga Djougou 732 104 7.03 211.15 [6.53-7.56]
Copargo 167 104 1.6 48.17 [1.37-1.86]
Alibori Kandi 698 104 6.71 201.34 [6.22-7.22]
Gogounou 1311 104 12.6 378.17 [11.93-13.30]
Urbanization level Urban area 2017 208 9.69 29091 [9.27-10.13]
Rural area 891 208 4.28 128.50 [4.00—4.57]
Location Indoor 1398 208 6.72 201.63 [6.37-7.08]
Outdoor 1510 208 7.26 217.78 [6.89-7.63]
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TABLE 4. BLoOD FEEDING RATE AND INDOOR RESTING DENSITY OF ANOPHELES GAMBIAE S.L. COLLECTED
BY PYRETHRUM SPRAY CATCH METHOD IN RURAL AND URBAN AREAS OF ALIBORI AND DONGA
Total of
Anopheles Blood
gambiae Half- Nbof Room  feeding
Variables Modality Zone collected  Unfed Fed Gravid gravid rooms density rate (%) p-Value
Donga Djougou Rural 352 7 319 5 21 120 2.93" 96.59  0.0871
Urban 52 5 45 0 2 119 0.44° 9038
Copargo Rural 366 4 331 13 18 129 2.84% 9536 0.683
Urban 40 1 36 2 1 130 031 923
Ouake Rural 130 2 115 2 11 119 1.09* 96.92 0.611
Urban 116 4 104 2 6 120 0.97* 94.83
Total Rural 848 13 765 20 50 368 2.3% 96.11
(DCO) Urban 208 10 185 4 9 369 0.56° 9327 0111
Alibori Kandi Rural 336 9 277 12 38 125 2.69% 93.75  0.864
Utban 33 3 29 0 3 129 027° 9143
Gogounou  Rural 96 3 88 4 1 130 0.74% 92.71  0.090
Urban 92 2 75 13 2 128 0.72% 83.7
Seghana Rural 87 1 73 4 9 130 0.67% 94.25  0.206
Utban 61 3 48 5 5 130 0.47% 86.89
Total (KGS) Rural 519 13 438 20 48 385 1.35% 93.64
Urban 188 8 152 18 10 387 0.49° 86.17  0.002
Donga Grand Total Rural 1367 26 1203 40 98 753 1.82% 95.17  0.00016
and Urban 396 18 337 22 19 756 0.52° 89.9
Alibori

p-Value: p-Value of comparison of the blood feeding rate of Anopheles gambice sl. between rural and urban areas; densities of
Anopheles gambiae s1. with different superscript (a, b) are significantly different {p <0.05).
KGS, Kandi, Gogounou and Segbana; DCC, Djougou, Copargo, and Ouake.

The abundance of An. gambiae s.1. in both regions con-
firms earlier findings of studies carried out in northem Benin
{Aikpon et al. 2013, Gnanguenon et al. 2014). The relative
abundance of Cx. quinquefasciatus in urban sites would be
due to the presence of several larval habitats (sewers, aban-
doned wells, and cisterns) containing organic matters, and
which were favorable to the development of Cx. guingue-
fasciatus, around houses.

In rural areas, where there is a lack of development in-
frastructures, such as gutters, drainage channel, and roads,
much less polluted breeding sites that are conducive to the
development of Anopheles, were formed in large numbers
after rains. Such larval habitats were very close to the rural
agglomerations made of several houses, which facilitated the
blood meal intake and the oviposition of Anopheles gambiae
s.l. resulting thus in their proliferation as observed by Go-
voetchan et al. (2014). Similarly, Fontenille et al. (1997), Gila
et al. (2003), and Hay et al. (2005) have noticed a higher risk
of malaria transmission in rural areas than in urban areas.
This suggests that, vector control interventions, such as IRS
operations must focus more on rural areas so as to have a
substantial impact on malaria transmission.

Indoor and outdoor HBR of the two species differs by
study site. Contrary to Cx. gquinguefasciafus, which had
similar indeoor and outdoor trophic activity, the proportion
of An. gambiae s.l. inside dwellings was relatively high
throughout the study areas. The indoor biting behavior ob-
served in An. gambiae s.. is justified by its anthropophilic
characteristics and by the fact that people do not typically rest
outside their dwellings in the study area during the rainy
season, which is also the period with the highest vector
abundance. These observations support the plans to imple-

ment IRS, which preferentially targets endophagic andfor
endophilic vectors.

Moreover, the data collected simultaneously on the levels
of resistance to different classes of insecticide showed re-
sistance to pyrethroids (permethrin and deltamethrin),
emerging resistance to bendiocarb and full susceptibility to
pirimiphos-methyl in An. gambiae (s.1.y populations in hoth
targeted regions (Salako et al. 2018). However, the short
residual life (3 months) of pirimiphos-methyl observed by
Aikpon et al. (2014) in the neighboring region of Atacora
suggests the use of another effective insecticide that has at
least 6 months of remanence. For that, Fludora® Pusion, a
mixture of clothianidin and deltamethrin that displayed a
residual life of 10 months (Agossa et al. 2018) in a small-
scale field evaluation carried out in Benin could be a good
candidate.

Given the relationship between increasing rainfall and
increasing density of An. gambiae s.1., itis likely that rainfall
is a key factor in determining the existence and abundance of
Anopheles species and the duration of seasonal malaria
transmission (Lindsay and Birley 1996, Besancenot et al.
2004). In the Sahel in Senegal, Fontenille et al. (2003) no-
ticed a decrease in Anopheles density following a decrease in
precipitation. That should be taken into account in setting the
spraying schedule. Indeed, for a more efficient insecticide
treatment, the spraying campaign should start 1 week before
June, the onset of the rainy season to protect people against
malaria when the bites of Anopheles are likely to be high.

Only two species of the An. gambiae s.l. complex, An.
gambiae and An. coluzzii, were involved in malaria trans-
mission in both regions (Akoghéto et al. 2018) with pre-
dominance of An. celuzzil further north in Alibori probably
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due to higher aridity as reported in some studies in Nigeria
(Coluzzi et al. 1979, 1983), Cameroon (Onyabe and Conn
2001, Simard et al. 2009), and Burkina Faso {(Diabate et al.
2003). In the Alibori, a region in the extreme north of Benin,
where the degree of aridity is high, An. coluzzii was pre-
dominant (69%) during most of the study period. On the other
hand, in the more southern Donga region, An. gambiae was
predominant. These results confirm the works of Toure et al.
(1994) who reported a gradual decrease in the frequency of
An. coluzzii when moving from a Sahelian environment in the
north to a forest environment in the south.

The abundance of An. gambiae during the rainy season is
due to the creation of numerous temporary larval breeding
sites during raining season (Diabate et al. 2008, Lehmann and
Diabate 2008). No specimen of An. aqrabiensis, a malaria
vector of dry savanna areas, was found in our samples,
whereas Akogheto (1992), Akoghbeto and Di Deco {1995),
and Djogbenou et al. (2010) previously reported their pres-
ence in sympatry with An. gambiae s.s. In northern Benin.

Cur results confirm works by Aikpon et al. (2014), which
also reported the only presence of An. gambiae and An. co-
luzzii in Kouande, Tanguieta, and Copargo districts, which
are quite close to our study area. The absence of An. ara-
biensis could be due to an accelerated urbanization that de-
stroyed the natural habitats of this species, which are mostly
dry savannas (Dukeen and Omer 1986). This species is also
known as being zoophilic (Duchemin et al. 2001), but the
longer droughts observed in recent years in northern Benin
have created a lack of grazing leading to the displacement
from the north to the center of the country of most animals on
which An. arabiensis used to feed blood, hence its absence.

The blood feeding rate, which is a proxy indicator of the
man—vector contact frequency and of malaria transmission
risk (Garrett-Jones and Shidrawi 1969) was overall higher
in rural than in urban areas { p=0.00016). This could be due
to a stronger man—vector contact facilitated by the proximity,
between numerous breeding sites of Anopheles and the
houses in rural areas. Another contributing factor could also
be, the fact that most rural populations might have spent more
time outdoors before sleeping under their nets or preferred to
spend most nights outside their nets, because of their low
level of education that does not allow them to know the im-
portance of the use of LLINs to avoid infected bites of
mosquitoes as compared with urban populations. This sug-
gests that people from rural areas need more sensitization.

The cross-sectional nature (only 7 months) of the current
study stresses the need for further elaborate studies to com-
plete the picture of population dynamics of vectors for all
Seasons.

Conclusion

This study revealed that An. gambiae s.l. and Cx. quin-
quefasciatus were the most abundant mosquito species in our
study area, but with different levels according to the region.
The endophagy character of An. gambiae s.l. noted in the
study is an asset for IRS implementation 1 week before June,
which is the start of the rainy season. Cx. gquinquefasciatus
had a similar indoor and outdoor trophic habit and pre-
dominated during the dry season, during which time IRS has
little residual efficacy. The high abundance of An. gambiae
s.l. and its higher blood feeding rate in rural areas stress the
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need for those areas to be primarily targeted by the TRS op-
erations to have a substantial impact on malaria transmission.
A longitudinal study covering at least all 12 months of a year
is required to have sufficient data on the vector population
dynamics for all seasons.
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The protocol of this study was reviewed and approved by
the Institutional Ethics Committee of CREC {(IECC). Before
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1.3. Données entomologiques de base sur la transmission du paludisme dans I'Alibori et la
Donga.

Publié a Malaria journal

Cette étude dont I’article est fourni a la suite de cette bréve synthese, a permis de collecter
des données entomologiques sur la transmission du paludisme en prélude a la campagne de PID

prévue dans les départements cibles de 1’ Alibori et la Donga, Nord Bénin en 2017.

1.3.1. Contexte de I’étude

L’étude de la dynamique de la transmission du paludisme est un préalable indispensable non
seulement pour comprendre 1’épidémiologie de cette affection, mais aussi pour mettre en place un
contr6le efficace et ciblé des moustiques vecteurs (Fontenille & Simard, 2004). Cependant, dans les
pays africains en général, et au Bénin en particulier, la collecte de ces données en amont a toute
intervention fait défaut, alors qu’elles sont nécessaires pour optimiser I'efficacité des outils de lutte
dans la perspective de I'éradication du paludisme dans le pays a I’horizon 2030. C’est pour cela que
des efforts ont été consentis dans la présente étude, afin que lesdites données soient collectées en
prélude au redéploiement de la pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide dans les départements
de I’Alibori et de la Donga en 2017.

1.3.2. Objectifs de I’étude

La présente étude a été initiée en prélude a la campagne de pulvérisation intradomiciliaire
d’insecticide, afin de disposer de données de base sur la composition des vecteurs, leur variation
spatio-temporelle et le pic de transmission du paludisme dans les départements de 1’ Alibori et de la
Donga. Ces données ont permis une meilleure planification de la stratégie et ont facilité 1I’évaluation

de son impact sur les principaux indicateurs de la transmission du paludisme.

1.3.3. Méthodologie

L'étude a été réalisée dans quatre communes : Djougou, Copargo situées dans le département de la
Donga ; Kandi et Gogounou dans le département de I’ Alibori, au Nord du Bénin. L’échantillonnage
des populations d’anophéles a été réalisé sur une base mensuelle de mai 2016 a février 2017 par
capture sur des volontaires humains a I’intérieur et a I’extérieur des habitations afin d’évaluer le
taux de piqgdre et, le comportement des vecteurs et par aspersion de bombe aérosol. Aprées chaque
collecte, les moustiques récoltés sont dénombrés et identifiés morphologiquement grace a la clé
taxonomique de Gillies et de Meillon (1968). Les femelles de An. gambiae s.l. capturées sur appat

humain sont ensuite disséquées pour évaluer leur age physiologique grace a 1’observation du degré

77



d’enroulement des trachéoles (Detinova et al., 1964). Chaque spécimen est enfin conservé dans un
tube a eppendorf étiqueté contenant du silicagel pour des analyses de laboratoire. Les tétes et thorax
des femelles de An. gambiae s.l. collectées sur chaque site ont été analysées par ELISA CSP
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) selon la méthode décrite par Wirtz et al. (1987). Cette
derniére permet la détection de I’infection de Plasmodium falciparum) et le calcul des taux
d’infectivité. Les parametres entomologiques évalués dans la présente étude sont les suivants: 1) le
taux de piqare sur homme (ma) défini comme le nombre moyen de pigdres recues’/homme/nuit; 2)
le taux d'infection qui est la proportion de moustiques trouvés positifs a l'antigéne
circumsporozoitique de Plasmodium falciparum; 3) Le taux de parité déterminé en divisant le
nombre de moustiques pares sur le total disséqué x 100; 4) le taux d'inoculation entomologique
(TIE), variable clé exprimant le niveau de transmission du paludisme qui se définit comme le
nombre de piqdres infectantes recues/homme/nuit. 1l est le produit du taux de piqdre et du taux

d’infectivité.

1.3.4. Résultats & et principaux points discutes

Le suivi entomologique que nous avons réalisé, a révélé que Anopheles gambiae s.1. et An. funestus
sont les deux vecteurs du paludisme les plus fréquents dans 1’ Alibori et la Donga. Le taux de piqre
de Anopheles gambiae s.1, principal vecteur du paludisme variait significativement d’une région a
I’autre. Il était plus élevé : en milieu rural qu’en milieu urbain, en saison pluvieuse qu’en saison
seche, a I’intérieur qu’a I’extérieur des maisons. L’indice sporozoitique était globalement similaire
entre les sites. Les TIE les plus élevés ont été observés dans la Donga (Djougou : 16,84 pigdres
infectantes/homme/mois et Copargo : 17,64 piqires infectantes/homme/mois) et les plus faibles
dans I’Alibori (Kandi: 10,74 piqdres infectantess/homme/mois et, Gogounou : 11,04 piqQres

infectantes/homme/mois).

1.3.5. Conclusion

Cette ¢étude a montré le caractere hétérogéne de I’épidémiologie du paludisme. Le profil
épidémiologique de la transmission de la maladie dans 1’Alibori et la Donga est fait d’une seule
saison de transmission interrompue par une saison seche. Cette période de transmission est
relativement plus longue dans la Donga que dans 1’ Alibori. Ces informations pourront étre utilisées
pour guider I’extension de la PID dans les deux départements en ciblant d’abord les zones a
transmission courte et aisément couvrable par la durée d’efficacité de I’insecticide choisi pour la
PID.
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Abstract

Background: Despite the success of indocr residual insecticide spraying (IRS) in Africa, particularly in Benin, socme
gaps of information need to be filled to optimize the effectiveness of this intervention in the perspective of the coun-
try’s effort to eliminate malaria. In anticipation to the 2018 IRS campaign in two targeted regions of northern Benin,
this study airmed, to collect baseline information on vector composition, spatio-terporal variation and peak malaria
transmission in the Alibori and Donga, two targeted regions of northern Benin, Information collected will help to bet-
ter plan the implementation and later on the impact assessment of this IRS campaign.

Methods: The study was carried out in four districts of the two IRS targeted regions of northern Benin, Human
landing catches and pyrethrum spray catches protocols were used to assess the hiting rate (HBR) and, biting/resting
behaviour of malaria vector populations. After rorphological identification of collected Ancopheles, the heads and tho-
raxes of Anopheles gambiae sensu lato (sl) were analysed by the ELISA CSP tests to estimate the sporozoite index (SI),
The entormological inoculation rate was calculated as the product of mosquito biting rate (HBR) and the SI.

Results: The biting rates of An. gambige sl., the major vector in this study sites, varied significantly from region to
region. [t was higher:in rural than in urban areas, in rainy season than in dry season, indoors than outdoors, Overall,
Slwas comparable between sites, The highest EIRs were observed in the Donga region (16.84 infectious bites/man/
rnonth in Djougou district and 17.64 infectious Lites/man/manth in Coparge district) and the lowest in the Alibori
region (10.74 infectious bites/man/month at Kandi district and 1104 infectious bites/man/month at Gogounou
district),

Conclusion: This study showed the heterogeneous and various nature of malaria epidermiology in Northern Benir.
Indeed, the epidemioclogical profile of malaria transmission in the Alicori and Donga regions is made of a single
season of transmission interrupted by a dry season, This period of transmission is relatively longer in Donga region
than in Alibori. This infoermation can be used to guide the extension of IRS in the Alibori and in the Donga, by prirmarily
targeting areas with short periods of transmission, and easy to cover,
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Background
Indoor residual spraying (IRS) and insecticide-treated
nets (I'TNs) are two key and effective strategies designed
to interrupt malaria transmission [1-3]. IRS has greatly
contributed to reduce or eliminate malaria from many
areas of the world, particularly in situations where mos-
quito vectors feed and rest indoors and where the trans-
mission of malaria is seasonal [4-7]. In Benin, after
6 vears of intervention, IRS has proved to be an effec-
tive vector control intervention [8]. Started in 2008 in
the Oueme region (southern Benin), then relocated to
the Atacora region (North Benin) from 2011 to 2015, the
intervention was effective in reducing the level of malaria
transmission [8—10]. The same trend has been observed
in other sub-Saharan countries with this intervention:
Swaziland, Botswana, South Africa, Zimbabwe and
Mozambique [11], Madagascar [12], Equatorial Guinea
(Bioko Island) [13-15], in Uganda [16], Kenya [17] and
Tanzania [18]. Unfortunately, IRS effectiveness is being
jeopardized by the spread and intensification of insec-
ticide resistance, including to pyrethroids [19-24] and
more recently to bendiocarb [25-27]. Density and dis-
tribution of Aunopheles, vectors of malaria vary according
to the region and the time of year, and these variations
can modify malaria transmission levels [28-31]. Several
studies have shown that malaria infection is influenced
by environmental factors, such as temperature, pre-
cipitation, and relative humidity that vary from region
to region [32]. However, in most parts of Africa, there
are still gaps in information regarding the dynamics of
malaria transmission resulting in the implementation of
vector control interventions without sufficient decision-
making basis [33-35].

This was the case of Benin where, from 2008 to 2009,
a single round of IRS instead of two was implemented in
the Oueme region to cover the period of malaria trans-
mission [9]. In 2017, the IRS campaign, with pirimi-
phos methyl (Actellic 300CS), has targeted all eligible
households in the Alibori and Donga regions. These two
regions being located in two different eco-geographical
areas despite their proximity, it was hypothesized that
variations in vectors ecology may affect the micro-epide-
miclogy of malaria. It is in this context that this study was
initiated with the aim of obtaining useful information for
a better planning and assessment of IRS intervention.

Methods
Study site
Entomological data were collected from two regions
with two districts each: Alibori (Gogounou, Kandi) and
Donga (Copargo, Djougou) (Fig. 1). The region of Alibori
is characterized by a Sudanese climate and the Donga
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by a Sudano-guinean climate, with a single dry season
(December to May) and a single rainy season (June to
November). The annual average rainfall varies between
700-1200 mm and 1200-1300 mm, respectively in Ali-
bori and Donga regions. The average monthly tempera-
ture varies between 23 and 40 °C. The region of Donga
has more rivers than the region of Alibori. The major
economic activity is farming of cotton, maize and millet
[36, 37].

Malaria prevalence is generally higher in Donga region
than in Alibori [38]. Long-lasting insecticide-treated
mosquito nets (LLINs) distributed every 3 vears through-
out the mass campaign distribution are the main tools
used to prevent human-vector contact in the four dis-
tricts. In each district, two sites, one in urban and one
in rural setting, were selected for mosquito collections.
These sites are:

In Djougou district:

Zountori: a urban area of Djougou (09°4210.17 N
latitude and 01°40'55.4" E longitude);

Barienou: a rural village of Djougou (09°42'58.4" N
latitude and 01°46’06.5" E longitude) (Fig. 1).

In Copargo district:

Parakounan: a urban area of Copargo (09°50°19.3" N
latitude and 01°32/39.5” E longitude);

Kataban: a rural village of Copargo (09°54/34.3" N
latitude and 01°3126.9" E longitude);

In Kandi district:

Kossarou: a urban area of Kandi (11°07'29.32" N lati-
tude and 2°56'9.57" E longitude);

Sonsoro: a rural village of Kandi (11°4/58.91" North
latitude and 2°13/37.60” East longitude);

In Gogounou district:

Bantansoue: a urban area of Gogounou (10°50/30.6"
N latitude and 2°50'20.3" E longitude);

Gounarow: a rural village of Gogounou (10°52/20.8"
N latitude and 2°5¢’51.2" E longitude) (Fig. 1).

Sampling of Anopheles vectors of malaria was con-
ducted from May 2016 to February 2017.

Ethical considerations

The protocol of this study has been reviewed and
approved by the Institutional Ethics Committee of the
Center for the Research in Entomology of Cotonou
(IECC). Verbal consent was obtained from local mos-
quito collectors before being involved in the study. They
subsequently received a vaccine against yellow fever as a
prophylactic measure. An agreement with health facilities
close to sites was also obtained for the free anti-malarial
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treatment of mosquito collectors who would suffered
from malaria.

Anopheles adult collection

Malaria transmission dynamics were assessed in the 08
identified and described sites in the study area. This is
why two classical methods were used for the sampling
of Anopheles mosquitoes. The first sampling method is
termed as Human Landing Catch (HLC), and was car-
ried out from 9:00 p.m. to 5:00 a.m. in 2 nights per month
per district, enabled the evaluation of the frequency of
human-vector contact (human biting rate). For this pur-
pose, four volunteers (02 inside and 02 outside) captured
mosquitoes in 02 randomly selected houses per site,
making a total of eight collectors per district per night.
The collectors are rotated in the different houses to avoid
biases related to their ability or their individual attractive-
ness. The second sampling method is pyrethrum spray
catch (PSC) which was carried out through two morning
sessions (between 6 a.m. and 8:30 a.m.) per month in 40
houses per district. This method allowed the collection of
resting mosquitoes inside houses.

Mosquito processing

These mosquitoes as well as those caught on human bait
were examined for Plasmodium falciparum infectivity.
After each collection, collected mosquitoes were counted
and morphologically identified using the taxonomic key
of Gillies and De Meillon [39]. Temales of An gambiae
sl (refered to as An gambiae thereafter in the text)
caught on human bait were then dissected to assess their
physiological age [40]. Each specimen was finally stored
in a labelled Eppendotf tube containing silicagel for fur-
ther laboratory analysis.

The heads and thorax of females of An. gambiae col-
lected at each site were analysed by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) according to the method
described by Wirtz et al. [41]. This allows the detection of
P falciparum infection and the calculation of infectivity
rates,

Estimation of entomological parameters

The human biting rate (HBR) for identified vector
species was calculated as the number of An gambiae
caught per person per night of sampling effort. The
sporozoite index (SI) is the proportion of Awn. gambiae
s.l. with circumsporozoite protein of B falciparum:
SI={(Thorax +/Thorax analysed)x 100, The parity
rate is a percentage of An gambiae that have laid eggs
at least once (parous) out of the total number of Ax.
gambiae dissected for the examination of the physi-
ological status of their ovaries. It indicates the propor-
tion of older mosquitoes within the population during
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the survey. The entomological inoculation rate (EIR), a
key variable expressing the malaria transmission level
and which is defined as the number of infective bites
received/man/night. It is the product of An. gambiae
biting rate and SI data acquired from HLCs and the
ELISA tests, respectively.

Data analysis

Data were analysed with the R statistics software, ver-
sion 2.8. The Poisson method was used to estimate the
confidence intervals [42] of HBRs and EIRs of Ax. gam-
biae. The binomial method for calculation of confidence
intervals [42] was used to estimate the confidence inter-
vals of parity and infectivity rates of An. gambiae. The
unconditional maximum likelihood estimation method
Wald, or median unbiased estimation (mid-p) of the risk
ratio (RR) followed by their confidence intervals obtained
using the normal approximation or the exact method
p-values obtained by Khi® or mid-p.exact [43] was used
to compare EIR. Proportion comparison tests were used
to compare ST and parity rates. A difference is considered
as significant when the p-value is less than 0.05.

Results

Vector species composition

A total of 3876 specimens of Anopheles mosquitoes from
six different species were collected in the regions of Ali-
bori and Donga. The most abundant species was An.
gambiae, which accounted for 97.72% (3788/3876) of the
collected vectors, followed by Anopheles fienestiss (1.88%,
73/3876). The biting behaviour of these two vector spe-
cies was generally higher in the Donga compared to the
Alibori. It should be noted that As. fisnestus was mainly
collected in the district of Djougou which provided
about §2.2% (60/73) of the specimens (Table 1). Among
Anopheles species which were collected, there were only
9 Awnopheles coustani (0.23%), 3 Anopheles pharoensis
(0.077%), 2 Anopheles ziemanni (0.05%) and 1 Anopheles
paludis (0.025%) (Table 1).

Variability of human biting rates

The biting rate of An gambiae varied significantly from
region to region: 6.55-7.51 bites/man/night (b/m/n) in
the Donga against 4.4-4.78 bites/man/night in the Ali-
bori (p < 0.05) (Table 2). The HBR was four times higher
in rural areas compared to urban areas (RR=4.27;
p<0.0001). The data also show that the average biting
rate of An gambiae was higher indoors (6.37 bites/man/
night) than outdoors (5.25 bites/man/night). In the dry
season, it was 2.27 bites/man/night compared to 9.95
bites/man/night in the rainy season, an increase of more
than four times (RR =4.38; p <0.0001}) (Table 2). In both
regions, the highest biting rates were observed between
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Table 1 Vector species composition in all districts, May 2016-February 2017
Regions Districts Anopheles Anopheles Anopheles Anopheles Anopheles Anopheles
gambiae s.l. funestus pharoensis Ziermmanni coustani paludis
Donga Djcugou 1086 &0 0 0 1 0
Copargo 1188 2 2 1 E 1
Sub-total 2274 68 2 1 9 1
Alibari Kandi 869 4 0 1 0 0
Gogounou 645 1 1 0 0 0
Sub-total 1514 5 1 1 0 0
Total 3788 73 3 2 9 1

Table 2 An. gambiae s.l, average monthly biting trends by district, settings and seasons (May 2016 to February 2017)

Variables  Modalities May June July August October January February HBR/night C1-95% RR and C1-95% p (Wald)
Donga Djougou 2 288 913 1306 906 2.38 513 6,557 [BO7-7.06] 1 -

Copargo 075 706 1056 1663 10.5 1.5 225 7510 [700-806] 1.5[1.03-127] 00089
Alibori Kandi 013 419 675 875 10.81 025 031 4.78° [437-522]  073[065-082] <0001

Gogounou 038 131 456 9 1063 2 024 445 [4-4.83] 067 [059-076] <0001
Settings Urban area 013 083 278 509 428 0.72 078 2187 [1.99-239] 1 -

Rural area 150 709 1272 1863 16.22 234 353 9420 [0.01-985] 427 [385-475] <0.0001
Location Indoor 1.06 353 850 1213 11.97 197 281 637° [e03-6.721 1 -

Outdoor 056 419 700 1159 853 1.09 150 5258 [495-5.58] 083[0.76-089] <0001
Seasonality Dryseason 081 - - - - 1.53 216 227 [207-2471 1 -

Rainy season - 386 775 1186 1025 - - 9,058 [0.571-1040] 438 [3.9/-483] < 00001

35¢ The values of the same variable with different letters are statistically different

June and October with a peak in October and August,
respectively in Alibori and Donga (Table 2).

Sporozoite index of Anopheles gambiae

Overall, out of a total of 3788 head-thoraxes of An. gam-
biae assessed by ELISA, approximately 305 were found to
be positive for the circumsporozoitic antigen of B falci-
parum, which equates to a mean SI of 8.05% [7.20-8.96].
The ST were similar between urban (6.35% [4.63-8.46])
and rural (8.42% [7.6—9.45]) areas (p=0.086). The high-
est infection rates were observed in Gounarou (11.65%
[8.48-15.46]) and Kossarou (11.36% [5.58-19.90]) and
the lowest in Bantansoue (4.44% [2.38-7.46]) (Table 3).

Overall, mosquito infectivity was 7.48% [5.81-9.43],
8.37% [6.35-10.78], 8.56% [6.96—10.38] and 7.82% [6.36—
9.50], respectively in the districts of Kandi, Gogounou,
Djougou and Copargo (Table 3). By cumulating data by
region, SI was also similar (7.86% [6.55-9.33] in the Ali-
bori versus 8.18% [7.08-9.38] in the Donga, p=0.769)
(Table 3).

Cumulative data from both regions show similar
average of infectivity rates in the rainy season (8.07%
[7.14-9.07]) and in the dry season (7.95% [5.95-10.34])
(p=10.981). In Kandi, Gogounou and Djougou, mosquito
infectivity was respectively 8.89% [3.91-16.76], 4.38%
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[1.43-9.93] and 11.26% [7.92-15.37] in the dry season
versus 7.32% [5.58-9.37], 9.23% [6.90-12.01] and 7.53%
[5.77-9.60] in the rainy season (p »0.05). Conversely, in
Copargo, the SI was significantly higher in the rainy sea-
son (8.45% [6.84-10.28]) than in the dry season (2.44%
[0.63-7.50]) (p =0.0297) (Table 3).

Entomological inoculation rate of Anopheies gambiae
Tables 4 and 5 show the spatio-temporal variation in
entomological inoculation rates (EIR). A variation of the
EIR across districts was significantly higher in the rainy
season (June, July, August and October) than in the dry
season (May, January and February) {p < 0.05) (Table 4).
Overall, the lowest infectivity was observed in Kandi
(10.74 infective bites/man/month) and Gogounou (11.04
infective bites/man/month) in Alibori region than in
Djougou (16.84 infective bites/man/month) and Copargo
(1764 infectious bites/man/month) in Donga region
(Table 4). In the four districts, the infectivity was higher
in rural areas than in urban areas (p <0.05). Cumulative
data revealed an average EIR of 23.79 infectious bites/
man/month in rural areas versus 4.15 infectious bites/
man/month in urban areas (p<0.0001) (Table 5). In
Alibori’s districts (Kandi and Gogounou), the period
of malaria transmission was relatively shorter than in
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Table 4 Entomological inoculation rates (EIR) per district according to the season
Districts Parameters Dry season Rainy season Total RR (95% CI) p (Wald)
(May-January- {June-October)
February)

kandi HBR/might 025 7625 478

S| 839 732 748

EIR/night 0022 0.558 0.358

EIR/month 066 16748 10.75 1 -
Gogounou HBR/night 125 6375 44

S| 44 92 837

EIR/night 0055 0588 0.368

EIR/month 16457 17548% 11.06 1.03[1.012-1.048] 0.0006
Djougou HBR/night 34 853125 655

S| 1.3 75 856

EIR/night 038 064 0.561

EIR/month 11487 1926° 1885 1.56[1.54-1.58] < 0.001
Copargo HBR/night 165 111875 75

S| 244 845 7.82

EIR/night 004 0945 0.588

EIR/month 1219 28368 17.66 1.64[1.62-1.66] < 0.001

EIR: entomological inoculation rate; RR: rate ratio; CI: confidence interval; p-Wald: p-value of the significance of the ratio of entomological inoaulationrate between

districts

3% The EIR/season of the same district bearing different letters are statistically different

[47] in Kandi and Malanville, two districts of the region
of Alibori. According to Akogbéto et al. [49], in Alibori
and Donga regions, An. gambiae is composed of two sib-
ling species (An. gambiae and Anopheles coluzzii) whose
proportions vary depending on the region. In Alibori
region, species composition showed An. coluzzii (62.2%)
and Ax. gambiae (37.8%). In Donga, An. gambiae was
the most abundant (64.7%). The two species were pre-
sent throughout the transmission season [49]. Anopheles
gambiae showed endophagic tendency. This hehaviour
of An. gambiae which feeds on man, preferentially inside
houses, is justified by the fact that An. gambiae popula-
tions rest exclusively indoors during the rainy season,
a period of vector abundance. However, this strong
endophagy could also be facilitated by the alteration of
the repulsive and lethal properties of the LLINs distrib-
uted in 2014 within the communities in both regions. In
fact, according to Darriet [50], a new Olyset net reduces
the entry rate of Ax gasmbiae in the huts by 44% com-
pared to an untreated net, whereas when it is 3 years
old, its repellent effect is halved and this effect does no
longer exist when it is washed. In addition, the dosage of
the amount of insecticide carried out by Azondékon et al.
[51] on LLINs fibers surface revealed a decrease in chem-
ical efficacy only 6 months after the distribution of the
LLINs Furthermore, the endophagic nature of An. gam-
biae in the study area is an asset for a preventive control
based on IRS.
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Regarding A#n. fuwestus, it represents the secondary
vector encountered in the study area as it was found in a
very low density compared to An. gambiae. This very low
density has already been reported by Aikpon et al. [48]
in the region of Atacora and by Gnanguenon et al. [47]
in the Alibori (particularly in Kandi). The low abundance
of An. funestus in Kandi and Gogounou may be due to
the absence of its typical larval habitat (permanent or
semi-permanent shaded freshwater streams, swamps,
ponds and lakes) in these areas in view of the length of
the drought period.

However, Aikpon et al. [52] reported a marked sea-
sonal trend of Am funestus in Copargo (Donga region)
with high abundance in the dry season. Conversely, the
relatively high density of An. funestus in Djougou dis-
trict, compared to other districts, is due to the exist-
ence of a small semi-permanent river, with surrounding
vegetation, located not far from one of the study sites
{Barienou).

The proportion of An gambiae tested positive to cir-
cumsporozoitic antigen of P falciparum was very high in
the Alibori and in the Donga (SI=8.05%), which stresses
the need for the implementation of an effective malaria
vectors control strategy in these two regions. A similar
SI was previously reported in the Atacora, a northern
region in Benin (SI1=6.63%) [48], in the Ouidah-Kpo-
masse-Tori region (southern Benin) (SI=9.63%) [53] and
in western Kenya (SI=8.2%) [54]. This SI is lower than
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Table 3 Sporozoite index of Anopheles gambiae s.l.
Districts Sites May June July August October January February Mean Mean Mean a95% p-value
(DS) (RS) (RS) (RS) (RS}  (DS)  (DS) (DS} (Rs} (7months)
Kandi Sonsoro®
Thorax 38 M9 175 168 244 10 29 77 04 781 0212
Tho- & 4] 9 4 30 0 0 & 49 55
rax+
Sl 1579 504 514 241 12.30 0 0 TI 6.06° 7.042 [534-9.06]
Kossarou
Thorax 7 4 <] 16 49 2 4 13 75 28
Tho- 1 0 0 0 8 1 0 2 E 10
rax+
Sl 1429 0 o] 0 16.33 50 0 15.38% 10677 11.36 [5.58-19.90]
Total
Thorax 45 123 181 182 293 12 33 Q0 779 869
Tho- 7 <] 9 4 38 1 0 E 57 85
rax+
Sl 1556 488 497 220 1297 833 0 83897 7327 747 [581-943]
Gogounou Gounarou®
Thorax 7 g 33 93 167 22 22 51 301 352 00016
Tho- 0 1 2 10 27 0 1 1 40 41
rax+
Sl 0 1250 606 1075 1617 0 455 196% 1329 1165 [B48-1546]
Bantansoue
Thorax 0 23 64 72 71 33 30 63 230 293
Tho- 0 1 1 2 5 3 1 4 9 13
rax+
Sl - 435 156 278 7.04 909 333 8357 30717 444 [238-74¢€]
Total
Thorax 7 31 97 165 238 55 52 114 531 645
Tho- 0 2 3 12 32 3 2 5 49 54
rax+
al 0 645 309 7327 1345 545 385 4397 9237 837 [6.35-10.78]
Total (Aliboriregion)  Thorax 52 154 278 347 531 &7 25 204 1310 1514
Thorax+ 7 g 12 16 70 4 2 13 106 119
Sl 1346 519 432 461 13.18 597 235 6377 8097 786 [6.55-9.33]
Djougou Barienou®
Thorax 56 57 251 198 145 51 171 278 651 929 0223
Tho- 15 4 6 25 16 3 15 33 51 34
rax+4
Sl 2679 702 239 1263 11.03 588 877 11.87% 783 9.04 [727-11.07]
Zountori
Thorax O 33 59 M 18 & 24 133 157
Tho- 0 1 5 2 1 0 1 8 9
rax+
Sl - - 303 847 483 556 0 4178 607* 573 [265-10.60]
Total
Thorax 56 57 284 257 185 &9 177 302 724 1086
Tho- 15 4 7 30 18 4 15 34 59 93
rax+
Sl 2679 702 246 1167 963 580 847 11.26% 753" 856 [6.96-10.38]
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Table 3 (continued)
Districts Sites May June July August October January February Mean Mean Mean a9s%n p-value
(DS) (RS} (RS) (RS) (RS} (DS}  (DS) (DS} (Rs) (7 months)
Copargo Kataban®
Thorax 43 189 274 284 108 35 56 104 945 1049 1
Tho- 0 8 16 34 21 3 0 3 79 82
rax—+
Sl 0 423 584 1197 1061 857 0 288 8367 781 [626-961]
Kparakouna
Thorax 1 11 27 6l 21 14 19 120 139
Tho- 0 0 0 & 5 0 0 11 11
rax—4
Sl 0 0 0 G684 23.81 0 0 07 916% 791 [401-13.71]
Total
Thorax 14 200 301 345 219 39 70 123 1065 1188
Tho- 0 3 16 40 26 3 0 3 90 93
rax-+
Sl 0 4 532 1159 11.87 769 0 2447 845° 783 [6.36-9.50]
Total (Donga region) Thorax 70 257 585 602 405 108 247 425 1849 2274
Thorax+ 15 12 23 70 44 7 15 37 149 186
Sl 2143 467 393 1163 10.86 648 6.07 8.71* 806 818 [7.08-9.38]
Total trural areas) Thorax 14 373 733 74 754 118 278 510 2601 3111 0.086
Thorax+ 21 19 33 73 94 5] 16 43 219 262
Sl 1842 509 450 985 1247 508 5.78 343% 8427 842 [746-945]
Total {urban areas) Thorax 8 38 130 208 182 57 54 119 558 &77
Thorax+ 1 1 2 13 20 5 1 7 36 43
S 1250 263 154 625 10,99 877 1.85 588 6457 635 [4.63-8.46]
Grand total Thorax 122 411 863 649 936 175 332 679 3159 3788
Thorax+ 22 20 35 86 114 1 17 50 255 305
Sl 1803 487 406 906 1218 629 512 795 807" 205 [720-8.96]

SI: sporozoite index; Cl: confidence interval; * rural area; DS: dry season; RS: rainy season

25 The Sl/season of the same site bearing different letters are statistically different

Donga’s districts where it extended from May to February
at Djougou and, from June to January at Copargo (Fig. 2).
In Alibori region, the peak of transmission was recorded
in October at Kandi (42.06 infectious bites/man/month)
and Gogounou (42.86 infectious bites/man/month). Con-
versely, in Donga region, it was observed in August at
Djougou (45.6 infectious bites/man/month) and Copargo
(57.6 infectious bites/man/month) (Fig. 2 and Table 5).

Seasonal variation of the parity of Anopheles gambiae

Ovaries dissection of 1640 females of An. gambiae col-
lected through HLCs were performed to determine par-
ity rates. 1185 (72.3%) were found parous. Vectors’ parity
rate was 81.90% [73.19-88.73], 91.38% [81.01-97.14]
and 89.13% [76.43-96.37] during the dry season against
71.14% [66.39-75.56], 70.59% [65.90-74.96] and 68.58%
[62.57-74.16] during the rainy season (p <0.05), respec-
tively in Djougou, Copargo and Gogounou. In Kandi, no
significant difference was observed between parous rates

of both seasons, probably due to the low number of mos-
quitoes dissected in the dry season (Table 6). Overall,
cumulative data showed an average parous rate estimated
at 86.70% [81.45-90.90] in the dry season against 70.04%
[67.58—72.41] in the rainy season (p <0.001).

Discussion

The study of the dynamics of malaria transmission is a
prerequisite to not only understand the epidemiology of
this disease, but also to establish effective and targeted
control of mosquito, vectors of diseases [44]. The ento-
mological monitoring that we carried out revealed that
An. gambiae and Awn. funestus were the main malaria
vectors in Alibori and Donga regions, which confirms
the results of previous studies conducted in West Africa,
and specifically in Benin [45-47]. Anopheles gambiae
appeared as the major vector (97.72%) in the two regions.
This finding corroborates previous data published by
Aikpon et al. [48] in Atacora and Gnanguenon et al.
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Table 6 Parity rates of Anopheles gambiae s.l.

Districts Dry season {(May—January-February) Rainy season (June-October) p-value
Number Parous Parous rate (%) Number Parous Parous rate (%)
dissected dissected
Djougou 105 36 81.90 395 281 7114 0.0361
Copargo 58 53 91.38 408 288 7059 0.0014
Kandi 9 9 100 358 248 69,27 0.1055
Gogounou 46 41 89.13 261 179 6858 0.0074
Total 218 189 86.70 1422 296 7004 0.00042

those observed in Eastern Gambia (S1=17.73%) [55] and
in Guinea-Bissau (SI=12%) [56, 57]. This relatively high
infection rate could be due to an increase in human—vec-
tor contact facilitated by anthropogenic behaviours (late
hours at which people go to bed, non-usage of LLINs and
others) and some factors that affect physical integrity
(usage of sharp objects and lighted candles) and chemi-
cal effectiveness (high washing frequency) of LLINs.
Other environmental factors, including high ambient
temperature, prompt people to sleep outside without
any protection against mosquito bites. This observa-
tion underscores the need to support IRS campaign with
appropriate information, education and communication
campaigns to combat this sleeping are misbehaviour in
sprayed areas.

Although the infectivity rate was not the same in the
four districts the highest rates were obtained in Djougou
(16.84 infectious bites/man/month) and Copargo (17.64
infectious bites/man/month) and the lowest in Kandi
(1074 infectious bites/man/month) and Gogounou
(11.04 infectious bites/man/month). These results sug-
gest that the intensity of malaria transmission is higher
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in Donga region than in Alibori. Considering that the
entomological inoculation rate is calculated using human
biting and SI and, on the other hand, the similarity of SI
in the two regions, it is legitimate to infer that the biting
rate of An. gambiae was the main factor causing the dif-
ference observed between malaria transmission levels of
the two regions. This deduction confirms the findings of
Garrett-Jones [58], who reported that vector abundance
is an important determinant in the malaria transmis-
sion level. In the case of the present study, the highest
biting frequency of An. gambiae was observed in Donga
region compared to Alibori (p<0.0001), which could be
due to some environmental characteristics {rainfall and
soil humidity higher in the Donga region than in that of
Alibori, thus promoting vector proliferation). Variation
in malaria transmission levels between the two investi-
gated regions may also be related to differences in topog-
raphies. In Alibori region, Kandi and Gogounou districts
are located in areas of sloping plateaus that favour the
runoff of water towards the south of the country after the
rains. This situation prevents the on-site formation of a
large number of breeding sites, resulting in lower vector
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abundance in Alibori region compared to Donga region.
These results are consistent with findings of Omukunda
et al. [59] who investigated similar bioecological areas in
western Kenya.

The higher infection rates in rural areas compared to
urban areas (p=0) in the four districts confirm the spa-
tial polymorphism in malaria epidemiology as previously
observed by Sovi et al. [60] in the region of the Plateau,
southeast of Benin. High EIRs obtained in rural areas
were likely due to a high biting rate of An. gambiae result-
ing from an exponential proliferation in breeding sites
meeting optimum conditions for development, in con-
trast to urban areas where the larval habitats are gener-
ally quite polluted and, therefore, more conducive to the
development of Culicines [61]. Similar results have been
observed in Dar es Salaam, Tanzania [62], in Ouagadou-
gou, Burkina Faso [63], in Tori-bossito, southern Benin
[64], in Kandi, northeastern Benin [31] and in the north—
south transect of Benin [47]. In the study area, the risk of
malaria infection was very high during the rainy season,
but too low during the dry season despite the high parity
rate in An gambige during this period compared to the
rainy season. The period of malaria transmission is rela-
tively longer in Donga region than in Alibori with a peak,
respectively in August and October. These results are
typical of tropical facies to which belong the two regions
and characterized by a seasonal transmission of malaria
interrupted by a dry season covering a non-negligible
time in a year. A similar epidemiological facies was found
in Zimbabwe, Kenya, Tanzania, northern areas of Nige-
ria, Benin, Ghana, Céte d’Ivoire and Guinea [65]. This
observation should be taken into account to schedule
spraying operations for a better impact of the interven-
tion. Indeed, it is more appropriate to start the IRS cam-
paign before the transmission period. In the four district
covered by this study, June appeared to be the best period
to start the IRS intervention. Since the CS formulation of
pirimiphos methyl to be used for the next IRS campaign
has a 4-month persistence period in field conditions of
Atacora region [8], the short duration of malaria trans-
mission in the Alibori region could be considered as an
advantage.

Conclusion

The Alibori and Donga regions are characterized by one
transmission season relatively longer in Donga region
than in Alibori. Spatio-temporal variation in entomo-
logical inoculation rates was also observed with higher
rates in rural areas and during the rainy season. Given the
duration of persistence of pirimiphos methyl selected for
the IRS operations, the month of June would be the ideal
period to start the implementation of the intervention. The
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information collected in this study provides a reference for
the monitoring and evaluation of the IRS intervention in
four districts of the study area.
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1.4. Comportement de gorgement et contribution de Anopheles coluzzii et Anopheles gambiae
a la transmission du paludisme dans les départements de I'Alibori et la Donga.

Publié a Malaria journal

Cette étude dont I’article est joint a la fin de ce bref résumé vise a évaluer le degré de
contribution de An. gambiae et An. coluzzii (deux espéces jumelles vivant en sympatrie) a la

transmission du paludisme dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga, Nord Bénin.

1.4.1. Contexte de I’étude
Plusieurs études ont montré que les espéces du complexe Anopheles gambiae s.l. contribuent
differemment & la transmission du paludisme. Cette différence de leur implication dans la
transmission de la maladie pourrait étre due a leur bio-écologie trés diversifiée. Les deux régions
cibles de 1’¢tude étant situées dans deux zones éco-géographiques différentes malgré leur
proximité, il est possible que les variations de leur écologie affectent la distribution et la contribution
des especes du complexe An. gambiae a la transmission du paludisme (Mouchet et al., 2004).
C’est pour cela que la présente étude a pour but d’évaluer la contribution de Anopheles
coluzzii et Anopheles gambiae (2 especes jumelles du complexe An. gambiae s.1.), a la transmission

du paludisme dans les départements cibles.

1.4.2. Objectifs de I’étude
La présente étude a €té menée pour évaluer le comportement de gorgement et la contribution a la
transmission du paludisme de An. coluzzii et An. gambiae, 2 espéces jumelles vivant en sympatrie

dans les régions de 1’ Alibori et de la Donga, Nord Bénin.

1.4.3. Méthodologie

L'étude a été menée dans 06 communes du nord du Bénin: Kandi, Gogounou et Segbana dans le
département de 1’Alibori et Djougou, Copargo et Ouaké dans le département de la Donga. Des
captures de moustiques sur appat humain ont effectuées a I’intérieur et a I’extérieur des habitations
et par aspersion de bombe aérosol dans les chambres pour échantillonner les populations de
vecteurs. Toutes les especes d’anophéles capturés ont été identifiés selon la méthode décrite par
Gilles et de Meillon (1968). Pour évaluer le taux d'infectivité (Is) de chaque espece du complexe
An. gambiae s.1., les thorax-téte ont été analysés a I’ELISA selon la méthode de Wirtz et al. (1987)
pour la détection des moustiques positifs a l'antigéne circumsporozoitique de Plasmodium
falciparum. Des abdomens de femelles de An. gambiae s.I. ont été analysés a la PCR, afin
d'identifier les espéeces jumelles du complexe (An. gambiae & An. coluzzii) et, la présence des

mutations L1014F (Kdr) et G119S (Ace - 1). Le taux de piqlre (ma) a l'intérieur et & I'extérieur des

93



maisons a été calculé pour estimer le comportement de piqlre des 2 espéces. La transmission du
paludisme dans les départements de 1’Alibori et de la Donga est exprimée en termes de taux
d'inoculation entomologique (TIE = ma x Is) pour les deux especes. La contribution de chaque
espéce exprimée en pourcentage, consiste en un TIE calculé pour I'espece en question divisé par

celles des 2 espéces combinees x 100.

1.4.4. Résultats & et principaux points discutés

Un taux de gorgement plus élevé a été observe chez An. gambiae (96,68%) (95% IC : [95,27-
97,76]) comparé a celui de An. coluzzii (90,20%) (95% IC : [88,04- 92,09]) (p<0.0001). Chez les
deux especes jumelles, le comportement de piqlre était plus marqué a I’intérieur des habitations.
Elles ont également montré des taux anthropophilie et d’infectivité similaires. Cependant, nous
notons une différence saisonniére dans la contribution de chaque espece a la transmission du
paludisme. Les femelles de Anopheles coluzzii représentaient la plupart des infections détectées: 86
% dans I'Alibori et 79 % dans le Donga, pendant la saison séche, contre respectivement 14,4 % et
21,2 %, pour An. gambiae pendant la méme période. La tendance contraire a été observée dans la
Donga pendant la saison des pluies (66% pour An. gambiae contre 34% pour An. coluzzii). Les
résultats ont également montré des fréquences Kdr L1014F et Ace-1 G119S plus faibles chez An.
coluzzii par rapport a An. gambiae.

1.4.5. Conclusion

Malgreé la similitude de certains parameétres liés a la transmission du paludisme chez les deux especes
étudiées, An. coluzzii est potentiellement le vecteur du paludisme le plus important en raison de sa
forte densité dans les deux départements. Elle est caractérisée par une faible fréquence Ace-1 G119S
comparée a An. gambiae. L'utilisation continue du pirimiphos-méthyl (organophosphoré) pour la
PID devrait a avoir un impact considérable sur ces deux especes en raison des tres faibles fréquences

de la mutation Ace-1 dans 1’Alibori et la Donga.
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Abstract

Background: The main goal of this study was to assess the blood feeding behaviour and the contribution Anopheles
coluzzii and Anopheles gambiae, 2 sibling species of An, gambiae sensu stricto, present and living in sympatry in 2
regions of northern Benin targeted for ndoor residual spraying (IRS).

Methods: The study was carried out in & districts of 2 regions of Benin (Alibori and Donga). Hurman landing catches
(HLC) performed inside and outside of the households and pyrethrum spray captures (PSC) carried out in bedrooms
were used to sample vector populations (An. gambiae and An. cofuzzif), Collected maosquitoes were analysed to esti-
mate the hurman biting rate indoors and outdoors, the circurnsporozoite antigen positivity, and the anthropophagic
index using ELISA methodology, Polymerase chain reaction was used to estimate the frequency of the knockdown
resistance (kdr) L1014F and the gce-7 mutations, 2 markers associated respectively with pyrethroids and carbamate/
organophosphate insecticide resistance,

Results: A higher bload feeding rate was observed in An. gambige compared 1 An, coluzzii as well as, a non-pro-
nounced outdoor biting behavior in both species, The latter showed similar anthropophagic and sporozoite rates,
However the analysis indicates a seasonal difference in the contribution of each species to malaria ransmission
associated with shifts in resting behaviour, Anopheles coluzzii fermales accounted for most of the detected infections:
86% in Alibori and 79% in Danga, during the dry season versus 14.4% and 21.2%, respectively for An. gambige during
the same periodl. This relationship was reversed in Donga during the rainy season (56% for An. gambige against 34%
for An. coluzzii), Results also indicated lower frequencies of kdr L1014F and ace-T in An, coluzzii versus An. gambiae,

Conclusion: Despite similarity in sorme parameters related to malaria transmission in both surveyed species,
An. coluzziiis potentially a more impertant malaria vector because of high density in the region, Itis also charac-
terized by lower frequencies of the ace-7 mutation than is An. gambiage. The ongoing use of pirimiphos methy!|
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{organophosphate) for IRS should continue to show a good impact in Alibori and Donga because of the very low [evel

of the ace-T mutation in both species.

Keywords: Anapheles coluzzii, Anopheles gambiae, Sporozoite index, Entomological Inoculation Rate, Alibori, Donga,

Benin

Background

Anopheles gambiae sensu lato (s.1) is a complex of § spe-
cies, which contribute differently to malaria transmission.
Within the complex, An. gambiae sensu stricto (s.s.), the
nominotypical member, is comprised of 2 species based
on molecular evidence: Anopheles coliizzii (the An. gam-
bige molecular ‘M form) and Ax. gambiae (the 'S form’)
[1].

Heterogeneity in the vector capacity of each species is
due to a highly diverse bio-ecology: feeding on humans or
cattle, resting indoors or outdoors. According to Akog-
béto [2] and Awolola et al. [3], what makes An. gambiae
an efficient vector is that it is highly anthropomorphic
and endophilic, thereby frequently coming into contact
with humans. In addition to its possibility of adaptation
to various environments due to its genetic variants [4,
5], An gambiae s.s. is a very efficient vector of malaria,
especially in tropical Africa. Nonetheless, other sibling
species of An. gambiae complex play a role, albeit a lesser
role, in malaria transmission, for example, Awnopheles
melas in West Africa [6-8]. Studies on bio-ecology of An.
gambiae s. have shown statistical differences of sporo-
zoite index between different populations sibling species
of the complex [9, 10]). Moreover, the main factor of vec-
tor competence of a mosquito to a parasite is its ability
to offer a suitable physicochemical environment for the
development of the parasite during the sporogonic cycle.

The objective of this study was to assess the blood feed-
ing behaviour and the contribution in malaria transmis-
sion of each of the 2 sibling species (A#. coluzzii and An.
gambiae) present and living in sympatry in 2 regions of
Benin, targeted for indoor residual spraying (IRS) on
malaria transmission prior to the implementation of IRS.
Given that the density of each of the 2 sibling species
varies from one season to another, the more abundant
species during the 3—6 months period following spray-
ing when IRS residual efficacy operates, should be more
influenced by this intervention.

The study is also evaluating, before spraying, the fre-
quency of mutations associated with organophosphates
resistance in An coluzzii and An gambiae, two sibling
vector species living in sympatry in the study area and
which were likely exposed to the same selection pressure
for resistance. Indeed, if low frequencies of resistance
mechanisms are observed in a given species, this may
be sign that IRS with an organophosphate product could
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have a positive impact on the control of this species as
previously observed by Aikpon et al. [11].

Detailed information on bio-ecology of vectors and
their role in disease transmission are important for
implementation of good vector control strategies or for
their evaluation. In the study area (Alibori and Donga
region, in the northern Benin) targeted for IRS campaign,
where the 2 species are sympatric, the recorded data will
be used as the comparison basis of the impact of IRS on
each ofthe 2 Anopheles populations.

Study area

The study was conducted in 6 districts of the northern
Benin: Kandi, Gogounou and Seghana in Alibori region,
and Djougou, Copargo and Ouake in Donga region
(Tig. 1). The 2 regions are characterized by one dry sea-
son (December to May) and one rainy season (June to
November). The annual mean rainfall is 1300 mm and
the mean monthly temperature varies between 23 and
40 °C. The Alibori region has more rivers than the Donga
region. In Alibori, the soil is sandy type while in Donga, it
is clayey type. In both regions the major economic activ-
ity is agriculture, including the production of cotton,
maize and millet, where various classes of pesticides are
used for pest control.

Mosquito sampling and laboratory analysis

HLC carried out indoors and outdoors from 21.00 to
06.00 h and PSC performed inside houses from 06.00
to 09.00 were used to sample vector populations dur-
ing the rainy (June—October 2016) and dry (Novem-
ber—May 2016) seasons in the 6 districts targeted for IRS
implementation.

Human landing catches (HLC) and mosquito analysis

In each district, mosquito sampling was performed in 2
villages: one village in the central part of the district and
one village at the periphery. In each village, mosquitoes
were collected by adult volunteers in 2 houses for 2 con-
secutive nights, every month for 5 months per season,
with one adult volunteer placed indoors and another
placed outdoors. All Anopheles mosquitoes caught dur-
ing the night were identified to species using the method
described by Gilles and de Meillon [12]. To assess the
infection status of each species, the head-thoraxes were
tested using enzyme-linked immunosorbent analysis
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(ELISA) according to Wirtz et al. [13] to estimate cir-
cumsporozoite (CS) antigen of Plasmodium falciparum,
the major malaria parasite occurring in the study area.
Abdomens from females of the vector species were used
for PCR analyses, to identify the sibling species of An.
gambiae s.s. (An. gambiae, An. coluzzii). The indoor and
outdoor human biting rate (HBR: also named ma) of each
species was calculated to estimate the feeding behaviour
of the 2 species.

In the study, malaria transmission in both the Ali-
bori and Donga regions is expressed in terms of ento-
mological inoculation rate (EIR=ma xs) due to both
of the 2 species. The contribution of each species is the
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EIR calculated for the species divided by those of the 2
species x 100.

Indoor pyrethrum spray catches and mosquito analysis

In each village, 20 houses were selected for mosquito
collection using indoor pyrethrum spray catches (PSC).
Selected houses were sprayed with pyrethrum (mixed
with water) and a white canvas was placed on the floor to
collect the mosquitoes that were killed. After 10 min, all
of the fallen mosquitoes were collected from the floor and
placed in petri dishes. Fed, unfed, gravid, and half-gravid
females of An. gambiae were counted to estimate the
endophagy behaviour, defined as the proportion of each
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species resting in houses after blood feeding. Fed mos-
quitoes were also used to estimate the anthropophagic
index in terms of the human blood meal rate using
ELISA-blood-meal method. The anthropophagic index
represents the proportion of blood meals derived from
humans by mosquito vectors used to estimate human bit-
ing habit.

PCR detection of kdr L1014F and ace-T mutations

The abdomens of An coluzzii and An gambiae females
were used to identify the presence of L1014F (kdr) and
G119S (ace-1) mutations. This was performed using
PCR-RFLP [14] to estimate the frequency of kdr 1.1014F
mutation in the sodium channel, which is associated
with resistance to pyrethroid insecticides, and that of the
ace-1 mutation, which is associated with carbamate and
organophosphate insecticide resistance.

Statistical analysis

The human biting index (ra) (number of A#opheles per
person and per night), room density (number of Aunoplhe-
les collected in a room) and the circumsporozoite protein
(CSP) positive rate were calculated for each species. The
human blood-feeding rate was calculated using mosqui-
toes collected by PSC by dividing the number of fed and
half-fed mosquitoes collected by the number of the total
of mosquitoes collected. The CSP positive rate (% CS+)
was calculated as the proportion of mosquitoes found
to be positive for CSP. The EIR was defined as Arnoph-
eles density by the CSP and estimated as the number of
infectious bites per human per night or per month. A Chi
square test with the MINITAB statistical software (Ver-
sion 12.2) was used to compare the proportions. The
genotypic differentiation of kdr and ace-1 loci was tested
using the Fischer exact test implemented in GenePop
software [15], and the Fisher test was used to compare
these frequencies. An analysis of variance (ANOVA) was
performed to compare the entomological estimates (#a,
EIR, CSP) among the 2 species.

Ethical consideration

Permission was sought from households to perform col-
lections in their rooms. In addition, community consent
had been obtained beforehand in all the villages. The
volunteer mosquito collectors gave their consent before
participating in the study. They were also subjected to
regular medical check-ups with preventive malaria treat-
ment. They were all vaccinated against yellow fever. This
study received the approval of the Ethical Institutional
Committee of the Centre for Entomological Research of
Cotonou (CREC), Ministry of Health.
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Results

Distribution of Anopheles gambiae complex in the two
regions

All samples of An. gambiae sl. collected by HLC and PSC
were used for species identification. In total, 4182 An
gambiae s.]. were analysed by PCR for species identifi-
cation. Two species of the An gambiae s.s. were identi-
fied: An. coluzzii and An. gambiae (Fig. 2). After 1 year
of mosquito collection throughout both dry and rainy
seasons, Am gambiae represented 54.0% (n=2260) of the
overall An. gambiae s.s. population compared to 46.0%
(n=1922) for An coluzzii. However, the predominant
species differed from one region to another. In Alibori,
An. coluzzii represented 62.2% (n=1033) of the overall
An. gambiae s.s. population compared to 37.8% (n—=625)
for An. gambiae. In Donga, An. gambiae was the most
abundant at 64.7% (n—=1631).

Both of the sibling species were present throughout
the dry and rainy seasons in both regions (Fig. 2). During
the dry season (January to June), Ax coluzzii predomi-
nated in both the Alibori and Donga regions. However,
during the rainy season, there were regional differences
in the predominant species: during the rainy season in
Donga, there was a high frequency (79.0%) of An. gani-
biae whereas during the rainy season in Alibori there was
a relatively high frequency (53.0%) of An. coliszzii (Fig. 2).

Comparison of (CS) antigen index for Plasmodium
falciparum in Anopheles gambiae and Anopheles cohizzii
during the dry and rainy seasons

More than 4000 head-thoraxes of An. gambiae and An.
coluzzii were tested using ELISA [13] for the presence
of CS of P faleiparum. Various samples of Axn gambiae
(from HLC and PSC collection) were analysed in order
to obtain enough mosquitoes (4182 head-thoraxes) for
comparison.

During the dry season, rates of P falciparum CS +were
similar for An. gambiae (9.3%: 5 out of 54 thoraxes were
CS+) and An. coluzzii (5.5%: 21 out of 384) (p—=0.426)
in Alibori. Results were statistically different in Donga
during the dry season with a higher rate of P falciparum
CS+for An. coluzzii (9.6%: 50 out of 520) compared to
An. gambiae (4.9%: 12 out of 247) (p=0.002) (Table 1).

During the rainy season, rates of P falciparum
CS+ were similar for both species in Alibori (A#. gam-
biae: 7.3%: 42 out of 575) thoraxes were CS+; An
coluzzi: 10.2%, 66 out of 649) (p=0.096) and in Donga
(An. gambiae: 9.5%, 132 out of 1384; An. coluzzi: 9.5%, 35
out of 369) (p—=1) (Table 1).

No differences in CS +between species were observed
in either region when data were cumulated over both
seasons: 7.5%: 47 out of 629 thoraxes were CS+for An
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Fig. 2 Seasonal distribution of Anopheles coluzzii and Anopheles gambige in Alibori and Donga, two regions of northern Benin

gambiae and 8.4%: 87 out of 1033 for An. coluzzii in Ali-
bori (p=0.55). In Donga, CS+ for An, gambiae and An.
coluzzii were 8.8% (144 out of 1631) and 9.6% (85 out of
889), respectively (p =0.59) (Table 1).

In total, 191 (8.5%) of 2260 thoraces of An. gambiae
analysed in the two regions by ELISA-CSP were positive
for B falciparwm CS antigen (Is=8.5%). For An. coluzzii,
172 (8.9%) of 1922 thoraces were positive for B falcipa-
rum CS antigen (p=0.60) (Table 1).

Contribution of Anopheles gambiae and Ahopheles coluzzii
to malaria transmission expressed in terms of the EIR
The intensity of the malaria transmission due to each
species is expressed in terms of EIR, which is equal to #1a
times the sporozoite rate. As the ma parameter depends
on the season, the EIR due to each species was assessed
for the dry season when ia is expected to be low and for
the rainy season when ma is expected to be high.

In both the Alibori and Donga regions, An coluzzii
accounts for most malaria transmission during the dry
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season. In Alibori, Am coluzzii accounts for 85.6% of
malaria transmission during the dry season (EIR=1.61
infected bite per man per month) compared to 14.3%
(EIR =0.27/month). In Donga, An. coluzzii and An. gami-
biae account for 78.8% (EIR—=3.20/month) and 20.2%
(EIR =0.81/month} of malaria transmission in the dry
season, respectively (Fig. 3).

During the rainy season, As coluzzii continues to
account for most malaria transmission in the Alibori
region as occurred during the dry season: An. coluzzii
accounts for 64.8% (14.37 infected bites) of malaria
transmission compared to 35.2% (7.81 infected bites) for
An. gambiae (Table 2). However, in the Donga region,
inverted results were observed showing a higher EIR due
to An. gambiae (77.7%: EIR =26.25 infected bites/month)
as compared to An coluzzii (Fig. 4). When cumulated
data, which were registered during the 7 months of the
study, the observed EIR trend during the dry season was
confirmed due to the high ma of An. coluzzii during this
period: the EIR of Au. coluzzii was 2 times higher than
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Table 1 Percentage of P. falciparum circumsporozoite antigen in An. coluzzii and An. gambiae during the dry
and the rainy seasons

Regions Species Dry season (May-  p-value Rainy season p-value Total p-value
Jun-Jan-Feb) (Jul-Aug-Qct)
Alibori An. gambiae Thorax 54 0426 575 00%6 629 055
Thorax+ 5 42 47
Is (%) 926 7.30 747
1C-95% [I5 %] [3.07-20.30] [5.31-9.75] [5.54-9.81]
An, coluzzii Thorax 384 649 1033
Thorax+ 21 66 87
15 (%) 547 1017 842
1C-959% [I5 %] [341-874] [7.95-12.76] [6.80-10.78]
Donga An. gambiae Thorax 247 0.002 1384 1 1631 0.59
Thorax+ 12 132 144
15 (%) 486 9.54 883
1C-95% [15 %] [2.53-2.33] [B0-11.21 [749-10.31]
An. coluzzii Thorax 520 369 829
Thorax+ 50 a5 a5
Is (%) 962 949 956
1C-959% [I5 %] [7.22-1248] [6.69-12.94] [7.7-11.89]
Alibori-Donga An. gambiae Thorax 307 0.252 1959 0.389 2260 0607
Thorax+ 17 174 141
15 (%) 5.65 8.88 845
1C-95% [I5 %] [3.32-8.39] [7.65-10.23] [7.33-967]
An. coluzzit Thorax 904 1018 1922
Thorax+ 71 101 172
15 (%) 7.85 9.92 8.94
1C-95% [I5 %] [6.18-9.80] [315-11.92] [7.71-10.31]

p=p-value of comparison of CircumSporozoite (CS) antigen index for Plasmodium falciparum of An. gambiae and An. coluzzii

Jur June, Jul July, Aug August, O Octaber, Jarr January, feb February

Dry season

B An. coluzii B8 An. gambiae
100+
80+

60

40+

(%) Vector contribution of
malaria transmission

Alibori Donga

Regions

Fig. 3 Contribution of An. coluzzii and An. gambiae expressed in the
proportion of Entormological Inoculation Rate due to each species in
Alibori and Donga during the dry season

An. gambiae in Alibori (p=0.0043) and 2 times lower in
Donga (p=0.000084) (Fig. 5).

Indoor and outdoor biting behaviour of Anopheles
gambiae and Anopheles coluzzii

More than 2400 An. gambiae collected by HLC and
analysed by PCR showed that, the biting behaviour of
An. gambiae and An. coluzzii was variable according
to the location (indoors or outdoors). Out of 1302 Ax.
gambiae collected by HLC in Alibori and Donga, 57.7%
(752/1302) were collected indoors compared to 42.3%
(550/1302) outdoors (p<0.001) (Table 3). As for An
coluzzii, a similar biting behaviour was observed indoors
and outdoors with respectively: 51.6% (575/1114) and
48.49% (539/1114) of specimens (p —0.13), after cumulat-
ing data of both regions (Table 3). During the dry season,
the biting behaviour of Ax. coluzzii was higher indoors
with 56.4% (216/383) of specimens as compared to out-
doors (43.6%) (p =0.0004). In the same season, the biting
behavior was similar indoors and outdoors (p =0.25) for
An. gambiae (Table 3).

100
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Table2 Malaria transmission expressed in terms of Entomological Inoculation Rate (EIR) in An. coluzzii and An. gambiae

in Alibori and Donga

Regions Species Dry season (May— p-value Rainy season (Jul- p-value Total P-value
Jun-Jan-Feb) Aug-Oct)

Alibori An. gambiae Thorax 12 0125 362 0016 374 0.0043
Thorax-+ 1 25 26
Is (%) 833 6.91 695
ma/month 321 11312 5394
EIR/month 027 7.81 3.74

An, cotizzit Thorax 135 446 581

Thorax—+ 6 46 52
Is (%) 444 1031 295
ma/month 3618 139.37 8379
EIR/rmenth 161 14.37 749

Donga An. gambiae Thorax 147 003 246 0.000054 993 Q000084
Thorax+ 3 84 87
Is (%) 204 993 8.76
rna/rmonth 1.31 264 37 14327
EIR/month 0810 26.25 12.54

An, coluzzif Thorax 214 257 471

Thorax+ 12 24 35
Is (%) 5607 9339 7643
ma/month 57.32 80.31 6793
EIR/menth 320 750 519

Italic values indicate significance of p value (p < 0.05)

p=p-value of comparison of CircumsSporozoite (CS) antigen index for Plasmodium falciparum of An. gambiae and An. coluzzii

JunJune, Jul July, Aug August, O October, Jan January, Feb February

Rainy season

Blood feeding rate and anthropophagic index

B8 An. coluzzii EE An. gambiae

100 =
80+
60 -

40

malaria transmission

20+

(%} Vector contribution of

Alibori

Deonga
Regions

Fig. 4 Contribution of An. coluzzii and An. gambiae expressed in the
proportion of Entomological Inoculation Rate due to each species in

Alibori and Donga during the rainy season

During the rainy season, the trend was reversed with a
similar biting behaviour indoors and outdoors (p=0.5)
for An. coluzzii and, a higher indoor biting behaviour for
An. gambiae (Table 3).

With PSC performed in bedrooms, a significant higher
blood feeding rate [96.68% (846 of fed and half-gravid
females out of 875 total females)] was observed in An.
gambiae as compared to An. coluzzii [90.20% (792/878)]
{(p<0.0001) (Table 4). A high and similar anthropophagic
index (0.97) was observed for both species with 34/35 An.
gambiae specimens and 33/34 An. coluzzii having fed on
humans (p =0.98).

Frequency of kdr mutation in Anopheles gambiae

and Anopheles coluzzii populations

A total of 557 females of An. gambiae and 423 An. coluzzii
were analysed for L1014F kdr mutation and G119S muta-
tion (ace-1 gene) using PCR—RFLP [14]. The frequency of
the 2 mutations is higher in An. gambiae (0.82 for kdrand
0.03 for ace-1) than in Au. coluzzii (0.73 for kdr and 0.01
for ace-1) (Table 5).

Discussion

In Africa, vector surveillance is an integral component to
the planning, implementation, monitoring, and the eval-
uation of vector control interventions. To assist with this

101
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Fig.5 Contribution of An. coluzzii and An. gambiae expressed in the
propartion of Entomological Inoculation Rate due ta each species in
Alibori and Donga during the two seasons

goal, the current study was initiated in an area of Benin
targeted for an IRS campaign to provide baseline data
that could be used to help evaluate the impact and effi-
cacy of IRS in the future.

Anopheles gambige complex is the most important
malaria vector in sub-Saharan Africa and has 4 species
that occur in West Africa: An. coluzzii, An. gambiae, An.
arabiensis and Awn. melas [4-8]. In the area investigated
by the current study only 2 species maintain malaria
transmission: Axn. ganbiae and An. coluzzii. Both species
are present year-round with a strong predominance of
An. coluzzii in dry season. Despite the 2 study areas hav-
ing a similar climate, there was a disparity in the distribu-
tion of the 2 species during the rainy season with a strong
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occurrence of Au. coluzzii inthe Alibori region compared
with the Donga region. The low proportions of A#. gam-
biae in the dry season may be due to temporary breeding
sites that dry up, in addition to the presence of perma-
nent and semi-permanent breeding sites more favourable
to the development of An. coliszzii larvae.

Despite the large number of A gambiae s.s. specimens
{more than 4000) collected by HLC and PSC that were
analysed by PCR, no An. arabiensis was found. Only one
specimen of Anopheles nili was morphologically identi-
fied in Alibori and Donga. The absence of Axn. arabiensis
in the study area could be due to the exophilic and zoo-
philic behaviour of this species and to its gradual disap-
pearance in some environments in West Africa [4, 16],
particularly in northern Benin [6]. Indeed, in 1992, Akog-
beto (2] reported its presence in sympatry with An. gam-
biae s.s. in northern Benin, but in 2010, Aikpon et al. [17]
reported its disappearance in the same region.

The overall biting rate of Axn gambiae and An. coluzzii
was not higher outdoors than indoors in both the rainy
and dry seasons, which suggests an important role for
ITNs in the effort to prevent malaria. However, despite
the presence of ITNs in houses in the study area, An
gambiae s.s. maintained a high index of human-vector
contact as indicated by high human biting rates, which
could be a result of its resistance to the pyrethroid insec-
ticides used to treat bed nets.

The significant higher blood feeding rate observed
in An gambiae as compared to An eoluzzii indoors
(p<0.0001) would be likely due to a higher ability of
An. gambiae to bite and feed on humans inside houses.
Indeed, the collected HLC data show an overall more
pronounced indoor man-vector contact in An gambiae

Table 3 Number of An. gambiae and An. coluzzii collected indoors and outdoors by HLC

Seasons Species Indoors Outdoors p-value
Alibori Dry season An. gambiae (N) 7 7 -
An. coluzzii (M) 59 74 -
Rainy season An. gambiae (N) 212 164 -
An, coluzzii (M) 256 176 -
Donga Dry season An. gambiae (N) 60 51 -
An, coluzzii (N) 157 93 -
Rainy season An, gambiae (M) 472 329 -
An, coluzzii (N) 103 196 -
Both regions Dry season An. gambiae [% (N/T)] 536% (67/125) A6.4% (58/125) 025
An. coluzzii [% (N/T)] 564% (216/383) 43609 (167/383) 00004
Rainy season An gambiae [% (N/T)] 53.11% (684/1177) 41 .88% (493/1177) <0607
An, coluzzii [% (N/T)] 49.11% (359/731) 50.88% 1372/731) 05
Both regions Both seasons An. gambiae [% (N/T)] 57.7% (751/1302) 42 3% (551/1302) <0.007
An, coluzzii [% (N/T)] 516% (575/1114) 48.4% (5391114 013

Italic values indicate significance of p value (p<0.05)

MNnumber of species collected in one location (indoors or outdoors), T total number of species collected in both locations (indoors 4 outdoors)
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Table 5 Distribution of Knodck-down resistance (Kdr) and Ace-1R frequencies in An. gambiae and An. celuzzii in Alibori

and Donga
Regions Species Number tested Mutation KdrL1014F Mutation Ace 1R
RR RS SS F (Kdr) p-value RR RS SS F{Ace 1) p-value

Alibori An. gambiae 170 123 34 13 082 00024 0 10 160 003 01381
An. coluzzii 271 143 90 38 069 0 7 264 001

Donga An gambiae 387 277 93 22 082 0153 0 20 367 003 02981
An. coluzzii 152 102 34 16 078 0 4 148 001

Total An gambiae 557 395 127 35 082 00032 0 30 537 003 0.0483
An, coluzzif 423 245 124 54 073 0 11 412 0.07

Italic values indicate significance of p value (p < 0.05)

p=p-value of comparison of the frequendes Kdr and Ace-1 between An. gambiae and An. coluzzii

(56.6%: 751/1326) as compared to An coluzzii (43.4%:
575/1326) (p<0.0001). This result is similar to that
obtained in Ghana by Tuno et al. [18] who showed that
An. gambiae bit people inside dwellings more than did
An. melas.

The fact that, the majority (>=90%) of An. coluzzii and
An. gambiage collected indoors were blood-fed with a
high and similar anthropophagic index (0.97), mirrors
results from similar studies [17, 19-23]. As a result of
both species having similar attractions to humans, A#.
gambiae and An. coluzzii had similar sporozoitic indexes
at 8.5 and 8.9%, respectively {(p =0.60). This result is rem-
iniscent of that of Carnevale et al. [24] who showed the
same infection rate in Awn. coluzzii and An. gambiae in
Lobito, Angola. Given the similar affinity for humans and
the large number of specimens (more than 4000) exam-
ined through ELISA-CSP, it is likely that An. gambiae and
An. coluzzii have the same ability to offer a physicochem-
ical environment suitable for the development of the par-
asite during the sporogonic cycle.

By taking into account the fact that vector capac-
ity of a population of Anopheles depends on several
factors, in particular, the ability to foster the develop-
ment of the sporogonic cycle, the contribution of Asn
coluzzii and An. gambiae to malaria transmission was
expressed in terms of the sporozoitic index (s) and the
frequency of human-vector contacts (mea). Based on
the calculated EIRs, An coluzzii is involved in 85.6%
of malaria transmission in Alibori and 78.8% of trans-
mission in the Donga during the dry season, compared
to only 14.4 and 21.2% for An. gambiae in Alibori and
Donga, respectively. Further, during the rainy season
An. coluzzii continues to account for most malaria
transmission in Alibori (64.8% compared to 35.2% for
An. gambiae), but the role is reversed in Donga dur-
ing the rainy season with a higher contribution toward

malaria transmission from Awm. gambiae (65.7% com-
pared to 34.3% for Am coluzzii). The variation in
abundance of each vector species from one season to
another could explain this. Indeed, Alibori and Donga
regions are crossed by several rivers and water dams
that create throughout the vear (rainy and dry sea-
sons), permanent and semi-permanent breeding sites
suitable for the development of An. coluzzii larvae. In
addition, the Donga region is characterized by a clayey
type soil, which retains water, allowing then the forma-
tion of numerous temporary breeding sites favourable
to the emergence of An gambiae as leading vector of
malaria transmission in the rainy season. By against,
in Alibori, the sandy type soil causes the quick infil-
tration of water and as a result, fewer temporary lar-
val habitats are formed, which justifies that A#. coluzzii
coming from permanent and semi-permanent breed-
ing sites continues to play the major role in malaria
transmission during the rainy season in this region. As
observed in Donga from dry to rainy season, the switch
of the mosquito species that leads malaria transmission
has also been reported in Lobito, Angola from 2005 to
2006 and, the suspected causes were environmental
anthropic modifications (installation of water cisterns
that disrepair over time and are used as dumps, reduc-
tion of some artificial larval habitats types favourable to
An. gambiae) [24].

There have been numerous reports of resistance to
pyrethroid throughout Africa [25-30]. In Benin, the
resistance of malaria vectors to pyrethroids observed
first in Cotonou spread not only to central and south-
ern regions of the country, but also to the northern
parts [31-38]. The lower frequency of kdr L1014F
mutation in Am. coluzzii in Alibori could favour the
impact of ITNs and result in better control of malaria
in Alibori compared to Donga. However, if pirimiphos
methyl (organophosphate) is used again for IRS in the
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study area as it was in previous years, a positive impact
could be expected because of the very low level {0.01—
0.03) of the ace-1 mutation in both species.

Conclusion

Anopheles coluzzii and An. gambiae have been observed
to have the same anthropophagic and sporozoite rates
in the 2 regions. However, An. coluzzii is highly involved
in malaria transmission in Alibori and Donga during
the dry season as compared to An. gambiae. During the
rainy season An. coluzzii was still playing the leading role
in Alibori whereas, in Donga, this role is reversed with
a stronger participation of Am gambiae. Overall, the
blood feeding rate was higher in Ax gambiae than in
An. coluzzii. Moreover, data collected reveal An. coluzzii
is characterized by lower frequencies of the ace-I muta-
tion than is An. gambiae. But, a good impact on malaria
control in Alibori and Donga is expected if pirimiphos
methyl (organophosphate) is used again for IRS in Benin
as in previous years, because of the very low level of the
ace-1 mutation in both species.
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Chapitre 2. Statut de résistance aux insecticides chez Anopheles

gambiae s.l. dans I'Alibori et la Donga.
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2.1. Présentation de I’étude
La large expansion de la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides (Akogbéto & Yakoubou, 1999)
et aux carbamates (Djogbénou et al., 2011 ; Aikpon et al., 2013a) constitue une grande menace pour
le succés des programmes de lutte anti - vectorielle a base d’insecticide contre le paludisme. En 2007,
N’Guessan et al. (2007a) ont fait état de la baisse de I’efficacité des moustiquaires imprégnées de
pyréthrinoides en cases expérimentales a Ladji, zone a forte résistance des vecteurs du paludisme aux
pyréthrinoides située au Sud du Bénin. Des études portant sur la résistance aux insecticides conduites
dans certaines régions du Bénin (Akogbéto & Yakoubou, 1999 ; Yadouleton et al., 2010; Djogbénou
etal., 2011; Djegbe et al., 2011 ; Gnanguenon et al., 2015) ont confirmé la présence du phénoméne
et son évolution dans le temps et dans I’espace. Dans ce contexte de recherche d’alternatives pour
pallier a la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides en Afrique, deux mécanismes font depuis un
bon moment 1’objet d’une recherche soutenue. Il s’agit de la résistance métabolique qui s’exprime
par une augmentation de 1’activité des enzymes de détoxication (Oxydases, Estérases et Glutathion-
s-transférases) (Etang et al., 2003; Corbel et al., 2007; Djouaka et al., 2011; Stevenson et al., 2011;
Mitchell et al., 2012) et de la résistance liée au géne Kdr L1014F fréqguemment retrouvée dans les
populations de An. gambiae s.1. au Bénin (Martinez- Torres et al., 1998; Chandre et al., 1999 ; Ranson
etal., 2000 ; Awolola et al., 2005 ; Djogbenou et al., 2011) et qui est due a la substitution de la leucine
par la phénylalanine a la position 1014. Cette présence du géne Kdr associée a la surproduction des
enzymes meétaboliques, et 1’apparition récente des populations d’anopheles résistantes aux
carbamates imposent la nécessité de mener des études sur les mécanismes de résistance et les facteurs
de sélection impliqués avant la mise en ceuvre d’une quelconque stratégie de lutte anti-vectorielle.
Au Bénin, le programme de pulvérisation intradomiciliaire a prévu en 2017, un traitement de
toutes les maisons des départements de 1’ Alibori et de la Donga avec un insecticide de la famille des
organophosphorés ou des carbamates en raison de la résistance généralisee aux pyréthrinoides. La
méme année, le pays a connu une distribution a grande échelle des MIILDs organisée par le PNLP et
ses partenaires (USAID, Fonds Mondial, OMS). Trés peu d’informations récentes sont disponibles
sur les bases génetiques de la résistance (notamment les mécanismes metaboliques) chez An. gambiae
s.l. dans ces deux régions du Bénin. En prélude a la mise en ceuvre de ces deux campagnes de lutte,
la présente étude a été initiée afin de collecter des données sur la dynamique de la résistance des
vecteurs aux insecticides dans les deux départements ciblés. Ces données de base ont permis d’opérer
le choix de I’insecticide, candidat potentiel pour la PID et aussi de définir les stratégies a mettre en
ceuvre pour une gestion efficace de la résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides.
2.2. Statut de résistance aux insecticides chez Anopheles gambiae s.l. dans I'Alibori et la Donga
Publié & Parasites & vectors
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Cette étude a pour but de rechercher les différents mecanismes impliqués dans la résistance
des moustiques aux insecticides. Une breve synthése de 1’étude est donnée ici et, les détails publiés

dans I’article peuvent étre consultés a la fin de la synthése.

2.2.1. Contexte de I’étude

La surveillance de la résistance des vecteurs aux insecticides constitue une composante majeure de la
gestion de la résistance. Elle permet la prise de décisions éclairées sur le choix des insecticides pour
la stratégie de lutte a adopter. Cette étude a pour but d’apporter des informations sur la dynamique de
la résistance des vecteurs aux insecticides dans les départements de 1’Alibori et de la Donga ot une

campagne de pulvérisation intradomiciliaire est programmée.

2.2.2. Objectifs de I’étude

Cette étude vise a fournir des données de base sur le statut de résistance des vecteurs du paludisme
aux insecticides, la fréquence des mutations impliquées et I'impact des synergistes piperonyl butoxide
(PBO) sur les populations résistantes de Anopheles gambiae s.1. dans les départements de 1’ Alibori et
de la Donga, au nord du Bénin, avant la campagne de pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide et

d'introduction des MILDs de la nouvelle génération.

2.2.3. Méthodologie

Les adultes de Anopheles gambiae s.1. issus des larves collectées dans deux départements : Kandi-
Gogounou-Segbana dans le département de 1’Alibori et Djougou-Copargo-Ouaké dans le
département de la Donga ont été testés avec papiers imprégnés suivants : bendiocarb (0,1%),
pirimiphos-méthyle (0,25%), perméthrine (0,75%) et deltaméthrine (0,05%). Le synergiste PBO a été
utilise pour évaluer I'implication des enzymes de detoxification dans la resistance des populations
vectrices aux pyréthrinoides. Des analyses moléculaires ont été effectuées pour I'identification des
especes du complexe Anopheles gambiae s.1. et la présence des mutations kdr L1014F et G119S Ace-

1. Des tests biochimiques ont évalué I'activité des enzymes de détoxification.

2.2.4. Résultats & et principaux points discutés

Anopheles gambiae s.l. était résistant aux pyréthrinoides, avec une mortalité comprise entre 25 et
83% pour la deltaméthrine et entre 6 et 55 % pour la perméthrine. Une augmentation significative de
la mortalité a été observée apres une pré-exposition au PBO aussi bien pour la deltaméthrine (63-
99%) que pour la perméthrine (56-99%). Avec le bendiocarb, les populations de An. gambiae s.I. de
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Kandi étaient sensibles (99%) mais une suspicion de résistance a été observée (92-95%) a Djougou,
Copargo, Gogounou, Ouake et Segbana. Toutes les populations de moustiques testées étaient
pleinement sensibles au pirimiphos-méthyl. Les fréquences des mutations de résistance variaient
suivant les espéces et les sites: 67 — 88% pour la mutation kdr L1014F et 0 — 6% pour la mutation
Ace-1 G119S. La surexpression des oxydases a été observée sur trois sites (Djougou, Gogounou et
Kandi) alors que quatre sites (Djougou, Ouake, Copargo et Kandi) ont montré une activité plus élevee

des estérases.

2.2.5. Conclusion

Cette étude confirme la résistance aux pyréthrinoides et suggéere I'émergence de la résistance au
bendiocarb dans les populations de An. gambiae s.1. au nord du Bénin. Cependant, la restauration de
la sensibilité des vecteurs aux pyréthrinoides apres I'exposition aux synergistes PBO et leur sensibilité
aux organophosphoreés indiquent que les MILDs de la nouvelle génération incorporant le synergiste
PBO associées, a des campagnes de pulvérisation intradomiciliaire a base d’insecticides de la classe

des organophosphorés pourraient étre efficace dans le contrdle des vecteurs une stratégie efficace.
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Abstract

Background: This study aims to provide baseline data on the resistance status to insecticides, the frequency of
rmechanisms involved and the impact of the association with the synergist piperonyl butoxide (PBO) on resistant
Anopheles gambiae (s..) populations in two regions of northern Benin, pricr to an indoor residual spraying campaign
and introduction of next generation long-lasting insecticidal nets (LLINs} incorporating PBO.

Methods: Adult Anopheles gambiae (s.1) originating from larvae collected in two study regions (Alibori within the
Kandi-Gogounou-Segbana districts and Donga within the Djougou-Copargo-Ouake districts) were tested with
impregnated papers (bendiocark 0.1%, pirimiphos-methyl 0.25%, permethrin 0.75% and deltamethrin 0.05%). The
synergist PBO was used to check for the involverent of detoxification enzymes in pyrethroid resistant populations.
Malecular analyses were performed for the identification of species within the Ancpheles gambiae (s.1) complex and kdr
L1014F and G119S Ace-T mutations. Biochemical assays assessed the activity of detoxification enzymes.

Results: Anopheles gambiae (s} was resistant to pyrethreids, with a mortality range of 25-83% with deltamethrin and
6-55% with permethrin. A significant increase in mortality was observed after pre-exposure to PBO for both deltamethrin
(63-99%) and permethrin (56-99%). With bendiocarb, An. gambiae (5.1} were susceptible in Kandi (29% mortality),
with possible resistance (92-95%) recorded in Djougeu, Copargo, Gogounou, Quake and Segbana. All study
populations were fully susceptible to pirimiphos-methyl. The frequencies of resistant mutations varied according
to species and sites: 0.67-0.88 for L1014F kdr and G-006 for G1195 Ace-1. Three study locations (Djougou, Gogouncu
and Kandi) showed high oxidase activity and four sites (Djougou, Ouake, Copargo and Kandi) showed elevated esterase
activity.

{Continued on next page)

* Correspondence: albertsourousalako@yahoo fr

'Centre de Recherche entomologique de Cotonou (CREC), Cotonou, Benin
Faculté des Sciences et Technigues de I'Université d'’Abomey-Calavi,
Abomey-Calavi, Benin

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

@ The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
Interrational License (httpy//oreatvecormmons org/licenses/by/ 4.0/, which permits urrestricted use, distribution, and
reproduction in ary medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Dormain Dedication walver
(http//creativecommons.org/publicdornain/zero/1.04) applies to the data made available In this arfide, unless otherwise stated.

111



Salako et al. Parasites & Vectors (2018) 11:618

Page 2 of 11

-
(Continued from previous page)

insecticides may be regarded as alternative control tools.

Keywards: Resistance, Anopheles gambiae (s.1), RS, Benin

Conclusions: This study confirms resistance to pyrethreids and suggests emerging bendiocarb resistance in An.
garnbige (s./) populations in northermn Benin. However, recovery of susceptibility to pyrethroids after PBO exposure, and
susceptibility to organophosphates in the An. gambicge (s.1) populations indicate that next generation LLINs
incorporating PBO synergist combined with an indoor residual spraying (IRS) campaign with organophosphate

Background

Vector control is an essential component in malaria
prevention strategies [1]. In Africa, it relies primarily
on two effective and complementary tools: long-lasting
insecticidal nets (LLINs) and indoor residual spraying
(IRS) [2-4]. Several studies have demonstrated the
effectiveness of both tools in reducing the incidence of
malaria [5, 6] morbidity and mortality in Africa [7-10].
In Benin, malaria vector control relies mainly on the
mass distribution of LLINs, and on IRS operations.
From 2008 to 2015, IRS with bendiccarb (a carbamate)
in southern Benin and with pirimiphos-methyl (an
organophosphate) in the northern region, showed a
significant reduction in malaria transmission [11, 12].
Although LLINs and IRS have been shown to be
effective, they have performed below expectations in
some settings, including several locations in Benin
[13-15]. One of the reasons is the emergence and
expansion of resistance of Anopheles vectors to insecti-
cides, especially pyrethroids [16—23] and more recently
bendiccarb [24-26]. The main insecticide resistance
mechanisms involve an increase in the activity of detoxifi-
cation enzymes (oxidases, esterases and glutathione-S-
transferases) [18, 19, 27, 28] and the kdr L1014F and
G1195 Ace-1 target site mutations frequently found in
An. gambiae (s.l) populations [16, 29-31]. Studies
suggest that the use of the same classes of insecticides
in public health as well as in agriculture, especially in
cotton cultivation, may have led to the increase in the
allelic frequencies of the kdr L1014F and G1195 Ace-1
in Benin [22, 23, 25, 26, 32, 33]. In Benin, the IRS pro-
gram implemented in 2017 targeted all houses in the
regions of Alibori and Donga with pirimiphos-methyl.
In the same year, the Benin national malaria control
program (NMCP), supported by USAID, Global Fund
and the WHO, undertook large-scale distribution of
Yorkool LLINs impregnated with deltamethrin. In prepar-
ation for the implementation of these two control cam-
paigns, the present study was initiated to collect data
on the resistance of vectors to insecticides in the two
targeted regions. These baseline data inform selection
of insecticide candidates for IRS and help to define
strategies for effective insecticide resistance manage-
ment in the study area.
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Methods

Study regions and moasquito sampling sites

The study was conducted during the rainy season (June
to October 2016) in six districts of northern Benin.
These six districts are grouped into two healthcare facility’s
catchment areas: the Kandi-Gogounou-Segbana health
zone (KGS) located in the Alibori region and the Djougou-
Copargo-Ouake health zone (DCO) in the Donga region.
The general census of the population and housing carried
out in May 2013 revealed estimated populations of
867,463 and 543,130 inhabitants in Alibori and Donga,
respectively [34]. These two regions are located in a dry
savanna area and in a dry and wet savanna area, respectively
(Fig. 1). The Alibori region is crossed by several rivers and
water dams and the soil is sandy. In the Donga region, the
soil is clay.

Study areas

Kandi-Gogounou-Segbana (KGS) health zone

This area covers approximately 12,943 km? and is the
largest health zone in Benin. It is composed of three dis-
tricts: Kandi (11°07" to 29.32'N, 2°56' to 9.57'E), Gogounou
(10°33' to 10°57'N, 2°15 to 3°15'E) and Segbana (10°32 to
11°23'N, 3°08' to 3°50'E) (Fig. 1). It is recognized as the
cotton cultivation area of northern Benin, with large quan-
tities of insecticides used to contrel cotton pests [35]. Its
climate is Sudanese with two seasons a year: a single rainy
season from May to October and a dry season from
November to April. The mean temperature and relative
humidity are about 28 *C and 70%, respectively. Rainfall
varies between 700—1200 mm with heavy rainfall recorded
between July and September [36].

Djougou-Copargo-Ouake (DCO) health zone

This health zone covers an area of 5465 km? and is
composed of three districts: Djcugou (09°42" to 10°I'N,
01°40" to 55°4'E), Copargo (09°50" to 19°3'N, 01°32’ to
39°5”E) and Quake (09°40" to 45.3'N, 01°22' to 51°7'E)
(Fig. 1). In this zone, Djougou is the district where
cotton cultivation is highly developed with a high use of
insecticide [35]. It has a Sudanco-Guinean climate with
two seasons. The rainy season extends over 6 months
{from mid-April to mid-October). The average rainfall is
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between 1200-1300 mm. The mean temperature is around
27 °C. The main crops are yam, cereal and cotton [37].

Mosquito collections

Larvae of Anopheles mosquitoes were collected in breeding
sites using the dipping technique. Larvae and pupae were
collected from various breeding sites (e.g. rain water collec-
tion, irrigation channels, river beds, wells, etc.), so that the
mosquitoes tested were fully representative of the vector
population in the area.

Insufficient numbers of larvae were collected at Segbana
and Ouake to perform all of the susceptibility bioassay tests.
Species were identified using a morphological key [38].

Insecticide susceptibility tests

Susceptibility tests were performed using the WHO
tube bioassay test [39]. The following insecticides and
synergist were tested: deltamethrin (0.05%), permethrin
(0.75%), deltamethrin (0.05%) + PBO (4%), permethrin
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(0.75%) + PBO (4%), bendiocarb (0.1%), and pirimiphos-
methyl (0.25%).

The PBO synergist was used to evaluate the involvement
of detoxification enzymes (oxidases and esterases) [40] in
the phenotypic resistance of the populations of An gambiae
(s.L) of each district.

About 100 adult female mosquitoes were exposed to
each insecticide, tested in 4 replicates each of .25
mosquitoes. In addition, 50 mosquitoes served as controls
in 2 replicates of ¢.25 mosquitces. Knockdown was re-
corded at 10, 15, 20, 30, 40, 50 and 60 min. All tests were
conducted at 25 °C and 80% humidity.

Mortality after 24 h was determined and interpreted
according to the WHO protocol [39]. At the end of the
tests, live and dead specimens from each district were
used for species identification and determination of re-
sistance mechanisms (kdr L1014F Adr L1014S and
(1198 Ace-1) using PCR methods.

According to the site, 72-270 individuals randomly
selected from live and dead mosquitoes from susceptibility
tests were analyzed according to the protocol of
Santolamazza et al. [41] to determine species within the
An. gambiae (s..) complex. The same mosquitoes were
genotyped for the kdr L1014F, kdr L10145 and G1195 Ace-1
mutations, according to the protocols of Martinez-Torres et
al. [29], Ranson et al. [30] and Weill et al. [42],

respectively.

Biochemical analyses

Thirty females of An. gambiae (s.l.) from each district of
the KGS and DCO health zones, aged 2-5 days and
which were not previously used for any insecticidal test,
were used for biochemical analyses. Biochemical assays
were performed to compare the level of activities of
mixed function oxidases (MFQOs), non-specific esterases
{0 and (-esterases) and glutathione S-transferases (GSTs)
[43] of the different field mosquito populations to the
Kisumu susceptible strain. All mosquitoes were tested
according to the protocol described by Hemingway et
al. [44]. Oxidase activity was assessed with the
heme-peroxidase test which allowed detection of the
increase in the quantity of heme. Alpha-Naphthol acetate
{(aNaph) (Sigma N-1000, Saint Louis, Missouri, USA) and
Beta-Naphthol acetate (BNaph) (Sigma N-185507) were
used to evaluate the non-specific esterase activity. GST
activity was determined by measuring in time the forma-
tion of the Glutathione-S-CDNB at 340 nm after a catalysis
reacticn between the 1-chlore-2,4-dinitrobenzene (CDNB)
and reduced glutathione (GSH).

Data analysis

Any mosquito population with a mortality rate between
98-100% was considered susceptible. When mortality
was between 90-97%, the population was suspected of

114

Page 4 of 11

resistance. Below a 90% mortality rate, the population
was considered resistant. The mortality rates of populatiens
of An. gambiae (s.) were compared using a Chi-square test
of comparison of proportions. The allelic frequencies of
kdr L1014F and G119S Ace-1 were calculated as follows:
F(R) = [2n.RR+ n.RS[/[2(n.RR+ n.RS+ n.SS)] [45] (n. is the
number of mosquitces of a given genotype), to assess their
variability across populations. A linear regression with vari-
ance analysis was used to assess the variation of enzymatic
activity in each locality. Mann-Whitney U-test was used to
compare enzyme activity between field- and
laboratory-susceptible mosquitces (Kisumu). Statistical
analyses were performed with software R 3.3.2 [46].

Results

Mortality rates of An. gambiae (s.l)

With pirimiphos-methyl, the mortality rates observed in
all tested populations were 100%, thus showing full sus-
ceptibility (Fig. 2a).

The mortality rate observed with bendiccarb in Kandi
was 98.88% (Fig. 2b), which shows susceptibility of this
mosquite population. In the other five districts, possible
resistance was observed with mortality rates varying
from 92.63% in Ouake to 95.23% in Djougou (Fig. 2b).

All populations of An. gambiae (s.1.) from the surveyed
districts, were found to be resistant to permethrin with
mortality rates ranging from 6.06% in Djougou to 55.1%
in Copargo) (Fig. 3a). In Djougou, Kandi, Gogounou and
Copargo, the mortality rates increased from 6.06, 9.09,
44.21 and 55.1%, respectively, with permethrin alone to
93.93% (y* = 149.41, df = 1, P < 0.0001), 57.57% (y* =
50.205, df = 1, P < 0.0001), 82.52% (> = 53.269, df = 1,
P < 0.0001) and 99.02% (y° = 53.269, df = 1, P < 0.0001)
with permethrin + PBO (Fig. 3a).

All populations tested were resistant to deltamethrin
with mortality rates ranging from 25.27% (Djougou) to
83.14% (Gogounou) (Fig. 3b). With pre-exposure to
PBO, an increase in susceptibility to deltamethrin was
noted. At Copargo, Gogounocu, Djougou, Kandi and
Segbana, mortality rates increased from 79.2, 83.14,
25.27, 41.41 and 60%, respectively, with deltamethrin
alone to 99.06% (y° = 19.613, df = 1, P = 0.0009),
98.03% (y* = 11.28, df = 1, P = 0.0008), 93.20% (x* = 109.01,
df =1, P < 0.0001), 63.10% (¢* = 8.675, df = 1, P = 0.0322)
and 85.71% (¥ = 15967, df = 1, P = 0.0064) with delta-
methrin + PBO (Fig. 3b).

Distribution of sibling species of the Anopheles gambiae
complex by site and in dead and live mosquitoes

Qut of the 1163 specimens of An. gambiae (s.I.) analyzed
by PCR in the two investigated health zones, 55.46%
were An. gambiae and 44.54% An coluzzii. Overall, An
coluzzii was predominant in Kandi and Ségbana with a
mean of 61.6% in the KGS health zone as compared to
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An. gambiae (384%). In the DCO health zone, An.
gambiae was in majority in all three districts (Djougou,
Copargo and Quaké) with a mean of 68.92% compared
to An. coluzzii (31.08%) (Table 1).

Overall, in Kandi, Gogounou and Segbana, mortality
occurred mostly in An. coluzzii as compared to An. gambiae
(y* = 13.357, df = 1, P = 0.0003 and y* = 13.837, df = 1,
P = 0.0002, for bendiocarb and deltamethrin, respectively)
in the KGS health zone (Table 2). By contrast, in the DCO
health zone, mortality occurred similarly in An. gambiae
and An. coluzzii (f = 1456, df = 1, P = 0.227 for bendio-
carb; * = 0482, df = 1, P = 0.487 for permethrin; and y* =
0.0359, df = 1, P = 0.849 for deltamethrin) (Table 2).

Distribution of L1014F kdr and G1195 Ace-1 mutations in
An. gambiae and An. coluzzii

Tables 3 and 4 show the distribution of the frequency of the
kdr L1014F and G119S Ace-I mutations in An. gambiae

and An. coluzzii in the six surveyed districts. Overall, the
mean frequency of the kdr L1014F gene at all districts was
0.77. These frequencies were higher in An. gambige than in
An. coluzzii at all sites with a significant difference between
the frequencies of the two sibling species at Kandi and
Gogounou (Table 3). The kdr LI0I4S resistant allele was
not detected in our samples.

The G1195 Ace-1 mutation was identified in all districts
at very low frequency (between 1-6%) (Table 4). It varied
from 2 to 6% in An gambige and from 0 to 2% in An
coluzzii (Table 4) with a significant difference between
both species when all sites were combined.

Expression of oxidases, esterases and G5Ts in An.
gambiae (s.1.)

Figures 4 and 5 display the mean levels of enzymatic
activities in field mosquito populations and the Kisumu
reference susceptible strain, In all investigated districts,
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Table 1 Distribution of An. cofuzzii and An. gambiae in the KGS and DCO health zones

Heath District Total An. coluzzil An. gambige ¥-value df P-value®

zone no. tested n o n o

KGS Kandi 266 180 67.67 86 3233 65.03 1 <0.001
Gogounou 175 91 52 a4 48 04114 1 05212
Segbana 72 45 62.5 27 375 8027 1 0.004
Total (KGS) 513 316 61.60 197 3840 54.28 1 <0.001

DCO Djougou 269 101 37.55 168 6245 3238 1 <0.001
Copargo 270 51 18.89 219 81.11 206.59 1 <0.001
Ouake 111 50 45.05 61 5495 1801 1 0179
Total {DCO) 850 202 31.08 448 68.92 184.69 1 <0.00
Grand total 1163 518 44.54 645 5546 27.302 1 <0.001

% An. coluzzii vs % An. gambiae

at least one class of detoxification enzyme revealed
elevated activity relative to the Kisumu strain. Oxidase
activity was significantly elevated in the districts of
Djougou (Mann-Whitney U-test, I/ = 48.50, P < 0.0001),
Gogounou (If = 149.5, P < 0.0001) and Kandi (I/ = 280.5,
P < 0.0001) compared to the Kisumu strain (Fig. 4a). The
highest glutathione-S-transferase (GST) activities were
observed in the Copargo and Gogounou populations
with a significant difference compared to the Kisumu
strain (I = 312, P = 0.0009 and I/ = 151.1, P < 0.0001,
respectively) (Fig. 4b).

The activity of o esterases was higher in the populations
of Djougou (U = 369, P = 0.009), Ouake (I = 190, P =
0.0014) and Kandi (£ = 322, P = 0.0005) compared to the
Kisumu strain (Fig. 5a). Significantly elevated [ esterase
activities were observed in Djougou (U = 2655, P =
0.0001), Ouake (U = 157, P = 0.0002), Copargo (U = 357,
P = 0.0055) and Kandi (Z/ = 144, P < (0.0001) compared to
the Kisumu strain (Fig. 5b).

Discussion

Menitoring is an integral part of any resistance manage-
ment strategy which allows informed decisions about
the choice of insecticides [47]. The present study shows
confirmed resistance of malaria vectors to deltamethrin
and permethrin (pyrethroids), increased susceptibility to
pyrethroids through the use of PBO, decreased suscepti-
bility to bendiocarb in some districts and full susceptibility
to pirimiphos-methyl.

The predominance of An. coluzzii in Alibori could be
due to the presence of rivers and water dams that create
numercus permanent and semi-permanent larval habitats
conducive to the emergence of this mosquito species. In
addition, the sandy socil of the region may cause a fast
infiltration of water after rainfall, which would favor the
formation of only very few temporary breeding sites. By
contrast, the clay soil in Donga retains water after rainfall
and, as a result, several temporary larval habitats could be

formed, thus allowing the development of An. gambiae
which was in majority in this region.

In the present study, levels of resistance to permethrin
and deltamethrin observed after recording the 24-h mor-
tality rates varied between districts. Pyrethroid resistance
in An. gambiae (s.l.) observed in the present study con-
firms findings of previous studies carried ocut in Benin
[22, 23, 25]. The lowest mortality rates to pyrethroids
were observed in the districts of Kandi, Djougou and
Segbana. This could be due to the strong selection pressure
exerted by the large-scale cotton preduction [35]. The wide
distribution and high level of malaria vectors’ resistance to
pyrethroids might be due to the expansion of agriculture
[48, 49] and the mass use of pyrethroid-treated mosquito
nets, distributed at the national level over past years
[50, 51]. As mortality occurred mostly in the predominant
species (An. coluzzii) in the KGS health zone but was
similar in each species in the DCO health zone, no
conclusion can be drawn on a higher susceptibility to
insecticides between the species.

Overall, An. gambige (s.l.) was resistant to pyrethroids
and displayed high frequencies of the kdr L1014F mutation
in all surveyed districts. The kdr L1014F frequency was
higher in An. gambiae than in An. ecoluzzii in most local-
ities, which confirms the recent findings of Gnanguenon et
al. [26] and Yahouédo et al. [52] in some sites located on
the north-south axis of Benin. Several previcus studies
have also shown that frequencies of kdr L1014F are higher
in Ax. gambige in west and central Africa compared to An
coluzzii [41, 53], except for some urban and peri-urban
coastal areas [54]. In addition to kdr L1014F that could
compromise the effectiveness of vector control tools
such as LLINs and IRS [55], the involvement of
mono-oxygenases in pyrethroids resistance in our
study sites has also been noted since the level of vector
resistance to deltamethrin and permethrin was significantly
reduced by the use of PBO. These oxidases are involved in
the detoxification of pyrethreids in Awmopheles gambiae
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Table 3 Frequencies of the kdr L1014F mutation observed in An. gambiage and An. coluzzii

District Species No. Genotype Freq. value df F-value
tested 1014F/F 10140F T014UL 10147

Kandi An. gambiae 86 57 19 10 0773 7.043 1 00079
An. coluzzif 180 86 54 30 0655

Gogounou An. gamblae 84 66 15 3 0875 5924 1 00149
An. coluzzif 91 57 26 8 0769

Segbana An. gambiae 27 15 9 3 0722 0.260 1 0609
An. coluzzif 45 22 16 7 0.667

Djougou An. gambiae 168 114 41 13 0.801 2534 1 [SARNI
An. coluzzif 101 63 23 15 0738

Copargo An. gamblae 219 158 52 9 0840 0440 1 0.506
An. coluzzif 51 39 11 1 0873

Ouake An. gambice 6l 44 1 5} 0811 3770 1 00521
An. coluzzif 50 27 15 0.690

Total An. gambiae 645 454 147 44 0818 32.599 1 <0.0001
An. coluzzif 518 294 155 69 0717

Abbreviation: Freq., frequency

(s.L) [56, 57]. Moreover, our biocchemical data have
revealed their overexpression in An gambiae (s.l) in
Djougou, Gogounou and Kandi. This result is similar to
that obtained by Djouaka et al. [27] in natural populations
of An. funestus (s.L.) in Pahou and confirms the works of
Djégbé et al [22] and Aizoun et al [24] at Kandi and
Malanville, respectively, two sites of northern Benin near
our study area. The simultaneous presence of kdr L1014F
and elevated oxidase activity could confer higher resist-

LLINs (Permanet 3.0 nets and Olyset Plus mosquito nets)
associated with a pirimiphos-methyl-based IRS could be
implemented for effective malaria vector control in Alibori
and Donga, two regions selected to receive both interven-
tions. Indeed, a recent study carried out by Protopopoff et
al. [58] in Tanzania reported a better performance of
the strategy combining PBO LLINs and IRS with piri-
miphos-methyl on malaria transmission as compared to
standard LLINs, in pyrethroids resistance areas. The high

ance in mosquitoes. In these conditions, the use of PBO  activity of glutathione-S-transferases in the wild

Table 4 Frequencies of the Acel G1195 mutation observed in An. gambige and An. coluzzii

District Species No. Genotype Frea. yvalue df Pvalue

tested 1195/5 119G/5 1196/G 1195

Kandi An.gombiae 85 0 4 82 0.0233 0179 1 0671
An. coluzzii 180 0 5 175 00139

Gogounou An.gambiae 84 0 6 78 0.0357 1412 1 0234
An. coluzzii 91 0 2 89 0on

Segbana An.gambiae 27 0 3 24 0.0556 2746 1 0.0974
An. coluzzii 45 0 0 45 ]

Djougou An.gombiae 168 0 10 158 0.0298 0178 1 0672
An. coluzzii 101 0 4 97 00198

Copargo An.gombiae 219 0 10 209 0.0228 1.282 1 0.257
An. coluzzii 51 0 0 51 0

Ouake An.gambiae 51 0 2 59 0.0164 <0.0001 1 1
An. coluzzii 50 0 1 49 0.01

Total An.gambiae 845 0 35 510 0.0271 6.252 1 00124
An. coluzzii 518 0 12 506 00116

Abbreviation: Freq., frequency
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populations of An. gambiae (sl) in the districts of
Copargo and Gogounou could play a minor role in the
resistance to pyrethroids due to the oxidative stress [59].
Other studies attribute this overexpression of G5Ts to the
resistance of An. gambiae (s.[) to DDT [19]. In such case,
in the presence of kdr L1014F, GSTs could increase pheno-
typic resistance to pyrethroids and DDT and broaden the
spectrum of resistance to independent compounds [60].
The possible resistance to bendiocarb (carbamate) and
the low frequencies of the G1195 Ace-1 observed in our
study sites was also previously reported by Djenontin et
al. [61]. This start of resistance to bendiocarb and the
observed presence of some heterozygous (RS) individual
mosquitoes for the G119S Ace-1R mutation is worrying

given several studies have shown that this insecticide
represents a potential alternative to pyrethroids for the
management of resistance [62, 63]. The highest frequen-
cies of G1195 Ace-1R were found in An. gambiae (2—-6%)
and the lowest in An coluzzii (0-2%). These results
corroborate those obtained by Aikpon et al. [25] and
Gnanguenon et al. [26] in the Atacora and Kandi districts
of Benin, respectively. However, even though the G1195
Ace-1 mutation is often incriminated in vectors resistant
to carbamates and organophosphates, it does not fully
explain the observed possible resistance to bendiocarb,
because some susceptible homozygous individuals survive
after exposure to this carbamate [54]. Susceptibility of An.
gambiae (s.) to pirimiphos-methyl observed in our study
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Fig. 5 o-esterase and B-esterase activities in field populations of Anopheles gambiae {s.1)
as compared ta the Kisurnu reference susceptible strain. The red horizontal lines indicates the mean level of enzymatic activity

*Population with a significantly higher enzyme activity

119



Salako et al. Parasites & Vectors (2018) 11:618

area confirms the findings of Asidi et al. [64] which
showed that the presence of G119S Ace-1 does not confer
a systematic resistance tc organophosphates.

Concdlusions

With high pyrethroid resistance, overexpression of some
metabolic enzymes (MFO, GST) and the high kdr L1014F
allelic frequencies observed in An. gambiae (s.l) in the KGS
and DCO health zones, IRS with pirimiphos-methyl - for
which full susceptibility was detected - is recommended for
control. Furthermore, the increased susceptibility level of
vectors to pyrethroids after pre-exposure to PBO suggests
that implementation of PBO-treated LLINs (Permanet 3.0
and OlysetPlus) could be a productive strategy to replace
conventional LLINs in the two targeted regions.
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Chapitre 3. Impact entomologique de la pulvérisation intradomiciliaire

dans I’ Alibori et la Donga, au nord du Bénin.

3.1. Présentation de I’étude
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Les interventions ciblant les vecteurs du paludisme sont considérées comme l'un des moyens les
plus efficaces de prévention pouvant permettre 1’élimination du paludisme a I’horizon 2030 selon
I'Organisation mondiale de la santé (OMS, 2015). En Afrique, les Programmes Nationaux de Lutte
contre le Paludisme mettent généralement en ceuvre de bonnes stratégies de lutte antivectorielle.
Malheureusement, malgré des réductions impressionnantes de la transmission du paludisme
observées, il est reconnu que le manque d'évaluation et de surveillance systématique des vecteurs
constituent une faiblesse pour de nombreux de ces programmes de lutte. La surveillance des vecteurs
devrait avoir une importance accrue dans la planification, la mise en ceuvre, le suivi et I'évaluation
des interventions de lutte antivectorielle dans les zones caractérisées par de différents niveaux de
transmission du paludisme.

Au Bénin, le plan stratégique national de lutte contre le paludisme prévoit une extension de la
PID dans plusieurs autres régions du pays. Il est donc nécessaire de documenter I'impact
épidémiologique et entomologique de I’intervention, afin d’orienter la prise de décisions sur la mise
en ceuvre future du programme.

En effet, plusieurs facteurs peuvent affecter I'efficacité de la pulvérisation d'insecticides a effet
rémanent a savoir: la résistance des vecteurs aux insecticides, la qualité du traitement, I’activité
résiduelle de insecticide, ainsi que le comportement des vecteurs (endophagie/exophagie,
endophilie/exophilie, évitement comportemental des vecteurs) (WHO, 2015). De méme, des études
réalisées pour le choix des insecticides ayant une bonne efficacité résiduelle a utiliser pour la PID a
grande échelle sont souvent menées soit au laboratoire, soit en cases expérimentales, ou dans des
conditions de terrains bien contr6lées (N’Guessan et al., 2010 ; Raeisi et al., 2010 ; Sibanda et al.,
2011 ; Okumu et al., 2012). Dans ces études pilotes, les opérateurs chargés de la pulvérisation sont
souvent bien formés pour la cause. Les résultats de ces études peuvent ne pas refléter ce qui se passe
lors d’une mise en ceuvre a grande échelle ou de grands groupes d'opeérateurs de pulvérisation sont
déployés avec une supervision non individuelle qui ne permet pas de faire un contr6le fin de
I’opération.

Entre 2017 et 2018, le Bénin a connu deux tours de campagnes de PID dans les départements
de I’Alibori et de la Donga avec Actellic 300 CS (organophosphoré). Dans un premier temps, nous
avons étudié la biodisponibilité de cet insecticide utilisé pour le traitement des murs dans ces deux
régions. A cet effet, des bio-essais ont été réalisés sur les murs traités pour évaluer non seulement la
qualité du traitement mais aussi pour suivre I’effet résiduel de Actellic 300 CS sur les murs traités.
Dans un second temps, en considérant la période d’efficacité résiduelle de I’insecticide, I’impact de

cette intervention sur les indicateurs entomologiques de la transmission du paludisme a été mesureé.
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3.2. Efficacité de Actellic 300 CS en pulvérisation intradomiciliaire dans I’Alibori et 1a Donga

Publié & Malaria journal

Cette étude dont ’article est joint a la fin de cette bréve synthese a permis d’évaluer I’impact
de la PID réalisée a grande échelle a base d’un insecticide organophosphoré (Actellic 300 CS) sur les
indicateurs entomologique clés de la transmission du paludisme dans les deux départements cibles du
Nord Bénin.

3.2.1. Contexte de I’étude

Avec I’appui du programme USAID/PMI, le Programme national de lutte contre le paludisme (PNLP)
du Bénin a procédé a I’extension de la Pulvérisation Intradomiciliaire d’insecticide dans les
départements de I’Alibori et la Donga au nord du Bénin depuis 2017. L’¢tude de l'impact
épidémiologique et entomologique du programme de PID est importante pour apporter des éléments
nécessaires a la prise de décision et, guider la mise en ceuvre future du programme. La présente étude
montre les résultats de deux ans de suivi entomologique de cette campagne dans les deux

départements.

3.2.2. Objectifs de I’étude

Cette étude évalue I'impact entomologique de la PID suite a son utilisation a grande échelle pour
protéger les populations des deux départements cibles au Bénin. Cette évaluation s'est concentrée sur
la durée d’efficacité (rémanence) de l'insecticide sur les murs traités, la dynamique des populations
de Anopheles gambiae s.1. et, le taux d'inoculation entomologique (TIE) dans les zones d'intervention

par rapport aux zones témoin.

3.2.3. Méthodologie

Des collectes de moustiques ont été effectuées sur une base mensuelle par capture sur appat humain
et apres aspersion de bombes aérosols a I’intérieur des maisons (PSC) dans six communes dont quatre
traitées avec Actellic 300CS (Kandi, Gogounou, Djougou et Copargo) et, deux non traitées
(Bemberéke et Kouandé) qui ont servi de témoins. Ensuite, la densité de Anopheles gambiae s.1., son
taux de gorgement, son infectivité au Plasmodium falciparum, sa longévité ainsi que son taux
d’inoculation entomologique (TIE) ont été determinés. L'activité résiduelle de Actellic 300 CS sur
les murs traités a été évaluée a l'aide des tests en cénes OMS. La comparaison des indicateurs entre
les zones PID et la zone témoin a été faite pendant la période de rémanence de I’insecticide afin de
s’assurer que toute différence entre les deux zones peut étre imputable a la présence de I’insecticide
dans les cases traités.
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3.2.4. Résultats & et principaux points discutés

La durée d’efficacité résiduelle de Actellic 300 CS estimée pour les deux campagnes de PID réalisée
en 2017 & 2018 est d’environ 4 a 5 mois (Mai a Septembre) dans 1’ Alibori et la Donga. Pendant cette
période, les taux de parturité et d’infectivité de An. gambiae s.l. au Plasmodium falciparum étaient
respectivement de 36,62% et 0,71% apres le premier tour de la PID dans la zone traitée contre 57,24%
et 3,7% dans la zone témoin et, respectivement 48,36% et 0,6% aprés le deuxieme tour de la PID
contre 62,96% et 3% dans la zone témoin (p<0,0001). Similairement, chaque personne recevait dans
la zone traitée 1,6 piqUres infectantes/mois et 1,5 piqlres infectantes/mois contre 12,11 piqdres
infectantes/mois et 9,75 piqares infectantes/mois dans la zone témoin respectivement apres le premier
et deuxiéme tour de la PID, soit une réduction significative du TIE de 86,78% en 2017 et 84,61% en
2018. Une comparaison de ces indicateurs avant (juin-octobre 2016) et apres le premier tour de la
PID (juin-octobre 2017) a révélé une réduction du taux de parturité de An. gambiae s.l. de 46,26%,
de I’indice sporozoitique de 85,75% et du TIE de 87,27%. Par ailleurs, la densité moyenne de An.
gambiae s.l. se reposant par chambre traitée était compris entre 0,38 et 0,48 contre 1,53 et 1,76 par

chambre non traitée respectivement apres le premier et le deuxiéme tour de PID.

3.2.5. Conclusion

Cette étude a montré I’impact positif de la PID dans la réduction des principaux parameétres
entomologiques de la transmission du paludisme dans 1’Alibori et la Donga. Toutefois, le taux de
gorgement et d’infectivité non négligeable de An. gambiae s.I. dans les zones de PID soulignent la
nécessité pour la population de dormir sous les MIILDs dans les zones pulvérisées afin de réduire

d’avantage le contact homme-vecteur.
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Abstract

Background: The current study shows the results of three years of IRS entornological ronitering (2016, before inter-
vention; 2017 and 2018, after intervention) performed in Alibori and Donga, narthern Benin,

Methods: Mosquito collections were performed on a monthly basis using human landing catches and pyrethrum
spray catches in six districts including four treated with Actellic 300 CS (Kandli, Gogounou, Djougou and Copargo)
and two untreated (Bembéréke and Kouandé) which served as control sites. Key transmission indicators of Anopheles
gambiae (s.[} as well as the residual activity of Actellic 300 CS assessed through WHO cone tests, were determined.

Results: The residual efficacy duration of Actellic 300 C5 after the two IRS campaigns (2017 and 2018) was

4-5 months (May—Septernber). The parity rate and the sporozoite index of An, gambige (1) were 36.62% and 0.719%,
respectively, after the first spray round in treated areas cornpared to 57.249% and 3.7%, respectively, in the control
areas (P<0.0001), The sarme trend was observed after the second spray round, After the first spray round, each person
received 1.6 infective bites/month (ib/m) in the treated areas against 12.11 ik/miin the control areas, resulting in a
reduction rate of 86.78%, Similarly, the entomalogical inoculation rate was 1.5 ib/m after the second spray round in
the treated areas vs 9.75 ib/m in the control areas, corresponding to a reduction of 84.61%. A decrease in the parity
rate (46.26%), sporozoite index (85.75%) and EIR (87.27%) was observed for An. gambiae (s/) after the first round of IRS
(June—October 2017) compared to the pre-intervention pericd (June-October 2016). The density of An, gambiae (s/)
ranged between 0,38-0.48 per house in treated areas vs 1.53-1.76 An, gambiae (s/) per house respectively after the
first and second IRS rounds.

Conclusions: This study showed the positive impact of RS in reducing key entomological parameters of malaria
transmission in Alibari and Donga. However, the considerable blood-feeding rate of An, gambige (s.l) in spray areas,
stress the need for the population t sleep under long-asting insecticidal nets (LLINSs) in addition, to prevent from
mosguito bites which did not succeed in resting on sprayed walls.

Keywords: [R5, Efficacy, Actellic 300CS, Malaria transmission, Benin
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Background

Over the past decade, progress has been made in malaria
control, through the promotion of indoor residual spray-
ing (IRS) and long-lasting insecticidal nets (LLINs) [1-5].
Indeed, the proportion of the population with access
to LLINs or having benefited from IRS in sub-Saharan
Africa increased significantly from 2% in 2000 to 59% in
2014 [5]. According to the World Health Organization
(WHO), of the 663 million malaria cases prevented in
sub-Saharan Africa between 2001 and 2015 through vec-
tor control interventions, 79% were through LLINs and
IRS [5]. This historic progress in the fight against malaria
is partly due to the efforts of the USA Government
through the President’s Malaria Initiative (PMI) [6].

In Benin, IRS to control malaria vectors was introduced
due to the expansion of pyrethroids resistance [7-10]
which was the only insecticide class approved for the
impregnation of LLINs. The strategy first implemented
with bendiocarb (2008-2010) in the Oueme region
(south Benin) and then, transferred to the Atacora region
(north Benin) with the use of the same product (2011-
2013) later replaced by pirimiphos-methyl (2014-2016),
was very successful [11-13]. Indeed, Atacora region
offers a good cost-effectiveness ratio insofar as a single
IRS round is sufficient to cover its short transmission
period, which favored the relocation of the intervention
to that region. In addition, the decrease in susceptibility
of mosquitoes to bendiocarb in the same region [14] has
favored the switch from this insecticide to pirimiphos-
methyl, which showed good performance in experimen-
tal huts trials [15].

After six years of IRS implementation in the Ata-
cora region, the National Malaria Control Programme
(NMCP), in agreement with various partners, decided to
partially withdraw the intervention from some districts
of this region and relocate it to two other regions (Ali-
bori and Donga). This decision not only falls within the
framework of the implementation of the national insecti-
cide resistance management plan, but provides opportu-
nity for coverage in two high burden regions [16] which
have never benefitted from this intervention. In prepara-
tion for this relocation, prior studies have shown that Ax.
gambiae (s.1.), the main malaria vector in the two target
regions [17, 18], was susceptible to pirimiphos-methyl
[19, 20], an organophosphate insecticide and potential
candidate for the IRS campaigns in Aliboriand Donga.

In 2017 and 2018, all houses in Djougou, Copargo and
Ouake (Donga region) and Kandi, Gogounou and Seg-
bana districts in the Alibori region were treated with
Actellic 300CS (pirimiphos-methyl). The present study
shows the results of the IRS entomological monitor-
ing conducted in both regions. Thus, the impact of the
strategy on key entomological indicators of malaria
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transmission as well as, the residual efficacy duration of
Actellic 300CS on the different type of sprayed walls were
evaluated.

Methods

Study area

In 2017, Benin's NMCP relocated IRS to six districts
of northern Benin, including three districts (Kandi,
Gogounou and Segbana) in the Alibori region and three
other {Djougou, Copargo, Ouake) in the Donga region
(Fig. 1). A total of 1,226,161 and 1,287,469 persons were
protected with Actellic 300 CS (pirimiphos-methyl)
respectively in 2017 and 2018. Tor the entomological
monitoring of the intervention, 4 districts were sur-
veyed including Djougou (09°42'10"N, 01°40'55"W)
and Copargo (09°50'19"N, 01°32/39"W) in northwest of
Benin and, Kandi {11°07'29"N, 2°56'9“W) and Gogou-
nou {10°5030”N, 2°50'20"W) in northeast of the country
(Fig. 1). Adjacent districts served as controls including
Kouande (10°19'54"N, 1°41'29"W) which is close to the
IRS districts of Djougou and Copargo and, Bembereke
(10°13/30"N, 02°40'05"W) that is next to the IRS districts
of Kandi and, Gogounou (Fig. 1).

The climate is Sudano-Guinean in the Donga region
and Sudanese in the Alibori region. These two regions are
dry savannah areas, with six months rainy season {mid-
April to mid-October) and a dry season which spans the
remainder of the year. Overall, average annual rainfall
ranges between 700—1200 mm and 1200-1300 in Alibori
and Donga, respectively.

The incidence of simple and severe malaria in 2016 was
26.4% in Donga region and 13.3% in Alibori [16].

Adult mosquito collections

In each evaluation district, a central site and a periph-
eral site were selected. On each site, human landing
catches (HLC) were conducted from 21:00 h to 5:00 h
in 2 houses randomly selected at each field visit, with
one collector sitting indoor and a second outdoor,
amounting to a total of 4 collectors/hour/site and § col-
lectors/hour/district over each sampling night. On each
site, the 4 persons who collected the mosquitoes from
21:00 h to 1:00 h were replaced by 4 other collectors
from 1:00 h to 5:00 h. They were rotated between the
different houses to avoid bias related to their ability to
capture mosquitoes or, their individual attractiveness.
This sampling method allowed to evaluate the human-
biting rate (HBR) of the Anopheles vectors, which were
then analyzed by ELISA circumsporozoite protein
(CSP) to determine their sporozoite index (SI). The
morning collection (from 6:00 h to 7:00 h) of indoor
resting mosquitoes using pyrethrum spray catch (PSC)
was carried out in 20 houses per district (10 selected
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technique allowed us to estimate the mean indoor vec-
tor density.

Mosquito identification and processing

Morphological identification of vectors species

After each collection, mosquitoes were counted and mor-
phologically identified using the taxonomic key of Gillies
& Meillon [21]. About 40-50% of the Anopheles vectors
captured through HLC were dissected to assess their
physiological age [22]. Those collected by PSC were clas-
sified according to the physiological state (unfed, feed,
half-gravid and gravid) of their abdomen. Each specimen
was then stored in a labeled Eppendorf tube containing
silica gel and cotton for further molecular analyses.

To detect the presence of P. falciparum, heads and tho-
races of all females An. gambiae (s.l.) were analyzed
by ELISA CSP according to the protocol described by
Wirtz et al. [23]. The abdomens, legs and wings of 20 to
50 specimens of An. gambiae (s.1.), randomly selected
in each district each month, were analyzed by PCR
according to the protocol of Santolamazza et al. [24],
for molecular species identification.

WHO cone bioassays

The residual activity of Actellic 300 CS on treated walls
was evaluated after each IRS campaign using WHO
cone bioassays [25]. These bioassays were carried out
with females of An. gambiae Kisumu, a laboratory
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susceptible strain reared and maintained at the Centre
de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC).

Cone bioassay procedure

From 2017 to 2018, monthly cone bicassays [TO (May),
T1 (June), T2 (July), T2 (July), T3 (August), T4 (Septem-
ber), T5 (October) and T6 (November)| were conducted
on treated walls of 20 houses randomly selected in the
Donga and Alibori regions. The surfaces of the untreated
walls were used as a control. These bioassays aimed not
only to evaluate the quality of the treatment applications
but also to monitor the residual effect of Actellic 300
CS on the treated walls. The bioassays were performed
on the cement and mud walls encountered in the study
area. Using a mouth aspirator, 15 females An. gambiae
Kisumu aged 2-5 days-old were carefully introduced into
each cone, fixed at three different heights (0.5 m, 1 m and
1.5 m) of the treated walls. Mosquitoes were exposed
to the sprayed walls for 30 min; then removed from the
cones and transferred to labeled sterile cups and pro-
vided with 10% sugar solution. After 24 h of observation
at a temperature of 27+ 2 °C and a relative humidity of
80+ 10%, the mortality rate was determined. When the
control mortality was between 5-20%, corrected mor-
tality was performed accordingly using Abott’s formula
[26]; when the control mortality was higher than 20%, the
bioassay was considered invalid and repeated.

Estimation of entomological parameters

In this study, entomological parameters measured before
(May 2016—-April 2017) and after IRS (June 2017-August
2018) include: (i) human-biting rate (HBR), number of
bites of An. gambiae (s.l.) per unit of time (HBR =No. of
specimens of An. gambiae (s.l) collected/No. of collec-
tors/No. of nights of sampling); (ii) sporozoite index (SI),
proportion of An. gambiae (s.l.) with circumsporozoite
protein of B falciparum (S1=(No. of positive thoraces/
Total no. of analyzed thoraces) x 100); (iii) parity rate
(PR), percentage of parous An gambiae (s.l.) (PR=(No.
of parous mosquitoes/Total no. of dissected mosqui-
toes) x 100); (iv) indoor vector density (IVD), mean num-
ber of An. gambiae (s.l.) collected per house (Total no. of
An, gambiae (s.1.) collected indoors by PSC/Total no. of
surveved houses); (v) blood-feeding rate, proportion of
An. gambiae (s.1.) having blood-fed [BFR = (No. of blood-
fed and half-gravid vectors collected by PSC/Total no. of
vectors collected by the same method) = 100]; (vi) ento-
mological inoculation rate (EIR), level of malaria trans-
mission by An. gambiae (s.l.) (EIR=HBR x SI}.

Data analysis
Data were analyzed with the statistical R software, ver-
sion 2.8. using the stats package [27]. The Poisson method
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was used to estimate and compare the confidence inter-
vals of indoor vector density and EIRs of Aa. gambiae
(s.L.} [28]. The Chi-square test of comparison of propor-
tions was used to compare blood-feeding rate, sporozoite
index, and parity rate of An. gambiae (s.l.). These differ-
ent parameters were compared before and after IRS and
then between the treated and control areas.

Results

Residual effect of Actellic 300 CS on treated walls

from 2017 and 2018

Figure 2 shows the monthly variation of mortality rates
in 2017 (Fig. 2a) and 2018 (Fig. 2b), after exposure of Axn.
gambiae Kisumu to cement and mud walls sprayed with
Actellic 300CS in the districts of Djougou and Copargo.
In 2017 and 2018, cone bioassays revealed full suscep-
tibility (100% mortality) of An. gambiae Kisumu to all
sprayed walls (cement and mud), one-week post-IRS
intervention (Fig. 2a, b). Overall, monthly data collected
in 2017 and 2018 showed mortality rates of = 80% (WHO
efficacy threshold) between May and September/October
regardless the district or the type of tested wall, giving an
efficacy duration of 4-5 months (Fig. 2a, b).

Vector species composition

A total of 8776 Anopheles specimens belonging to seven
species were collected through HLC over the study
period in Alibori and Donga (treated areas from 2017),
as well as in Bembereke and Kouande (control areas).
Anopheles gambiae (s.1.) (98.05%, 8605/8776) was the
most abundant species found, followed by An. fienestus
(1.59%, 140/8776). Only 15 An. pharoensis (0.17%), 9 Ax.
coustani (0.10%), 5 An. ziemanni (0.05%), 1 An. paludis
and 1 An. #ili (0.01%) were collected (Table 1).

Of the 2774 specimens of Awn. gambige (s.l.) analyzed
by PCR over the whole study period, three sibling species
[An gambiae (65.60%, n=1820), An coluzzii (33.42%,
r—=927) and An. arabiensis (0.98%, n—27)] were detected
(Table 2). Overall, the same trend (predominance of Ax.
gambiae) was observed before and post-1RS in all locali-
ties (treated and control) (Table 2). Seasonal variation
in the frequency of An gambiage and An. coluzzii was
observed during the study (Fig. 3). Overall, out of a total
of 628 mosquito specimens analyzed in the dry season,
77.7% (n—488) of An coluzzii were detected vs 22.3%
(n—140) of An. gambiae. In contrast, in the rainy season,
An. gambiae was predominant (79.28%, 1680/2119) com-
pared to An. coluzzii (20.72%, 439/2119) (Fig. 3).

Impact of IRS on the longevity of An. gambiae (s.1.)

Overall, Table 3 and Fig. 4 show the impact of IRS on the
longevity of An. gambiae (s.l.) The parity rate of An. gam-
biae (s.1.) was 70.04% (996/1422) before IRS and 37.64%
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Fig. 2 Mortality rate of Anopheles gambiae Kisumu (laboratory susceptible strain) after 30 min exposure to cement and mud walls treated with

pirimiphos-methyl in 2017 (@) and 2018 (

(457/1214) after the first round of IRS in Alibori and
Donga, equating to a 46.25% reduction in vector longev-
ity (P <0.0001) (Table 3).

The trend was the same when comparing the parity
rates obtained in the treated and control areas during
the efficacy period of Actellic 300 CS. Indeed, between
June and September, the parity rates of An. gambiae (s.1.)
in the treated areas (Alibori and Donga) were 36.62%
(364/994) in 2017 and 48.36% (353/730) in 2018 against
57.24% (257/449) and 62.96 (289/459) in the control

b). The red line indicates the WHO

efficacy threshold (mortality of 80%) of an insecticide

areas (f* =52.798, df=1, P<0.0001 for 2017; x*=23.621,
df=1, P<0.0001 for 2018) (Fig. 4).

Impact of IRS on the biting location of An. gambiae (s.1.)

Before IRS, the biting rate of An. gambiae (s.1.) was higher
indoors [9.03 bites per person per night (b/p/n)] than
outdoors (7.83 b/p/n) (P=0.00098, RR=1.153 (95% CI:
1.06-1.26). Similarly, the biting activity of An. gambiae
(s..) was more pronounced indoors than outdoors in the
control areas after both the first (13.04 b/p/n indoors vs

131



Salako et al Parasites Vectors  (2019) 12:612 Page Gof 14
Table 1 Anopheles species composition in surveyed areas before and after IRS
Species Before IRS (May After 1st round of IRS Control After 2nd round of IRS June  Control Total

2016-April 2017) (June 2017-March 2018) (Bembereke, 2018-Novernber 2018) (Bernbereke—

Kouande) Kouande)

An gambiae (5.1} 2465 2379 1546 1286 929 2605
An funestus 54 54 16 9 7 140
An. coustani 9 0 0 0 0 9
An. pharoensis 3 Z 5 2 3 15
An. paludis 1 0 0 0 0 1
Annili 0 0 0 1 0 1
An ziemanni 2 2 0 1 0 5
Total 2534 2437 1 1299 939 3776

8.58 outdoors; RR—=1.52 (95% CI: 1.35-1.72), P<0.0001)
and the second IRS rounds (14.2 b/p/n indoors vs 7.83
outdoors; RR—1.81 (95% CI. 1.58-2.09), P<0.0001)
(Table 4). However, the opposite trend was observed after
the first (4.86 b/p/n indoors vs 10.27 outdoors; RR=2.11
(95% CI: 1.91-2.34), P<0.0001) and the second (7.49
b/p/n indoors vs 8.03 outdoors; RR=1.07 {95% CI: 0.96—
1.2), P=0.233) rounds of IRS in the areas targeted by the
strategy (Table 4).

Impact of IRS on Sl and EIR of An. gambiae (s.1.)
A total of 8603 head-thoraces of An. gambiae (s.l) were
analyzed by ELISA CSP over the study period. After the
ELISA CSP tests, a mean SI of 8.4% (95% CI: 7.25-9.63%;
181 positive samples out of 2158 tested) was obtained
before IRS (June—October 2016) compared to 1.2% (95%
Cl: 0.8-1.8%; 26 positive samples out of 2122 tested)
after the first round of IRS {June—October 2017), cor-
responding to a reduction rate of 85.71% (3> =117.69,
df—=1, P<0.0001). Similarly, an 87.27% reduction in EIR
was observed after the first round of IRS (2.7 infective
bites/person/month) as compared to the pre-interven-
tion period (21.21 ib/p/month) in Alibori and Donga
(RR =783 (95% CI. 5.17-12.31), P<0.0001) (Table 5).
This reduction in the SI and EIR of An. gambiae (s.1.)
was also observed in the treated areas as compared to
the control ones during the efficacy period of Actellic
300 CS in 2017 and 2018. Indeed, after the first round of
IRS (June—September 2017), a mean SI of 0.7% (95% CI:
0.36-1.2%; 12 positive samples out of the 1697 tested)
was obtained in the treated areas compared to 3.7% (95%
Cl: 2.7-5.01%; 42 positive samples out of 1124 tested) in
the control areas (y* =31.45, df=1, P<0.0001) (Table 6}.
During the same period, a person received a mean 12.11
ib/month in control areas against 1.6 ib/month in the
treated areas (RR="7.53 (95% CI: 3.89-12.73), P<0.0001),
which equals to an 86.78% reduction in malaria transmis-
sion. Moreover, the mosquitoes tested after the second
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IRS round (June—August 2018) showed a mean SI of
0.64% (95% CI: 0.27-1.2%; 8 positive samples out of 1241
tested) in the treated areas against 3% (95% CIL: 1.9—4.2%;
26 positive samples out of 881 tested) in the control areas
(¥’ =15.954, df=1, P<0.0001) (Table 6). During the same
period a significant reduction (84.61%) in the EIR in the
treated areas (1.5 ib/p/month) was observed compared to
the control areas (9.37 ib/p/month) (RR=6.25 (95% CIL:
2.73-16.03), P<0.0001) (Table 6).

Figure 5 shows the dynamics of EIR from May 2016
to November 2018. The lowest EIRs were observed dur-
ing the dry periods (January 2017 to April 2017 and
November 2017 to March 2018) in both treated and
control areas. After IRS implementation, lower monthly
EIRs were observed in the treated areas compared to the
control areas between June and October 2017 and 2018,
which equals to 4 months of impact each vear (Fig. 5).

Impact of IRS on IVD in treated and control areas

Table 7 shows the mean indoor density of Ax gam-
biae (s.l.) before IRS and during Actellic 300 CS efficacy
periods. Mean densities of 1.64 An. gambiae (s.l) and
0.41 An. gambiae (s.l.) per room were recorded before
(June—October 2016) and after (June—October 2017)
IRS in Alibori and Donga, respectively, equating to a 75%
reduction (RR=4.04 (95% CIL: 3.53-4.64), P<0.0001)
(Table 7). In addition, after the first IRS campaign {June—
September 2017), 1.53 An. gambiae (s.l.) per room was
recorded in control areas compared to 0.38 An. gambiae
(s..) in treated areas, equating to a reduction of 75.16%
(RR=4.03 (95% CI: 3.34-4.88), P<0.0001) (Table 7). The
trend was the same after the second round of IRS (June—
August 2018) where a significant reduction of 72.72% in
mean indoor density of An. gambiae (s.l.) in the treated
areas (0.48 Awn. gambiae (s.1.) per room) compared to
the control areas (1.76 An. gambiae (s.l.) per room) was
observed (RR=3.64 (95% Cl: 2.84-4.67), P<0.0001)
(Table 7).
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Fig. 3 Seascnal variation of sibling species {(4n. coluzzii and An. gambige) in the study area. Abbreviations: 05, dry season; RS, rainy season
Table 3 Farity rates of Anopheles gambiae (5.1} collected before and after the first round IRS
|RS area Variable Before IRS (June-October After 1st round of IRS (une- ¥ value F-value
2016) October 2017)
Alibori-Donga Mo, dissected 1422 1214 - -
Mo, parous 996 457 - -
Parous {%6) 7004 3764 27657 <0,0001
Impact of IRS on blood-feeding rate of An. gambiae (s.1) Discussion

in treated districts

Overall, blood-feeding decreased significantly after
IRS intervention in the study regions. Prior to the
intervention (June—October 2016), the blood-feeding
rate of An. gambiae (s.l.) was 96.20%. After the first
round of IRS (June-October 2017), this rate decreased
to 63.37% in the treated areas, representing a reduc-
tion rate of 34.12% (f: 236.03, df=1, P<0.0001)
(Table 8). Similarly, a 22.6% reduction in the blood-
feeding rate of An. gambiae (s.l.) was also observed in
the treated areas (62.5%) compared to the control areas
(80.74%) during the Actellic 300 CS persistence period
(June—September 2017) (f: 17.76, df =1, P<0.0001)
(Table 8).

The persistence of an insecticide applied to walls is one
of the key indicators for determining the effectiveness of
IRS [29, 30]. In the Alibori and Donga regions, the persis-
tence of Actellic 300 CS used for the two IRS campaigns
was 4-5 months (May-September/October). These
results corroborate those obtained by Chanda et al. [31]
in Zambia and ‘Tchicaya et al. [32] in Mbe (Cdte d’lvoire)
who observed a residual efficacy of Actellic 300 CS of
4-5 months on mud and cement walls. However, persis-
tence of Actellic 300 C8 observed in this study is lower
than that observed in Zanzibar (8 months) by Haji et al.
[33] for the same product. These differences in commu-
nity persistence of Actellic 300CS from one country Lo
another could be due to the influence of several variable
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Table 4 Biting location of An. gambiae (5.£) in IRS and control areas
Period Area Location Mo, collected Perscn/night HER {b/p/m) P-value
Before IRS June-October 2016) Future IRS Inclosor 1156 128 903 000098
Outdoor 1002 128 783
After 1st IRS round (June-September 201 7) IRS Indloor 544 112 486 < 00001
Outdoor 1150 112 10,27
Control Inclosod 678 52 13.04 < 00001
Outdoor 446 52 B58
After 2nd IRS round (une-August 2018) IRS Ik 599 &0 749 0233
Outdoo o642 80 803
Control Incdexor 568 40 142 < 00001
Outdoor 13 40 783

Abbreviations: HBR, human biting rate; b/p/n, bite/person/night

Table 5 Human-biting rale, sporozoite index and er
after the first round of IRS 2017

omological inoculation rate in Alibori and Donga regions (IRS areas) before and

Region Variable Before IRS (June
2016}
IRS areas (Alibori, Donga) HER/night 843
S| {96) &4
EIR {ib/persan/night) 0.707
EIR {ib/person/manth) 21.21

October  After st round of IRS (une

Abbreviations: 51, sporozoite index; HBR, human-biting rate; EIR, entomological inoculating rate; ib, infected bite
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Table 6 Human-biting rate, sporozoite index and entomological inoculation rate in IRS and control areas

Variabile After 15t IRS campaign (une-September 2017) After 2nd IRS campaign (June-August 2018)
IRS areas Control areas Reduction (26) IRS areas Control areas Reduction (%)
(Alibori-Donga)  (Bembereke—Kouande) (Mlibor-Donga)  (Bembereka—Kouands)
HBR/night 7.56 10.81 - 7.76 1101 -
S1{%) 071 17 8081 046 3 80
EIR (ib/persen/night) 0053 0403 - 005 0325 -
EIR (ib/persen/month) 16 121 86,78 15 9.75 8461
Abbreviations: Sl, sporozoite index; HBR, human-biting rate; EIR, entomological inoculation rate; ib, infective bite
+—#RS areas (Alibori - Donga) @—aControl areas (Bembereke - K ouande)
50 1
45 -
40 - 1t Round IRS 2nd Round IRS
— 35- l
E '
5 30
g 25
x 20
w |
15 -
10
5-
0+
gtk EEEEREEEREERERRROROEREEREER
S E R SERSAREIIR/REILLERIIR LS
& g = = g = E >
£5332 58853322 T8 53%
< 8 § z 8 E = z
F° S £
Months
Fig. 5 Dynamics of EIR before and after IRS campalgns in treated and control areas from May 2016 1o Novemnber 2018
Table 7 Indoor density of An. gambiae (5.} in IRS and control areas
Period Area Mo, of rooms Mo, collected Density/room Pvalue
Before IRS (June-Octobher 2016) Baseline 610 1001 1.64 < 00001
After 151 round of IRS (June-October 2017} After IRS areas 673 273 041
After 15t round of IRS June-September 2017) After IRS areas 551 208 038 <0.0001
Control areas 160 244 153
After 2nd round of IRS (June-August 2018) After IRS areas 242 17 048 <0.0001
Control areas 88 155 1.76

factors such as, the environmental conditions (tempera-
ture, relative humidity, exposure to ultraviolet rays)
[34-38], the composition and characteristics (porosity
and pH) of treated walls [39-41] and/or the human inter-
ferences with treated surfaces (washing of treated walls)
(42].

Two malaria vectors have been encountered in treated
and control areas, An. gambiae (s.1.) (98.05%), which rep-
resents the most predominant species, followed by A
funestus (1.59%). These data corroborate previous stud-
ies performed by Gnanguenon et al. [17] in Kandi (north-
east Benin) and Aikpon et al. [43] in Atacora, a region
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Table 8 Blood-feeding rates in An. gambiae (1) in treated and control areas

Period Area Mo, collected Unfed Fed Gravid Half-grawvid Blood- Pvalue
feeding
rate %
Befare IRS: June-Cctober 2016 IRS areas 1001 26 922 12 47 96.20 <0.0001
After Tst round of IRS: June—October 2017 273 99 171 1 2 63.37
After Tst round of IRS: June—Septermnber 2017 IRS areas 208 78 129 0 1 625 < 00001
Control areas 244 18 187 31 10 20.74

neighboring Donga (northwest Benin). Molecular iden-
tification of the sibling species of the An gambiae (s.l.)
complex revealed that An gambiae (65.60%), An. coluzzii
(33.42%) and An. arabiensis (0.98%) live in sympatry. The
predominance of Axn. gambiae in the study area, particu-
larly during rainy season, confirms that dry savannah
areas where many temporary breeding sites are formed
after rains, are conducive to the development this spe-
cies. This was highlighted by previous studies carried
out in similar bio-ecological areas in Nigeria [44], Cam-
eroon [45] and Burkina Faso [46]. As previously found
by Simard et al. [47] and Kudom et al. [48], the predomi-
nance of Ax. coluzzii in the dry season during this study
could be due to the presence of permanent and semi-per-
manent breeding sites such as dams and, watering places
that are the major larval habitats during this period.
Deforestation and increasingly long dry seasons in the
study area, are suspected to be unfavorable conditions for
the development of An. arabiensis, as reflected by the low
number recorded in the present study (#=27).

Overall, after the first round of IRS, significantly
lower density, SI, blood-feeding and parity rates were
observed compared to the pre-intervention period.
Similarly, after the first and second rounds of IRS,
levels of these indicators were significantly lower in
treated areas compared to the control ones. Indeed,
treated areas had probably become difficult to live in
for the Auopheles vectors that fled treated houses. This
ohservation is highlighted here by the low indoor rest-
ing density and the more pronounced outdoor biting
rate of Aun. gambiae (s.l.) which were observed post-
IRS intervention in the targeted localities. Thus, only
a small proportion of vectors could succeed in taking
their blood meals inside treated houses as observed
by Sy et al. [49] in west-central Senegal. The reduced
blood-feeding rate of the vectors had certainly induced
a lower parity rate in treated areas since success in tak-
ing a blood meal conditions the maturation of ovaries
[50]. In addition, the lethal effect of Actellic 300 CS
might not have favored incubation of parasite in vec-
tors before they died, resulting in their low infectiv-
ity in the treated areas compared to the control areas.
These results confirm the findings by Coleman et al.
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[51] in northern Ghana and Mashauri et al. [52] in Lake
Victoria basin of Tanzania, who also described a signifi-
cant decrease in the SI of An gambiae (s.1) after IRS
with Actellic 300 CS.

Before intervention, the EIR of An gambiae (s.l.) was
2121 ib/p/month in Alibori and Donga. However, after
the first round of IRS (June—October 2017), a substan-
tial decrease to 2.7 ib/person/month was detected, which
represents a reduction of 87.27%. The high decrease
in EIR in sprayed areas compared to the control areas
(86.78% in 2017 and 84.61% in 2018) could be due to a
high IRS coverage in treated areas (more than 91% IRS
coverage in 2017 and 92% in 2018). Indeed, similar results
were obtained in Zambia [31], Zimbabwe [53], Tanzania
[52] and Uganda [54] where more than 85% IRS coverage
with Actellic 300 CS was achieved. In parallel, the results
of an epidemiological study conducted in 2017 after IRS
revealed that the decrease of EIR was accompanied by an
8% decrease of incidence among children under five years
of age in the treated area of Donga [55]. EIR reduction
(86.78% in 2017 and 84.61% in 2018} in our study area is
lower than that previously observed by Akogbéto et al.
[11] {94.4% in Oueme, southern Benin}, Aikpon et al. [12]
(99.24% in Atacora, northwest Benin) and Sy et al. [49]
(92.59% in central-west Senegal).

Although blood-feeding rates and SI of Anopheles were
significantly lower in the treated areas compared to the
control areas, they remained considerable in these areas.
This highlights the need to support IRS campaigns with
information, education and communication campaigns
to aware the population on the necessity of sleeping
under LLINs, even in sprayed houses to avoid bites of
mosquitoes which do not succeed in resting on walls due
to the insecticide effect.

Currently, pirimiphos-methyl CS is the only product
used in IRS in Benin due to the emergence of resistance
of An. gambiae (s.1.) to bendiocarb and pyrethroids [14].
Since resistance is a dynamic phenomenon, its emergence
to organophosphates over time cannot be ruled out. Con-
sidering this, the use of new generation insecticides such
as SumiShield® 50WG and Fludora® Fusion which have
a persistence of approximately 8 to 10 months [56, 57]
and which have been recently approved by WHO, may be
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considered. This will allow covering the entire duration
of malaria transmission (approximately 6 months} in the
two surveyed regions,

The present study has some limitations. Indeed, the
discontinuation of the cone bioassays in September 2018
when Actellic 300CS was still effective meant the exact
persistence duration of the product could not be deter-
mined. Moreover, the mosquito collections which started
at 21:00 h did not allow collecting information on early
mosquito biting in the evening.

Conclusions

The reduction of key entomological indicators of malaria
transmission in the treated regions shows the positive
impact of the IRS programme. However, this strategy
must be complemented with a high use of LLINs for
greater effectiveness in vector control.
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4.1. Abondance et distribution saisonniére de Anopheles gambiae s.. et de Culex
quinquefasciatus dans I'Alibori et la Donga

La présente etude fournit des données de base entomologiques sur la dynamique de population des
deux moustiques les plus abondants de la future zone d’extension de la PID au nord Bénin : Alibori
et Donga. Un total de 11 différentes especes a été collectées alors que Huttel (1950) et Hamon (1954)
avaient respectivement collecté 13 et 15 especes au Sud-est du Bénin. Nos données se rapprochent
de celles de Gnanguenon et al. (2014) qui a échantillonné 12 espéces de moustiques dans des sites
sentinelles y compris la région du Borgou. Selon Ndiath et al. (2011), la faune culicidienne aurait éte
plus diversifiée si au cours de 1’échantillonnage, les captures sur appat humain étaient associées a des
captures aux pieges lumineux. En effet, la capture a ’intérieur des maisons ne prend pas en compte
les moustiques exophiles qui sortent tot le matin des habitations humaines ni les individus qui piquent
a I’extérieur et qui se reposent dans les abris extérieurs. L’abondance de Anopheles gambiae s.I. dans
les deux régions confirme les études antérieures dans le nord Bénin (Aikpon et al., 2013b;
Gnanguenon et al., 2014). L'abondance relative de Culex quinquefasciatus est liée a la prolifération
des gites larvaires pollués de matiéres organiques dans les grandes villes choisies pour 1’étude. La
prédominance de An. gambiae s.l. s’explique probablement aussi par le faible niveau d’urbanisation
des villages périphériques choisis pour 1I’étude dans chaque commune. En effet, en milieu rural,
contrairement au milieu urbain, les gites larvaires sont moins pollués et sont propices au
développement des anophéles, d’ou la forte densité anophelienne constatée dans les zones rurales.
L’agressivité des deux especes a I’intérieur et a I’extérieur des habitations n’est pas la méme dans les
sites prospectés. Contrairement a Cx. quinquefasciatus qui a une activité trophique similaire a
I’intérieur et a I’extérieur, la proportion de An. gambiae s.l. piquant & l'intérieur des habitations est
relativement élevée dans toute la zone d'étude. Ce comportement de An. gambiae s.1. a se nourrir sur
I’homme préférentiellement a 1’intérieur des maisons, se justifie par le fait que les populations ne se
couchent pas a I’extérieur des cases dans la zone d’étude pendant la période de 1’abondance de ce
vecteur. Ce constat milite pour la réalisation de la pulvérisation intradomiciliaire, stratégie qui cible
préférentiellement les vecteurs endophages et/ou endophiles. On note une relation entre
l'augmentation de la pluviométrie et celle de la densité de An. gambiae s.I. et une diminution de la
densité de Culex quinquefasciatus. La pluviométrie est un facteur clé qui détermine I'existence des
especes d’anophéles, leur abondance et la durée de la saison de transmission du paludisme (Lindsay
et al., 1996; Besancenot et al. 2004). Dans le Sahel au Sénégal, Fontenille et al. (2003) ont vu la
densité anophelienne diminuer avec une diminution des précipitations. Cette observation devrait étre

prise en compte dans I’établissement du calendrier des pulvérisations: pour une meilleure efficacité
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des traitements d’insecticides, la campagne de pulvérisation devrait commencer juste au démarrage
de la saison pluvieuse.

Seulement deux espéces du complexe An. gambiae, An. gambiae et An. coluzzii, assurent la
transmission du paludisme dans les deux régions avec une prédominance de An. coluzzii dans
1’ Alibori en raison probablement d’une aridité plus ¢levée comme rapporté dans certaines études au
Nigeria (Coluzzi et al. (1979, 1985), au Cameroun (Onyabe & Conn, 2001 ; Simard et al., 2009) et
au Burkina Faso (Diabaté et al., 2005). Dans la région de I’ Alibori située a 1’extréme nord du Bénin
ou le degré d’aridité est élevé, An. coluzzii est prédominant (69%) pendant presque toute la période
de I’étude. Par contre, dans la région de la Donga située plus au sud, An. gambiae trouve des
conditions de développement plus favorables. Ces résultats confirment les travaux de Toureé et al.
(1994) qui ont mentionne une diminution graduelle de la fréquence de An. coluzzii lorsque 1’on passe
d’un environnement sahélien au nord a un environnement forestier au sud. L’abondance de An.
gambiae pendant la saison pluvieuse s’explique par le fait que cette espece est inféodée aux ites
larvaires temporaires qui pullulent pendant les périodes de pluies ou il se développe. Il disparait
ensuite pendant la saison séche et réapparait en grand nombre dés les premieres pluies (Diabaté et al.,
2008 ; Lehmann & Diabaté, 2008).

Aucun spécimen de An. arabiensis, vecteur des zones de savane seche, n’a été retrouvé dans
nos échantillons alors que vingt ans auparavant, Akogbéto (1992) et Akogbéto & Di Deco (1995)
signalaient sa présence en sympatrie avec An. gambiae au nord du Bénin. Ces résultats confirment
les travaux de Djogbénou et al. (2010a) qui signalaient la disparition de An. arabiensis dans les
communes de Tanguiéta et de Natitingou au nord du Bénin entre 2006 et 2007 et ceux de Gnanguénon
et al. (2014) sur le transect nord-sud, qui ont repéré ce vecteur dans les communes de Dassa et
d’Allada, en déplacement vers le sud du Bénin. Ces études avaient notifié que la colonisation des
régions du sud par An. arabiensis pourrait &tre lié a un mouvement accéléreé de la transhumance des
animaux du nord vers le sud observé depuis quelques années. Cette migration de An. arabiensis du
nord au sud trouverait ses causes dans la déforestation, créant ainsi des conditions favorables au

développement de I’espece au centre et au sud du Bénin.

4.2. Niveau et pic de la transmission du paludisme dans I'Alibori et la Donga

L’étude de la dynamique de la transmission du paludisme est un préalable indispensable non
seulement pour comprendre 1’épidémiologie de cette affection, mais aussi pour mettre en place un
contrble efficace et ciblé des moustiques vecteurs (Fontenille & Simard, 2004). Le suivi
entomologique que nous avons réalisé a révélé que Anopheles gambiae s.l. et An. funestus s.1. sont

les principaux vecteurs du paludisme dans 1’ Alibori et la Donga, ce qui confirme les résultats d’études
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antérieures menées en Afrique de 1’ouest, et en particulier au Bénin (Akogbéto & Di Deco, 1995;
Kelly-Hope et al., 2009; Aikpon et al., 2013b ; Gnanguenon et al., 2014). Parmi ces deux especes
vectrices, Anopheles gambiae s.I. est majoritaire (97,72%) dans les deux départements, ce qui
corrobore les données précédemment publiées par Aikpon et al. (2013b) dans 1’Atacora et
Gnanguenon et al. (2014) a Kandi et Malanville, deux communes du département de 1’ Alibori. Selon
Akogbéto et al. (2018), dans I'Alibori et la Donga, le complexe Anopheles gambiae est composé de
deux espéces jumelles (An. gambiae et An. coluzzii) dont les proportions sont variables d’un
département a I’autre. Dans I'Alibori, An. coluzzii et An. gambiae ont été trouvés respectivement a
62,2 % et 37,8 %. Dans la Donga, An. gambiae était le plus abondant (64,7%). Les deux espéces
étaient présentes pendant toute la saison de transmission (Akogbeto et al., 2018).

Le comportement de piqlre de An. gambiae s.l. était significativement plus marqué a
I’intérieur des habitations. Ce comportement de An. gambiae s.1. qui cherche a se nourrir sur homme,
préférentiellement a I’intérieur des maisons, se justifie par le fait que les populations se couchent
exclusivement a I’intérieur des maisons pendant la saison pluvieuse, période d’abondance du vecteur.
Toutefois, cette forte endophagie pourrait étre aussi facilitée par I’altération des pouvoirs répulsif et
Iétal des moustiquaires imprégnées distribuées en 2014 au sein des communautés des deux
départements. En effet, selon Darriet (2007), la moustiquaire Olyset Net neuve diminue le taux
d’entrée de An. gambiae s.l. dans les cases de 44% par rapport a une moustiquaire non traitée alors
que lorsqu’elle est vieille de trois ans, 1’effet répulsif est réduit de moitié et, cet effet n’existe plus
lorsque la moustiquaire est lavée. De plus, le dosage de la quantité d’insecticide réalisé par
Azondékon et al. (2014) a la surface des fibres des MIILDs a révélé une baisse d’efficacité chimique
seulement 6 mois apres la distribution desdites MIILDs. Par ailleurs, le caractére endophage de An.
gambiae s.l. dans la zone d’étude est un atout pour une lutte préventive basée sur la pulvérisation
intradomiciliaire.

Quant a Anopheles funestus, elle représente la deuxieme espece vectrice rencontrée dans la
zone d’étude mais en trés faible densité comparativement a Anopheles gambiae s.I. Cette trés faible
densité a été déja observée par Aikpon et al. (2013b) dans le département de 1’Atacora et par
Gnanguenon et al. (2014) a Kandi (département de 1’ Alibori). La rareté de An. funestus s.l. a Kandi
et a Gogounou pourrait étre due a 1’absence de son habitat larvaire typique (présence de cours d’eau
douce ombragé permanent ou semi-permanent, des marécages, des étangs et des lacs) dans ces
districts compte tenu de la longueur de la période de sécheresse. En 2013, An. funestus s.l. a été
retrouvé a Copargo (Département de la Donga) avec une forte abondance en saison seche (Atkpon et
al., 2017), mais dans la présente étude (année 2016), il a été collecté a faible proportion dans le méme

district, certainement en raison de la période d’échantillonnage des moustiques qui n’a pas couvert
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tous les mois secs de I’année. Par contre, la densité relativement élevée de An. funestus s.l. a Djougou
par rapport aux autres communes serait due a I’existence d'une petite riviere semi-permanente située
non loin de I'un de nos sites d'étude.

La proportion de spécimens de An. gambiae s.I. positifs a ’antigéne circumsporoizotique de
Plasmodium falciparum est trés élevée dans 1’Alibori et la Donga (Is=8,05%), ce qui justifie la
nécessité¢ de la mise en place d’une stratégie de controle des vecteurs du paludisme dans ces deux
départements. Cet indice sporozoitique est similaire & celui obtenu par les études antérieures realisées
dans I’ Atacora au nord du Bénin (IS=6,63%) (Aikpon et al., 2013b), a Ouidah-Kpomasse-Tori (Sud
du Bénin) (1S=9,63%) (Djénontin et al., 2010a) et a I’Ouest du Kenya (IS=8,2%) (Taylor et al., 1990)
mais inférieur a ceux observés a I’Est de la Gambie (IS=17,73%) (Thomson et al., 1994) et en Guinée-
Bissau (1S=12%) (Snounou et al., 1993 ; Jaenson et al., 1994). Cette valeur relativement élevée de
I’indice sporozoitique pourrait étre due a une augmentation du contact homme-vecteur facilité par
des comportements anthropiques et certains facteurs qui accélérent l'usure des moustiquaires
(présence d’objets tranchants ou pointus et de bougies) et chimique (forte fréquence de lavage des
MIILDs). De plus, en raison des fortes températures enregistrées dans ces deux départements en
saison seche, certaines personnes a la recherche de air frais préférent dormir au dehors sans aucune
protection contre les piqiires de moustiques. Ce constat souligne la nécessité d’accompagner les
campagnes de PID par des campagnes d’information, d’éducation et de communication (IEC) afin de
faire comprendre aux populations I’importance de dormir a I’intérieur des habitations dans les zones
pulvérisées.

Des taux d’inoculation entomologique (TIE) variés ont été observés dans les différentes
communes. Les taux les plus élevés ont été obtenus a Djougou (16,85 piqdres
infectantes/homme/mois) et a Copargo (17,66 piqdres infectantes/homme/mois) et les plus faibles a
Kandi (10,75  piqares infectantess/homme/mois) et  Gogounou (11,06  piqdres
infectantes/homme/mois). Ces résultats suggérent que 1’intensité de la transmission du paludisme est
plus forte dans le département de la Donga comparativement a celle de I’ Alibori. En considérant la
formule TIE=PHN x IS et la similarité de I’indice sporozoitique des deux départements, NOUS pouvons
aisément déduire que le taux de piqdre de An. gambiae s.l. a été le principal facteur a I’origine de la
différence observée entre les niveaux de transmission du paludisme entre les deux départements. Cela
confirme les travaux de Garrett-Jones (1964) qui a rapporté que I'abondance des vecteurs est un
déterminant important dans le niveau de transmission du paludisme. Dans le cas de la présente étude,
la fréquence des piqdres de An. gambiae s.l. est significativement plus élevée dans la Donga
comparativement a 1’Alibori (P=0,0000177), ce qui pourrait étre lié a certaines caractéristiques

environnementales (pluviométrie et humidité du sol plus élevées dans la Donga que dans 1’ Alibori
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favorisant ainsi la prolifération des vecteurs). La variation des niveaux de transmission du paludisme
entre les deux departements investigués pourrait étre également liée a des différences au niveau des
reliefs. Dans 1I’Alibori, les communes de Kandi et de Gogounou sont situées dans des zones de
plateaux versant qui favorisent le ruissellement de 1’eau vers le sud du pays aprés les pluies. Cette
situation empéche la formation sur place d’un grand nombre de gites larvaires, avec pour conséquence
un faible taux de piqiire des vecteurs dans 1’ Alibori par rapport a la Donga. Ces résultats confirment
les travaux réalisés a 1’Ouest du Kenya par Omukunda et al. (2013) qui ont rapporté des résultats
similaires dans des zones bioécologiques analogues.

Les fréquences de piqlres infectées globalement plus élevées en zone rurale qu’en zone
urbaine (p=0) de toutes les communes étudié¢es confirment 1’hétérogénéité spatiale de 1’épidémiologie
du paludisme précedemment évoquée par Sovi et al. (2013) dans le département du Plateau, au sud-
est du Bénin. Les TIE élevés obtenus dans les zones rurales seraient probablement dus a une forte
agressivité de An. gambiae s.l. issue d’une prolifération exponentielle au niveau des gites larvaires
trés peu chargés de maticres organiques et beaucoup moins pollués qui s’y trouvent, contrairement
au milieu urbain ou les habitats larvaires sont généralement trés pollués et par conséquent plus
propices au développement des Culicinés (Omumbo et al., 2005). Des résultats similaires ont été
observés a Dar es Salam en Tanzanie (Wang et al., 2006a), a Ouagadougou au Burkina-Faso (Wang
etal., 2006b), a Tori-bossito au Sud Bénin) (Pierrat, 2010), a Kandi au nord est du Bénin (Govoetchan
et al., 2014) et sur le transect nord-sud du Bénin (Gnanguenon et al., 2014). Dans notre zone d’étude,
le risque d’infection palustre est tres élevé pendant la saison pluvieuse mais trop faible pendant la
saison seche malgré le taux de parturité élevé enregistré pendant cette période comparé a la saison
pluvieuse. Cette période de transmission du paludisme est relativement plus longue dans la Donga
que dans 1’ Alibori avec un pic respectivement en Aott et en Octobre. Ces résultats montrent que les
deux départements appartiennent a un facies tropical caractérise par une transmission saisonniere de
paludisme interrompue par la saison séche pendant une bonne période de I'année. Un tel facies
épidémiologique se rencontre au Zimbabwe, au Kenya, en Tanzanie, dans les zones septentrionales
du Nigeria, du Bénin, du Ghana, de la Cote d’Ivoire et de Guinée (Mouchet et al., 1993). Cette
observation devrait étre prise en compte dans 1’établissement du calendrier des pulvérisations pour
une meilleure efficacité de I’intervention. Généralement, il est conseillé de commencer la campagne
de pulvérisation avant la période de transmission (juin de préférence dans les deux départements
couverts par I'étude). Etant donné que la formulation CS du pirimiphos-méthyl a utiliser pour les
campagnes PID prochaines présente une rémanence de quatre mois en phase opérationnelle dans
1’ Atacora (Akogbéto et al., 2015), la courte durée de la transmission du paludisme dans 1’ Alibori est

un atout.
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4.3. Contribution des especes du complexe Anopheles gambiae dans la transmission du
paludisme dans I'Alibori et la Donga

L'un des moyens les plus efficaces de réduire le fardeau du paludisme est de contrbler
les moustiques anopheles qui transmettent les agents pathogenes (Neafsey et al., 2010). Cependant,
un contréle bien ciblé et efficace ne peut étre planifié et réalisé que si les vecteurs du paludisme sont
correctement identifiés et leur bionomique spécifique, leur réle dans la transmission du paludisme et
leur répartition géographique sont correctement compris. La présente étude fournit des informations
détaillées sur la bioécologie des espéces vectrices du complexe Anopheles gambiae et leur
contribution dans la transmission du paludisme dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga, au
nord du Bénin ou une campagne de la PID est programmée. Selon plusieurs études réalisées en
Afrique subsaharienne, le complexe Anopheles gambiae est le principal vecteur du paludisme et
compte 04 especes présentes en Afrigue de [I'Ouest:il s’agit de An. gambiae,
An. coluzzii, An. arabiensis et An. melas (Coluzzii et al., 1979 ; Coluzzii et al., 1985 ; Akogbéto &
Di Deco, 1995 ; Akogbéto et al., 1995 ; Fontenille et al., 1993 ; Coetzee et al., 2013). Dans la
présente étude, seulement 02 especes ont été retrouvées assurant la transmission du paludisme dans
les départements de 1’Alibori et de la Donga: An. gambiae et An. coluzzii. Ces deux espéces sont
présentes toute I'année avec une forte prédominance de An. coluzzii pendant la saison seche. De
résultats similaires ont été signalés en Angola, ou An. coluzzii et An. gambiae avaient été retrouvés
en sympatrie dans la partie basse (San Joao) et haute (Alto Liro) de la commune de Lobito (Toto et
al., 2011). Malgré que les 02 zones d'étude aient un climat presque similaire, il y avait une disparité
dans la répartition des 02 espéces pendant la saison des pluies avec une forte prédominance
de An. coluzzii dans le département de Alibori par rapport au département de la Donga. Les faibles
proportions de An. gambiae pendant la saison séche pourrait étre due a 1’asséchement des gites de
reproduction temporaires pendant cette période de 1’année, et de la présence de gites de reproduction
permanents et semi-permanents beaucoup plus favorables au développement des larves de coluzzii
(Diabateé et al., 2008 ; Lehmann & Diabaté, 2008).

Malgré le grand nombre d’échantillons de An. gambiae s.I. (plus de 4000 moustiques)
analysés a la PCR, aucune espéce de An. arabiensis n’a été identifiée. Un seul spécimen de Anopheles
nili a été identifié morphologiquement dans la zone d’étude. L'absence de An. arabiensis dans la zone
d'étude pourrait étre due au comportement exophile et zoophile de cette espéce et a sa disparition
progressive dans certains environnements en Afrique de I'Ouest (Coluzzii et al., 1979 ; Touré, 1985),
en particulier dans le nord du Bénin (Akogbéto & Di Deco, 1995). En effet, dans les années 1992,
Akogbeto (1992) avait signalé la présence de An. arabiensis en sympatrie avec An. gambiae s.s. au

147


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jvec.12147#jvec12147-bib-0017
https://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12936-018-2452-9#ref-CR4
https://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12936-018-2452-9#ref-CR4
https://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12936-018-2452-9#ref-CR4

nord du Bénin. En 2010, soit 18 ans aprées, Aikpon et al. (2013) ont signalé sa disparition dans la
méme région.

Les taux globaux de piqlres de An. gambiae et de An. coluzzii n'étaient pas plus élevés a
I'extérieur qu'a l'intérieur, aussi bien pendant la saison des pluies que pendant la saison seche, ce qui
suggere un réle important a jouer par les Moustiquaires Imprégnées d’Insecticides (MII) dans les
efforts de prévention contre le paludisme. Cependant, malgré la présence des MII dans les maisons
choisies étudiée, An. gambiae a maintenu un indice élevé de contact entre I'nomme et le vecteur, ce
qui pourrait étre le résultat de la résistance du vecteur aux insecticides pyréthrinoides utilisés pour
traiter ces moustiquaires. En effet, les captures sur homme montrent un contact homme-vecteur plus
prononcé a I’intérieur chez An. gambiae (56,6%: 751/1326) que chez An. coluzzii (43,4%: 575/1326)
(p<0,0001). Ce taux de piqlre plus élevé a I’intéricur observé chez An.gambiae serait di
probablement a une plus grande capacité de An. gambiae a se nourrir sur des hommes a l'intérieur des
habitations. Ce résultat est similaire a celui obtenu par Tuno et al. (2010) au Ghana qui ont observé
une forte endophagie de An. gambiae par rapport a An. melas.

Un taux de gorgement tres élevé a été observé chez les populations de An. gambiae (96,68%)
et de An. coluzzii (90,20%) collectés aprés aspersion matinale d’insecticide a l'intérieur des maisons,
avec un indice d’anthropophagie élevé et similaire chez les deux especes (0,97). Ces résultats
confirment les études similaires antérieures réalisées par Aikpon et al. (2013) dans
I’ Atacora; Padonou et al. (2012a) dans 1’Ouémé et Ototo et al. (2015) a 1’Ouest du Kenya. Du fait
que An. gambiae et An. coluzzii aient une anthropophagie similaire, ces deux especes ont montré des
indices sporozoitiques similaires respectivement de 8,5% et 8,9% (p=0,60). Ce résultat rappelle les
travaux de Carnevale et al.(2015), qui ont observé le méme taux d'infection chez
An. coluzzii et An. gambiae a Lobito en Angola. Compte tenu de cette attractivité similaire des deux
especes jumelles vis-a-vis des hotes humains et le grand nombre d'échantillons (plus de 4000) analysé
a ’ELISA-CSP, il est probable que An. gambiae et An. coluzzii aient la méme capacité a offrir un
environnement physico-chimique adapté au développement du Plasmodium falciparum au cours du
cycle sporogonique.

En tenant compte du fait que la capacité vectorielle d'une population d’anophele dépend de
plusieurs facteurs, notamment de la capacité a favoriser le développement du cycle sporogonique, la
contribution de An. coluzzii et de An. gambiae a la transmission du paludisme a été exprimée en
termes d'indice sporozoitique (IS) et de fréquence des contacts homme-vecteur (PHN). Sur la base
des taux d’inoculation entomologique (TIE) calculés, An. coluzzii est impliqué dans 85,6% de la
transmission du paludisme dans Alibori et 78,8% dans Donga pendant la saison séche, contre
seulement 14,4% et 21,2% respectivement dans 1’Alibori et dans la Donga pour An. gambiae. De
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plus, pendant la saison des pluies, An. coluzzii continue de contribuer majoritairement a la
transmission du paludisme dans Alibori (64,8% contre 35,2% pour An. gambiae), alors que la
situation inverse a été observée dans la Donga avec une contribution plus élevée de An. gambiae a la
transmission du paludisme (65,7% contre 34,3% pour An. coluzzii) pendant la saison des pluies. La
variation de I'abondance de chaque espéce vectrice d'une saison a l'autre pourrait expliquer cela. En
effet, les départements de 1’Alibori et de la Donga sont traversés par plusieurs rivieres et barrages
d'eau qui créent tout au long de I'année (saisons des pluies et séches), des sites de reproduction
permanents et semi-permanents adaptés au développement des larves de An. coluzzii. De plus, le
département de la Donga est caractérisé par un sol de type hydromorphe par endroit, qui retient I'eau,
et entrainant ensuite la formation de nombreux gites de reproduction temporaires favorables a
I'émergence de An. gambiae comme principal vecteur de transmission du paludisme pendant la saison
des pluies. Par contre, dans 1’Alibori, le sol de type sableux ou ferrugineux provoquant l'infiltration
rapide de I'eau et, par conséquent, trés peu d'habitats larvaires temporaires se créent, ce qui justifie le
fait que An. coluzzii provenant des gites de reproduction permanents et semi-permanents (barrages
d’eau souvent crées pour 1’abreuvage des animaux) continue de jouer le role majeur dans la
transmission du paludisme pendant la saison des pluies dans cette région. Il est possible que ces
conditions environnementales et ce changement de comportement humain aient contribué de maniere
significative aux variations observées dans les proportions de An. coluzzii et An. gambiae (Carnevale
etal., 2015).

De nombreuses études ont rapporté la résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinoides
en Afrique (Nwane et al., 2009 ; Camara et al., 2018 ; Mathias et al., 2011; Hien et al., 2017 ; Olé
Sangba et al., 2017 ; Djegbé et al., 2018). Au Bénin, la résistance des vecteurs du paludisme aux
pyréthrinoides observée d'abord a Cotonou s'est propagée non seulement aux régions centrales et
méridionales du pays, mais aussi aux parties nord (Akogbéto & Yakoubou, 1999 ; Chandre et al.,
1999 ; Corbel et al., 2007 ; Yadouleton et al., 2009 ; Sovi et al., 2013 ; Akogbeto et al., 2015;
Gnanguenon et al., 2015 ; Yahouédo et al., 2016). La faible fréquence de la mutation Kdr L1014F
observée chez An. coluzzii dans I’ Alibori pourrait favoriser I'impact des MII et entrainer un meilleur
contr6le du paludisme dans ce département par rapport a la Donga. Cependant, si le pirimiphos-
méthyl (organophosphoré) est a nouveau utilisé pour la PID dans la zone d'étude, un impact positif
pourrait étre attendu en raison des trés faibles fréquences de la mutation Ace! (0,01-0,03) chez les

deux especes.
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4.4. Dynamique de la résistance des vecteurs aux insecticides et caractérisation des mécanismes
biochimiques et moléculaires dans I'Alibori et la Donga
Le suivi de la résistance des anopheles vecteurs du paludisme aux insecticides fait partie intégrante
de toute stratégie de gestion de la résistance, ce qui permet des décisions éclairées sur le choix des
insecticides pour chaque méthode de lutte en fonction du contexte (WHO, 2012Db). Cette surveillance
a permis a certains pays de se rendre compte de 1’évidence de la résistance des vecteurs du paludisme
a une ou plusieurs classes d’insecticides. Au Bénin, plusieurs études ont révélé 1’expansion de la
résistance aux différentes familles d'insecticides chez Anopheles gambiae s.1., principal vecteur du
paludisme, (Akogbeto & Yakoubou, 1999; Corbel et al., 2007 ; Yadouleton et al., 2010; Djégbeé et
al., 2011; Aikpon et al., 2013b; Aizoun et al., 2013a, 2013b ; Gnanguenon et al., 2015). La présente
étude révéle une résistance confirmee a la deltaméthrine et a la perméthrine (pyréthrinoides) et une
augmentation du niveau de sensibilité des vecteurs grace a 1’utilisation du synergiste PBO dans les
départements de I’ Alibori et la Donga. Elle montre également une baisse de sensibilité au bendiocarb
(carbamates) dans certaines localités et une sensibilité au pirimiphos- méthyl (organophosphoré).
Les niveaux de résistance a la perméthrine et a la deltaméthrine observés dans la présente
étude étaient significativement variables d’une localité a une autre et ont fortement augmenté par
rapport a ceux obtenus en 1999 (Akogbeto & Yakoubou, 1999). Cette résistance de An. gambiae s.1.
a ces pyréthrinoides confirment les études antérieures réalisées au Bénin (Corbel et al., 2007 ;
Yadouleton et al., 2009 ; Djogbénou et al., 2011 ; Djéegbé et al., 2011 ; Aikpon et al., 2013a ; Sovi et
al., 2014). Les plus faibles taux de mortalité des vecteurs aux pyréthrinoides ont été observés dans
les localités de Kandi, Djougou et Ségbana. Cette différence serait liée a la trés forte pression de
sélection insecticide exercée sur les populations vectrices de ces localités reconnues pour leur grande
production cotonniéere (Ton, 2004). Selon plusieurs auteurs, la large distribution et le niveau élevé de
la résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinoides seraient dus a I’expansion de 1’agriculture
et principalement la culture de coton (Curtis et al., 1998; Diabate et al., 2002 ; Akogbeto et al., 2006).
Mais a cela, s’ajoutent les pressions insecticide engendrées par I’utilisation massive et universelle des
moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides, distribuées a 1’échelle nationale (Czeher et al., 2008 ;
Protopopoff et al., 2008). Cette resistance notée chez les populations de An. gambiae s.l. de notre
zone d’étude est trés fortement associée a la présence du gene Kdr 1014F qui semble étre le principal
mécanisme de résistance aux insecticides. Il a été retrouvé a des fréquences alléliques trés élevées
(0,77 en moyenne) dans toutes les populations de An. gambiae s.l. testées. L'allele résistant Kdr
L1014S n'a pas été détecté dans nos échantillons. La fréquence Kdr 1014F semble étre plus élevée
chez An. gambiae que chez An. coluzzii dans la plupart des localités. Ces résultats confirment les
travaux récents de Gnanguenon et al. (2015) et Yahouédo et al. (2016) respectivement sur le transect
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nord-sud et au sud du Bénin qui ont obtenu des résultats analogues. Plusieurs études antérieures ont
montré que les fréquences du gene Kdr L1014F étaient plus élevées chez An. gambiae en Afrique de
I'Ouest et du Centre (Chandre et al., 1999 ; Kiristan et al., 2003 ; Santolamazza et al., 2008)
comparativement a An. coluzzii qui présentait des fréquences plus basses (Kristan et al., 2003 ;
Santolamazza et al., 2008) sauf dans quelques zones c6tiéres urbaines et périurbaines (Tia et al.,
2006). L’expansion du géne Kdr L1014F dans les populations des principaux vecteurs du paludisme
au Bénin pourrait compromettre I'efficacité des outils de lutte antivectorielle (Chouaibou et al., 2008).
Toutefois, le niveau de la résistance des vecteurs a la perméthrine et a la deltaméthrine a été quelque
peu réduit par le synergiste PBO dans toutes les localités confirmant I'implication des mono-
oxygénases a cytochromes P450 dans la résistance aux pyréthrinoides dans notre zone d’intervention.
Ces oxydases sont impliquées dans la détoxification des pyréthrinoides chez Anopheles gambiae s.I.
(Miller et al., 1988 ; Berge et al., 1998). Nos données biochimiques ont révélé leur surexpression
chez les populations de An. gambiae s.l. des localités de Djougou, Gogounou et Kandi. Ce résultat
est similaire a celui obtenu par Djouaka et al. (2011) chez les populations naturelles de An. funestus
a Pahou et confirme les travaux de Corbel et al. (2007), Djégbe et al. (2011) et Aizoun et al. (2013b)
respectivement & Parakou, Malanville et Kandi, trois localités du nord Bénin proches de notre zone
d’étude. L’utilisation a grande échelle des MIILDs et les quantités énormes de pyréthrinoides utilisés
en milieu agricole pourraient étre a I’origine de la surproduction des oxydases. Ces pressions
insecticides étaient responsables des taux élevés d'oxydases a I'ouest du Kenya chez les populations
de An. gambiae s.s. (Kawada et al., 2011 ; Ochomo et al., 2013). Ainsi, cette présence simultanée du
géne Kdr 1014F et des oxydases pourrait conférer un niveau de résistance plus élevé aux moustiques.
Dans ces conditions, I’imprégnation des moustiquaires avec du PBO (synergiste destiné a inhiber
I’action des oxydases) en combinaison avec un pyréthrinoide pourrait étre envisagée afin d’améliorer
I’efficacité des MIILDs. Pour cela, nous suggérons la promotion des moustiquaires Permanet 3.0 et
Olyset Plus qui sont imprégnées a la fois de pyréthrinoides et de synergiste PBO dans toutes ces
localités investiguées. Par ailleurs, la forte activité des Glutathion-S-Transférase au sein des
populations sauvages de An. gambiae s.l. dans les localités de Copargo et Gogounou pourrait jouer
un réle mineur dans la résistance aux pyréthrinoides en raison de la désintoxication des produits issus
de la peroxydation des lipides induites par les pyréthrinoides (Hemingway et al., 2004). D’autres
études attribuent cette surexpression des GST a la résistance de An. gambiae vis-a-vis du DDT
(Corbel et al., 2007). Ainsi, ces enzymes (GST) pourraient donc augmenter la résistance
phenotypique aux pyréthrinoides et au DDT due a la mutation Kdr et élargir le spectre de résistance

aux composés indépendants (Vontas et al., 2001).
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Outre la résistance aux pyréthrinoides, I’apparition d’une possible résistance au sein des
différentes populations testees au bendiocarb (carbamate) est un peu alarmante. Elle est associée a de
faibles fréquences du géne Ace-1R (1 a 6% en fonction de la localité). Cette résistance au bendiocarb
avait été signalée a des fréquences du géne Ace-1R presque nulles (0 & 1%) par Corbel et al. (2007),
Djenontin et al. (2010a), Aizoun et al. (2013a), Gnanguenon et al. (2015). Ce début de résistance au
bendiocarb associée a I’augmentation progressive de la fréquence Ace-1R est tres inquiétant puisque
plusieurs études ont montré que cet insecticide représente une alternative potentielle aux
pyréthrinoides pour la gestion de la résistance (Guillet et al., 2001 ; Djénontin et al., 2009 ; Akogbéto
et al., 2010). Les plus fortes fréquences du géene Ace-1R sont retrouvées chez An. gambiae (2 a 6%)
et les plus faibles chez An. coluzzii (0 a 1%). Ces résultats corroborent ceux obtenus par Aikpon et
al. (2013a) dans I’ Atacora et Gnanguenon et al. (2015) a Kandi au nord du Bénin. Cette résistance de
An. gambiae au bendiocarb serait probablement due a la forte pression sélective que représente
I’'usage d’importantes quantités de carbamates et d’organophosphorés en milieu agricole dans ces
deux départements. Cependant, méme si le géne Ace-1R est souvent incriminé dans la résistance des
vecteurs aux carbamates et aux organophosphorés, il n’explique pas complétement la résistance
observée au bendiocarb car quelques individus homozygotes sensibles survivent aprés exposition a
ce carbamate (Tia et al., 2006). La forte activité des estérases non-spécifiques notée dans les localités
de Djougou, Ouake, Copargo et Kandi en est la preuve. Ces enzymes peuvent conférer la résistance
aux organophosphorés et aux carbamates (Hemingway et al., 2004). Cette surproduction des estérases
confirme les travaux réalisés par Gnanguenon et al. (2015) a Kandi et pourrait étre due a la pression
exercée sur les larves de moustiques par les molécules insecticides utilisées par les agriculteurs afin
de lutter contre les ravageurs du coton (Akogbeto et al., 2006 ;Yadouleton et al., 2009). Par contre,
la sensibilité des populations de An. gambiae au pirimiphos-méthyl observée dans les deux
départements sillonnés confirme les résultats de Asidi et al. (2005) qui ont montré que la présence de
la mutation Ace-1 ne confére pas une résistance systématique aux organophosphorés. Ceci
expliquerait la sensibilité au pirimiphos méthyl associée a une possible résistance au bendiocarb
méme dans les zones ou la pression insecticide est forte.

Dans le contexte actuel de multiples mécanismes de résistance observés chez An. gambiae s.I.
dans les départements de 1’Alibori et la de Donga, la pulvérisation intradomiciliaire a base du
pirimiphos-méthyl serait une alternative idéale pour le contrdle des vecteurs résistants aux

pyréthrinoides.
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4.5. Impact entomologique de Actellic 300 CS en pulvérisation intradomiciliaire dans I’ Alibori
et la Donga.
La durée de I’efficacité résiduelle de l'insecticide appliqué sur les surfaces des murs constitue 1'un
des facteurs qui influencent I’efficacité de la pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide a effet
rémanent (PID) (WHO, 1993 ; WHO, 1995). Dans les départements de 1’ Alibori et de la Donga, la
rémanence de Actellic 300 CS (pirimiphos méthyl) utilisé pour les campagnes de PID de 2017 et
2018 est estimée a 04 - 5 mois (Mai - Septembre/Octobre). Ces résultats corroborent ceux obtenus
par Chanda et al. (2013) en Zambie et par Tchicaya et al., (2014) a Mbe en Cote d’Ivoire qui ont
observé une efficacité résiduelle de Actellic 300 CS de 04 a 05 mois sur les murs en banco et en
ciment. Par contre, la rémanence de Actellic 300 CS observée dans la présente étude est plus faible
que celle observée a Zanzibar (8 mois) par Haji et al. (2015) pour le méme produit. Ces différences
dans la rémanence en communauté de Actellic 300CS d’un pays a un autre, pourraient étre dues a
I’influence de plusieurs facteurs variables tels que : les conditions environnementales (température,
humidité relative, exposition aux rayons ultraviolets) (Hadaway & Barlow, 1963 ; Crosby et al., 1965;
Miiller & Stan, 1990; Santos et al., 2007 ; Senneca et al., 2007), la composition et les caractéristiques
(porosité, pH) des murs traités (Mulambalah et al., 2010 ; Etang et al., 2011 ; Sibanda et al., 2011),
les interférences humaines sur les surfaces traitées (lavage des murs pulvérisés) (Dengelaet al., 2018).
Deux principaux vecteurs du paludisme ont été retrouves dans les zones traitées et témoins:
An. gambiae s.I. (98,05%), qui représente 1’espéece la plus prédominante et An. funestus (1,59%). Ces
données corroborent les travaux antérieurs réalisés par Gnanguenon et al. (2014) a Kandi (nord-est
du Bénin), par Aikpon et al. (2014) dans 1’ Atacora, un département voisin de celui de la Donga (nord-
ouest du Benin) et Salako et al. (2018) dans ces mémes zones en prélude a la PID. L’identification
des espéces moléculaires du complexe An. gambiae a révélé que An. gambiae (65,60%), An. coluzzii
(33,42%) et An. arabiensis (0,98%) vivent en sympatrie. La prédominance de An. gambiae dans la
zone d’étude et plus particulierement en saison pluvieuse, confirme que cette espece est inféodée aux
zones de savane seche ou de nombreux gites temporaires se forment apres les pluies, comme ’ont
souligné des études antérieures réalisées dans des zones bioécologiques analogues au Nigéria
(Onyabe et al., 2003), au Caméroun (Wondiji et al., 2002) et au Burkina Faso (Dabiré et al., 2009).
Par contre, la prépondérance de An. coluzzii en saison séche serait due a la présence des gites
permanents et semi-permanents (barrages, abreuvoirs) ou d'autres habitats pollués par des substances
organiques qui sont plus favorables au développement de cette espéce (Simard et al., 2009 ; Kudom,
2015). La faible fréquence de An. arabiensis (n=27) pourrait étre due a certaines conditions telles que
la déforestation et les saisons séches de plus en plus longues qui sont défavorables a la survie de

I’espece.
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Globalement, aprés le premier tour de la PID, des densités, des taux de gorgement, de parturité
et d’infectivité significativement plus faibles ont été observés comparativement a la période avant
intervention. Similairement, aprés le premier et le deuxiéme tour de la PID, les niveaux de ces
indicateurs étaient significativement plus faibles dans les zones traitées comparées aux zones témoins.
En effet, les zones traitées étaient probablement devenues difficilement vivables pour les anopheles
vecteurs qui fuyaient les maisons traitées, ce qui fait qu’une faible densité de Anopheles gambiae s.1.
au repos y étaient collectés. Ainsi, seule une proportion réduite de vecteurs pourrait réussir a prendre
leur repas de sang a I’intérieur des maisons traitées comme observé par Sy et al. (2018) au centre-
ouest du Sénégal. Les taux de gorgement réduits des vecteurs ont certainement induit des taux de
parturité plus faibles dans les zones traitées puisque, le succes dans la prise du repas de sang
conditionne la maturation des ovaires (Beklemishev, 1940). De plus, il se peut que 1’effet 1étal de
Actéllic 300 CS n’ait pas favorisé 1’incubation du parasite chez les vecteurs avant qu’ils ne meurent,
d’ou la faible infectivité de ces derniers en zones traitées par rapport aux zones témoins. Ces résultats
confirment les travaux de Coleman et al. (2017) au nord du Ghana et de Mashauri et al. (2017) dans
le bassin du lac victoria en Tanzanie qui ont également observé une réduction de I’infectivité de An.
gambiae s.l. au Plasmodium apreés pulvérisation de Actellic 300 CS.

Avant intervention (juin-octobre 2016), le taux d’inoculation entomologique (TIE) de An.
gambiae s.I. est estimé a 21,21 piqfires infectantes/personne/mois dans 1’Alibori et la Donga. Par
contre, apres le premier tour de la PID (juin-octobre 2017), une baisse substantielle du TIE a 2,7
piqdres infectantes/personne/mois est notee, soit une réduction de 87,27%. Apres chacun des 2 tours
de la PID, une personne recevait en moyenne 12,11 piqdres infectantes/mois et 9,75 piqgdres
infectantes/mois dans la zone témoin (Bembereke et Kouande) contre 1,6 pigdres infectantes/mois et
1,5 piqares infectantes/mois dans la zone traitée (Alibori et Donga) respectivement en 2017 et 2018,
soit une réduction de 86,78% en 2017 et 84,61% en 2018. Cette baisse du TIE serait due & une forte
couverture de la PID dans les zones traitées (plus de 91% de couverture de PID en 2017 et 92% en
2018). En effet, des résultats similaires ont été obtenus en Zambie (Chanda et al., 2013), Zimbabwe
(Kanyangarara et al., 2016), en Tanzanie (Mashauri et al., 2017) et en Ouganda (Tugume et al., 2019)
ou une couverture de plus de 85% de la PID avec Actellic 300 CS a été observée. Parallelement, les
résultats d’une étude épidémiologique réalisée en 2017 apres la PID, ont révélé que la baisse du TIE
était accompagnée d’une diminution de I’incidence de 8% chez les enfants agés de moins de cing ans
dans la zone traitée (Donga), tandis que dans la zone témoin (Borgou), l'incidence a augmenté de
17% (Ogouyemi-Hounto et al., 2018). La réduction du TIE (86,78% en 2017 et 84,61% en 2018)
dans notre zone d’étude est en deca de celle précédemment observée par Akogbeto et al. (2011)

154



(94,4%) dans I’Ouémé (sud du Bénin), Aikpon et al. (2014) (99,24%) dans 1’ Atacora et, Sy et al.
(2018) (92,59%) au centre-ouest du Sénégal.

Bien que le taux de gorgement et ’infectivité des anophéles soient significativement plus
faibles en zones traitées comparativement aux zones non traitées, ils ne sont pas négligeables. Ce
constat souligne la nécessité d’accompagner les campagnes de PID par des campagnes d’Information,
d’Education et de Communication (IEC) afin de faire comprendre aux populations 1’importance de
dormir sous MIILDs a I’intérieur des habitations dans les zones pulvérisées.

Actuellement, le pirimiphos méthyle CS est le seul produit utilisé en PID au Bénin en raison de la
résistance de An. gambiae s.l. observée au bendiocarb et aux pyréthrinoides (Aikpon et al., 2013a).
La résistance étant un phénomeéne dynamique, son émergence vis a vis des organophosphorés dans le
temps n’est pas a exclure. Dans ce cas, ’utilisation des insecticides de nouvelle genération tels que
SumiShield® 50WG et Fludora ® Fusion récemment homologués par I’OMS et dont la rémanence
est d’environ 8 a 10 mois (Agossa et al., 2018a ; Agossa et al., 2018b) pourra étre envisagée afin de

couvrir toute la durée de transmission du paludisme (environ 06 mois) dans les deux régions.

4.6. Défis affectant I'impact de la pulvérisation intradomiciliaire au Bénin
Les données entomologiques collectées avant et apres le déploiement de la PID dans les
départements de 1’ Alibori et la Donga nous ont permis d’identifier cinq défis majeurs de la lutte

antivectorielle au nord du Bénin.

* Défi lié a la transmission résiduelle du paludisme dans les communes couvertes par la
PID: absence de corrélation évidente entre la diminution du TIE et I'incidence du paludisme

Nos résultats ont montré qu’avant intervention, le taux d’inoculation entomologique (TIE) de
An. gambiae s.l. était estimé a 21,21 piqdres infectantes/personne/mois dans les futures zones PID
contre 2,7 piqgdres infectantes/personne/mois aprés le premier tour de la PID, soit une baisse
substantielle du TIE de 87,27%. A I’issue des 2 tours de la PID, une réduction de 86,78% en 2017 et
84,61% en 2018 a été observée dans les zones traitées par rapport aux zones témoins. Ce resultat
suggere I’existence d’une transmission résiduelle du paludisme d’environ 10% malgré la couverture
de plus de 80% des structures protégées par la PID en communauté.

Des interrogations sur 1’évidence de I’impact de la PID sur des données épidéemiologiques de
routine collectées dans les formations sanitaires nous amenent a observer cette réduction du TIE avec
prudence. La réduction du TIE observée pourrait étre insuffisante pour réduire les indicateurs
épidémiologiques étant donné que le TIE résiduel dans les communes sous PID était encore plus élevé
que dans certaines régions de paludisme stable. Des résultats mitigés ont été également observés dans
une étude initiée et conduite de 2011 a 2015 au Bénin, au Cameroun, au Kenya, en Inde et au Soudan
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et portant sur l'efficacité des outils de lutte antivectorielle (MIILD et PID) sur les parametres
épidémiologiques. Les auteurs ont observé trés peu de corrélation entre la diminution des parametres
entomologiques et les paramétres parasitologiques et cliniques (Kleinschmidt et al., 2015;
Tokponnon et al.,, 2019). Une autre étude sur I'efficacité de quatre interventions de lutte
antivectorielle soutenue par le ministére francais de la Coopération dans des zones de forte résistance
des vecteurs aux insecticides au Bénin n'a montré aucune différence significative entre les stratégies
de lutte (Djenontin et al., 2010b ; Corbel et al., 2012). Cette étude comparative réalisée dans 28
villages au sud du Bénin sur l'efficacité de diverses interventions de lutte antivectorielle sur les
indicateurs épidémiologiques: couverture ciblée des MIILDs pour les femmes enceintes et les enfants
agés de moins de 6 ans (T-MIILDs, groupe de référence), couverture universelle des MIILDs de
toutes les unités de couchage (U-MIILDs), couverture ciblée des T-MIILDs pour les femmes
enceintes et les enfants &gés de moins de 6 ans en plus d’une couverture complete de la PID au
bendiocarb appliqués tous les 8 mois (T-MIILDs + PID), et U-MIILDs en plus d’une couverture
compléte de baches en plastique traitées au bendiocarb (CTPS) (U-MIILDs + CTPS). Les résultats
de I’étude ont révélé que I’incidence clinique du paludisme n'a été réduite ni chez les enfants du
groupe U-MIILDs, ni chez ceux du groupe T-MIILDs + PID, ni chez ceux du groupe U-MIILDs +
CTPS comparé au groupe de référence (T-MIILDs) malgré la réduction significative du taux de
pigdre et du TIE des vecteurs.

Des relations entre I'incidence de P. falciparum et le TIE avaient déja été observées par Beier
et al. (1994) dans une étude réalisée a I'ouest du Kenya, montrant que les mesures du TIE ou du taux
de pigQre des vecteurs peuvent étre utilisées pour prédire les taux de mortalité chez les enfants.
Quelques années plus tard, la relation de base entre les TIE et la prévalence de P. falciparum dans
différentes zones écologiques a montré de maniere convaincante que des réductions significatives de
la prévalence du paludisme ne peuvent étre obtenues que lorsque les TIE sont reduits a des niveaux
inférieurs a une pigdre infectieuse par personne et par an (Beier et al., 1999). Ce rapport a montré que
des sites présentant des TIE inférieurs a 5 pigdres infectantes/an ont des niveaux de prévalence au P.
falciparum supérieurs a 40 % et lorsque la transmission dépasse 15 piqdres infectantes/an, aucun site
ne présente une prévalence inférieure a 50 %.

Plusieurs raisons pourraient étre & ’origine de I’existence de cette transmission résiduelle: la
résistance des vecteurs aux insecticides (N’guessan et al., 2007a ; Pinto et al., 2007 ; Ranson et al.,
2009), la faible activité résiduelle de Actellic 300 CS au Bénin (Akogbéto et al., 2015), la non
utilisation des MIILDs par la population pendant certaines périodes de I’année (N’tcha, 2019), ainsi
que I’existence d’une fréquence substantielle de piqlres infectées des vecteurs a l'extérieur des

habitations (Govella & Ferguson, 2012). Dans le but de gérer cette résistance des vecteurs aux
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insecticides et d’améliorer 1’efficacité de la PID, deux nouvelles formulations SumiShield™ 50WG
et Fludora Fusion™ WP-SB avec de nouveaux modes d’action ont été développées et pré-qualifiées
respectivement en 2017 et 2018 par le Systéme d’évaluation des pesticides de 1’Organisation
mondiale de la santé (WHO, 2018b; WHO, 2018c). Ces deux formulations contiennent de la
clothianidine qui est un nouvel insecticide utilisant un nouveau mode d’action, ce qui pourrait limiter
les phénomeénes de résistance croisée avec les insecticides existants. De plus, 1’évaluation des deux
nouvelles formulations en cases expérimentales a montré une bonne efficacité résiduelle (>8 mois)
(Ngufor et al., 2017; Agossa et al., 2018; Ngwej et al., 2019). Cependant, I’arsenal réel d’insecticides
utilisables pour la PID en Afrique sub-saharienne demeure tres limité a cause du développement de
la résistance des vecteurs aux insecticides. De plus, tous les nouveaux insecticides pré-qualifies par
I’OMS pour la lutte antivectorielle proviennent de 1’agriculture, ce qui augmente le risque de
développement de la résistance chez les vecteurs. Récemment, une investigation faite sur la
sensibilité des vecteurs a la clothianidine dans 16 pays d’Afrique entre 2016-2017 a révélé une
suspicion de résistance dans au moins un site de 5 pays (Mali, Sénégal, Ouganda, Ghana et Zambie)
(Oxborough et al., 2019). Au Bénin, les tests n’ont pas encore été réalisés pour évaluer le niveau de
sensibilité des vecteurs a la clothianidine. Toutefois les résultats obtenus dans les autres pays
montrent qu’il y a un besoin urgent de développer d’autres insecticides avec de nouveaux modes
d’action et de préférence non utilisés en agriculture pour maintenir I’efficacité de la PID face a la
menace croissante que représente la résistance multiple des vecteurs aux insecticides.

Enfin, si on considére les données sur I’exposition des populations humaines aux piqdres des
vecteurs en Afrique sub-saharienne, il est évident que la transmission des Plasmodium spp.
continuerait méme avec une couverture compléte de PID et de MIILDs (Monroe et al., 2019). Ceci
s’explique par le fait que la PID cible uniquement les vecteurs endophiles et les MIILDs, les vecteurs
endophages et nocturnes. Par conséquent, les vecteurs exophages/exophiles et zoophages qui ne sont
pas atteints par la PID et les MIILDs, pourraient maintenir la transmission dans la population
humaine. L’ importance de cette transmission résiduelle est d’autant plus préoccupante qu’elle peut
augmenter quand le niveau de la couverture de la PID et des MIILDs augmente (Fornadel et al., 2010;
Moiroux et al., 2012; Ojuka et al., 2015). Selon de récentes estimations, la proportion de transmission
a I’extérieur des habitations a considérablement augmenté entre 2003 et 2018 en Afrique (Sherrard-
Smith et al., 2019). Il y a donc un besoin réel et urgent d’évaluer et de déployer des stratégies efficaces
dirigées contre les vecteurs responsables de la transmission résiduelle. Par exemple, les personnes qui
dorment a l'intérieur des maisons traitées devraient associer 1’utilisation des MIILDs. Celles qui
restent a I'extérieur pour diverses activités (cuisiner, au repos, prier, écouter la radio, manger, faire

des taches ménageres, prendre de ’air frais a cause de la chaleur) devraient utiliser une pommade
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anti-moustique ou des serpentins fumigenes. Une autre alternative serait de porter des vétements

imprégnés de répulsifs, disponibles dans certains pays.

* Le choix des zones témoin affecte I'estimation de la réduction du TIE dans les zones
d'intervention.

Les taux élevés de réduction des paramétres entomologiques observés dans les zones PID
doivent étre pris avec prudence. Ils ont été estimés sur la base des données collectées dans les zones
témoins. Pourtant, il n'est pas facile d'avoir des zones témoins ayant les mémes caractéristiques
environnementales que les zones d'intervention. Au cours de I'évaluation entomologique de la PID
dans les départements de I'Alibori et de la Donga, les données ont été comparées sur deux périodes:
avant la PID (données de base de 2016) et aprés les campagnes de PID respectives de 2017 et
2018. Cependant, entre ces deux périodes, des facteurs tels que la saison, les conditions socio-
économiques et anthropologiques pourraient varier. Les deux méthodes de comparaison du TIE
présentent donc des limites qui pourraient influencer I'estimation de sa réduction. Nous suggérons

des dispositions appropriées pour identifier de meilleures zones témoin.

* Comment la PID au Bénin peut-elle bénéficier des stratégies de gestion de la résistance
des vecteurs aux insecticides ?

L'émergence de la résistance des vecteurs du paludisme au bendiocarb dans le département de
I'Atacora (Aikpon et al., 2013a; Akogbéto et al., 2015) pourrait étre liée non seulement aux
campagnes de routine de la PID, mais aussi a l'utilisation massive d'insecticides agricoles contre les
ravageurs du coton (Yadouléton et al., 2011). La gestion de cette résistance ne peut étre percue
uniquement en un remplacement d’un insecticide par un autre. Deux méthodes pourraient étre
utilisées:

0] les PNLPs devraient éviter d'exposer les anopheles vecteurs au méme produit pendant
plusieurs années. Cela permettrait d'affaiblir les moustiques porteurs de genes de résistance (colt
génetique). Pour y parvenir, Akogbeto et al. (2015) proposent I'alternance des campagnes PID avec
les campagnes de distribution universelle de MIILDs. Cela signifie que, la mise en ceuvre de la PID
aura lieu deux ans apreés la distribution des MIILDs. En ce moment-I1a, la plupart des MIILDs auraient
déja perdu leur efficacité insecticide et certaines seraient déchirées. La perte d'efficacité des
pyréthrinoides sera alors couverte par un insecticide non pyréthrinoides en PID.

(i) une combinaison de deux insecticides avec des modes d'action différents pourrait étre utilisée
en rotation avec la premiére méthode. La méthode basée sur l'utilisation combinée ou mosaique de 2

ou 3 insecticides est bien connue des PNLPs, mais sa mise en ceuvre est assez difficile en raison des
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insecticides disponibles recommandés pour la PID. Cependant, I’homologation par I’OMS de deux
nouveaux insecticides pour la PID (SumiShield de Sumitomo Chemicals et Fludora Fusion de Bayer
Crop Science) devrait faciliter la gestion de la résistance des vecteurs aux insecticides.
+ Pratiques communautaires affectant I'impact de la PID

En partant des réductions des paramétres entomologiques qui n‘ont pas été associées a des réductions
similaires des indicateurs épidémiologiques dans les communes sous PID, c’est théorique que les
comportements communautaires pourraient expliquer le nombre élevé et continu de cas de paludisme
malgré la protection qu’offre la PID et des taux d'utilisation élevés des MIILDs rapportés. Pour
identifier les pratiques domestiques susceptibles d'avoir un impact sur les stratégies de lutte
antivectorielle, une étude paralléle a réalisé une surveillance socio-comportementale nocturne
pendant les saisons froide, seche et pluvieuse dans les deux régions protégées par la PID au Bénin
(Alibori, Donga) (N’tcha, 2019). Cette enquéte a montré que pendant la saison froide, 25,1% des
membres du ménage dormaient a I'extérieur sans MIILDs, 23,8% pendant la saison des pluies et
41,1% pendant la période chaude. Plus de 90% des membres du ménage inclus dans I'étude n'étaient
pas protégés contre les piqlres de moustiques entre 19 heures et 22 heures au cours des trois saisons,
car la plupart effectuaient des activités a I'extérieur sans la protection de la PID, probablement en
raison du défaut d’éclairage (lumiére) et de I'espace limité dans leur ménage. Pendant la saison
chaude, la majorité des membres du ménage n'était pas du tout protégée contre les piglres de
moustiques aprés 22 heures parce qu'ils dormaient a I'extérieur sans protection de la PID ou dormaient
a l'intérieur sans MIILDs. On a également noté que les ménages avaient de grandes quantités d'effets
personnels et de vétements suspendus ou non aux murs qui servaient d'endroits ou les moustiques
pouvaient se reposer en évitant les murs traités. Les figures 18,19 et 20 soulignent la nécessité
d’accompagner les campagnes de PID par des campagnes d’information, d’éducation et de
communication afin de faire comprendre aux populations I’importance de dormir a I’'intérieur des

habitations pulvérisées.
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Figure 18 : Membres de ménage dormant a I’intérieur (a) et a I’extérieur (b) des habitations sans

protection MIILDs pendant la période chaude (Kandi, mai 2019).

Figure 19 : Membres de ménage dormant a 1’extérieur (c) des habitations avec protection MIILDs

pendant la période chaude (Kandi, mai 2019).

Figure 20 : Vétements suspendus ou les moustiques se reposent en évitant les murs traités.

+ Dormir sous MIILDs dans les zones PID comme outils complémentaire de lutte
contre le paludisme

Au cours des 02 ans de suivi de la PID dans I’Alibori et de la Donga, la majorité des moustiques
retrouves au repos dans les maisons traitées présentaient des abdomens gorgés de sang humain. En
effet, lorsqu'un moustique réussit a pénétrer une maison traitée, il va directement sur son héte et prend
son repas de sang. Apres le repas, le moustique cherche a se reposer sur les murs ou sur les effets ou
les vétements suspendus aux murs, ou a s'échapper lorsque la maison traitée est invivable. Cette
situation confirme les travaux de Agossa et al. (2014) en cases expérimentales a Malanville et de
Djénontin et al. (2010b) en communauté qui ont montré des moustiques gorgés collectés apres

aspersion matinale de bombe aérosol et dans les pieges fenétre des maisons traitées. Compte tenu du
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taux de gorgement des moustiques relativement élevé dans les communes sous PID, nous suggéerons
que les PNLPs éduquent les communautés protégées par la PID, en particulier les enfants et les

femmes enceintes, a dormir sous des MIILDs.

4.7. Les limites de I’étude
Une limite de ce travail est que I’impact de la PID a été mesuré sur une durée de 4 a 5 mois. Une
phase de suivi d’un an serait davantage pertinente pour mieux apprécier I’efficacité de cette stratégie

dans les deux zones ou la transmission du Plasmodium spp. est pérenne.

4.8. Stratégies complémentaires potentielles pour une lutte antivectorielle plus efficace dans
I’avenir

Dans ce travail, nous avons mentionné que les stratégies renforcées de MIILDs, d’IEC et d’utilisation
des répulsifs seraient des stratégies complémentaires a la PID capables d’éliminer la transmission
résiduelle dans les zones PID au nord du Bénin. Toutefois, d’autres outils seront nécessaires pour
maintenir I’efficacité de la lutte antivectorielle dans 1’avenir et éliminer le paludisme en Afrique sub-
saharienne. A 1’heure actuelle, de nombreux outils de lutte prometteurs existent et ont fait I’objet de
nombreuses revues (Barreaux et al., 2017; Simard, 2018). Ces outils qui sont a différents stades de
leur développement, présentent pour la plupart I’originalité de cibler un comportement du vecteur/un
stade du moustique jusque-la pas ou tres peu exploités. lls utilisent aussi des technologies avancées
pour venir a bout des vecteurs. Il nous a semblé nécessaire de mentionner quelques-uns de ces outils,
la liste n’étant pas exhaustive.

Outre la PID et les MIILDs, d’autres stratégies complémentaires dirigées contre les vecteurs
endophages et endophiles pourraient contribuer a réduire la transmission des Plasmodium spp. en
Afrique sub-saharienne. Parmi ces stratégies, on peut citer celle qui consiste a améliorer les
habitations pour réduire I’entrée des vecteurs par des barriéres physiques comme la fermeture des
avant-toits, des grillages sur les fenétres et les portes, etc. (Yé et al., 2006; Atieli et al., 2009; Animut
et al., 2013; Bradley et al., 2013; Ondiba et al., 2018). L’ajout d’insecticide a aussi été developpé
pour produire un effet létal de la barriere physique. Cet ajout pourrait alors permettre de réduire
considérablement la densité et la longévité des vecteurs ainsi que la transmission des Plasmodium
spp. en communauté si la couverture est élevée (Sternberg et al., 2016; Killeen et al., 2017). L’une
de ces stratégies a base d’insecticide nommée « tubes d'avant-toit » (en anglais « eave tubes »)
consiste non seulement a fermer les avant-toits des maisons (un point d’entrée privilégié¢ des An.
gambiae s.1. en Afrique (Njie et al., 2009) mais aussi a placer des inserts traités d’insecticide a certains
endroits des avant-toits (Sternberg et al., 2016).
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Une autre méthode consiste a éliminer les males et les femelles de vecteurs a 1’aide des piéges
a appat sucré (en anglais « Attractive Toxic Sugar Baits »). Ce sont des piéges qui contiennent du
sucre (alimentation des moustiques males et femelles) et des substances toxiques qui sont sélectives
et qui ont des effets minimes sur les espéces non ciblées et sur 1I’environnement (Muller et al., 2010;
Beier et al., 2012; Stewart et al., 2013). De nombreuses études menées a petite échelle ont montré
que I’utilisation des pi¢ges a appats sucrés avait un impact significatif sur la densité et la longévité
des vecteurs (Muller et al., 2010; Beier et al., 2012; Stewart et al., 2013). L’évaluation a grande
échelle de cette stratégie en combinaison avec les outils actuels de lutte (PID et les MIILDs) est
nécessaire pour mesurer son impact additionnel sur la transmission et la survenue du paludisme.

Enfin, les progrés majeurs de la génétique ont aussi laissé entrevoir plusieurs possibilités pour
lutter efficacement contre les anophéles vecteurs. Parmi celles-ci, la stérilisation par irradiation, la
Technique de I’Insecte Incompatible par I’utilisation de Wolbachia et, le forcage génétique ou « gene
drive » sont en développement. La stérilisation par irradiation se base sur un principe simple qui est
le suivant : I’accouplement d’une femelle de moustique avec un male stérile entraine 1’absence de
descendance viable. Cette technique n’a pas encore été évaluée a 1’échelle opérationnelle contre les
anopheéles vecteurs mais de bons progres ont été réalisés ces derniéres années au laboratoire pour
I’améliorer et produire en masse des males stériles (Benelli, 2015). En ce qui concerne la Technique
de I’Insecte Incompatible (TII) par I'utilisation des Wolbachia, elle fonctionne selon le principe
suivant : I’accouplement des méles infectés par une certaine souche de Wolbachia (souche différente
de celle présente dans la population locale) avec une femelle sauvage entraine des pontes non viables.
Jusqu’a présent, cette technique n’a été évaluée qu’au laboratoire contre les anopheles (Joshi et al.,
2014). Enfin, le forcage génétique est une technique trés récente qui permet d’augmenter la
transmission d’un élément génétique sans suivre les lois naturelles de Mendel. Cette technique peut
étre utilisée pour supprimer la population de vecteurs ou la modifier afin de réduire la compétence
vectorielle des moustiques (Hammond et al., 2016). Dans le premier cas, le transgéne introduit dans
la population vectrice vise a changer la transmission des chromosomes sexuels pour avoir une
descendance majoritairement male ou a inhiber les génes de fertilité des femelles pour les rendre
stériles. Dans le deuxieme cas (réduction de la compétence vectorielle des moustiques), les genes
spécifiques codant pour les protéines de liaison du parasite chez le moustique peuvent étre modifiés
de sorte que les parasites ne se fixent plus sur les récepteurs spécifiques. Ainsi les femelles portant le
transgene sont incapables de porter le parasite et donc ne peuvent le transmettre. Ces possibilités
qu’offre cette nouvelle technologie de « forgage génétique » ont été évaluées au laboratoire et ont

donné des résultats trés encourageants (Hammond et al., 2017; Kyrou et al., 2018). Toutefois, des
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recherches supplémentaires sont encore nécessaires avant qu’elle ne soit évaluée a 1’échelle

opérationnelle et utilisée dans les programmes de lutte contre le paludisme (Simard, 2018).

5. Conclusions générales et perspectives

L’un des objectifs de développement durable (ODD) est d’enrayer le paludisme a 1’horizon 2030.
Pour concrétiser cette vision d’un monde sans paludisme, 1’Organisation Mondiale de la Santé et le
Partenariat Roll Back Malaria ont fixé trois objectifs dans la stratégie technique mondiale 2016-2030
de lutte contre le paludisme que sont : (i) réduire d’au moins 90 % les taux de mortalité et d’incidence
du paludisme a I’échelle planétaire par rapport a 2015 ; (ii) éliminer le paludisme dans 35 pays de
plus qu’en 2015 et (iii) empécher la réapparition de cette maladie dans tous les pays qui en sont
exempts. A cet effet, il a été suggéré la poursuite de I’engagement des nations et un financement
adéquat d’environ 100 milliards de dollars. A I’heure actuelle, nombre de pays africains s'investissent
avec I’appui des partenaires financiers (PMI, UNITAID, Fonds Mondial, Fondation Bill et Melinda
Gates, I'Agence Américaine pour le Développement International etc.) dans la lutte contre le
paludisme a travers la distribution massive de moustiquaires imprégnées d’insecticide et des
pulvérisations intradomiciliaires pour protéger leurs populations contre cette maladie. Mais de
nombreux défis restent a relever pour ’atteinte de ces objectifs. En effet, I’efficacité des stratégies de
lutte antivectorielle, se heurte dans une certaine mesure a la transmission résiduelle (Govella &
Ferguson, 2012) qu’il faut d’abord surmonter. Il est donc impératif de rechercher des stratégies
alternatives permettant de maintenir et d’améliorer l'efficacité des outils actuels et de gérer la
résistance des vecteurs aux insecticides.

Cette thése s’est articulée sur I’'impact entomologique de la PID dans un contexte de résistance
des vecteurs aux insecticides. Cette stratégie de lutte a démontré son efficacité sur les indicateurs
entomologiques de transmission du paludisme dans les deux départements cibles du nord Bénin. Une
réduction significative du TIE (environ 90%) a été observée chaque année pendant la période de
rémanence de Actellic 300 CS.

Cependant, il semble ne pas avoir une corrélation entre la baisse des indicateurs
entomologiques et epidémiologiques dans les zones PID. En effet, selon les données collectées dans
les registres des formations sanitaires, il n'y a pas de réduction du nombre de cas de paludisme dans
les communes traitées. C'est pourquoi, le PNLP a décidé d’initier dés 1’année prochaine (2020), une
étude de recherche sur les données épidémiologiques de I'incidence et de la prévalence de P.
falciparum dans les zones sous intervention en collaboration avec I'unité de recherche parasitologique

du CREC et la faculté des sciences de la santé de I'université d'Abomey-Calavi, au Bénin.
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De plus, le comportement des populations bénéficiaires de la PID limite souvent son
efficacite. En effet, de récentes études montrent que plus de 90% des populations des départements
de I’ Alibori et de la Donga ne sont pas entierement protégées de 19 h a 22 h, cela est dd au fait qu'ils
restent & I'extérieur des habitations pour diverses activités. De méme, la plupart des gens ne sont pas
entierement protégés contre les piglres de moustiques aprés 22 heures parce qu'ils dorment a
I'extérieur sans protection PID ou a l'intérieur des maisons traitées sans MIILDs. De plus, de grandes
quantités d'objets accrochés aux murs permettent aux moustiques de se reposer en évitant les murs
traités.

Toutefois, en dehors de la PID, d’autres interventions étaient également miseS en ceuvre de
fagon simultanée dans ces zones ou le paludisme est persistant. Il s’agit de : la prise en charge des cas
de paludisme aprées ’utilisation des tests de diagnostic rapide (TDR) ou de la microscopie, l'utilisation
de combinaisons thérapeutiques a base d'artémisinine (CTA) et, des traitements préventifs
intermittents chez les femmes enceintes.

A la lumiére des résultats obtenus, le besoin de déployer des stratégies complémentaires a la
PID et a la distribution gratuite des MIILDs s’impose et est urgent au nord du Bénin en particulier.
Le déploiement de la stratégie renforcée d’information, d’éducation et de communication (IEC) ou
d’utilisation des répulsifs ou des barrieres physiques en combinaison avec la PID et les MIILDs
réduirait la transmission résiduelle dans les zones PID au nord du Bénin ou les vecteurs sont résistants
aux pyréthrinoides. Toutefois, il conviendrait d’évaluer ’efficacité et le rapport codt/efficacité de
telles combinaisons avant leur déploiement. A I’heure actuelle, des outils de lutte antivectorielle
innovants sont aussi en developpement et nécessitent des évaluations d’abord a petite échelle puis a
grande échelle avant d’intégrer I’arsenal de lutte contre le paludisme. De telles évaluations qui
impliquent & leurs phases finales des recherches opérationnelles doivent étre soutenues par les
partenaires financiers afin d’envisager un niveau de transmission du paludisme proche de zéro au

nord du Bénin et plus généralement en Afrique sub-saharienne.
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Procédure Opératoire Standardisée du

entier

Extraction d’ADN au CTAB sur moustique

Développée par

Aboubakar Sidick / Razaki Ossé

Date d’édition

Date de mise a jour

Octobre 2017

I- Objectif

Extraire I’ADN du moustique entier au CTAB.

I1- Référence

Pas de publication a ce jour. C’est une technique que faisait Myriam dans son ancien labo.

I11- Matériels, instruments et équipements

Pilons

Broyeur automatique (pellette)
Centrifugeuse

Bain- marie ou Bloc chauffant
Tube eppendorf 1,5 ml
Solution de CTAB 2%
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- Chloroforme

- Isopropanol

- Ethanol 70%

- Vortex

- Micropipettes de 1000 pl, 200pl, 100ul, 20l

- Papier essuie-tout

IVV- Mesures de protection
Blouse labo, Gants, lunette de protection

V- Procédure

1. Broyer chaque moustique dans 200ul de CTAB 2%

2. Mettre au bain- marie ou dans un bloc chauffant a 65 pendant 5Sminutes

3. Ajouter 200ul de chloroforme (utiliser le méme cone tant que celui-ci n’a pas touché les tubes)
- Mélanger par inversion au moins 10fois

4. Centrifuger 5 minutes & 12 000 rpm a TA

5. Préparer des tubes correspondants bien étiquetés pour recueillir le surnageant

6. Prélever la phase supérieure (surnageant) et la mettre dans les tubes préparés

7. Ajouter 200 pl d’Tsopropanol sur le surnageant — Bien mélanger par inversion

Réactiftrifuger 10 minutes & |12 000rpvio BUTR Conc. finale
IMTrisHCIpH8.0 = = |, 1000ml | .. 100 mM
5 NiEpTIRopropanol; biemegoutter et gy 200 pid Sthangf 1 {fyo
NaClCentrifuger 5 minutes /12 000 rpnBFA 9 1.4M
CTAB 20 g 2%
ddiH2pder I"¢thanol QSP1L

12. Sécher le culot d’ADN 5 minutes au speed-vac
13. Reprendre (reconstituer) dans 20ul d’H2O stérile (utiliser un nouveau cone pour chaque
tube) — Laisser suspendre toute la nuit sur la paillasse ou %2 journée

14. Faire les dilutions appropriées pour les PCRs

CTAB 2% (Cetyl trimethyl ammonium bromide)

Mélanger sous agitateur magnétique.
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Conserver a température ambiante (TA)
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Procédure Opératoire Standardisée du | PCR diagnostic de la mutation L1014F chez
CREC An. gambiae

Développée par Aboubakar Sidick / Razaki Ossé

Date d’édition

Date de mise a jour Octobre 2017

Kdr : knockdown résistance

Polymorphismes dans un gene codant pour un canal a Na, associé a la résistance au DDT et aux

Pyréthrinoides.

I- Objectifs
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Identifier la mutation Kdr (L1014F) au niveau du canal sodium responsable de la résistance au

DDT et aux pyréthrinoides chez An. gambiae s.l en Afrique de I’Ouest.

Il- Référence
Martinez-Torres D et al. (1998). Molecular characterization of pyrethroid knockdown resistance
(kdr) in the major malaria vector Anopheles gambiae s.s. Insect Molecular Biology 7:179-184

I11- Matériels, instruments et amorces

» Thermocycleur

» Micropipette 10ul, 20pl, 200ul
» Embout (c6ne) 10pl, 20ul, 200ul
» Hotte pour PCR

Amorces
e AgD1 : ATAGATTCCCCGACCATG
e AgD2 : AGACAAGGATGATGAACC
e AgD3 : AATTTGCATTACTTACGACA
e AgD4: CTGTAGTGATAGGAAATTTA

IV — Mesure de protection

Blouse labo, Gants, lunette de protection

V- Conditions PCR
Avec la Diamond Taq (Eurogentec) Reéf: TAQ-1021-1000

Réactifs Concentration finale | Pour 1 rxs a 25ul
H.0 QSP 25pl
Tamponde Tag 5X 1X 2,5ul
MgCl, (25mM) 1,5mM 1,5ul
dNTPs (10mM) 0.2mM 1pl
AgD1 (10uM) 10pmoles 1ul
AgD2 (10uM) 10pmoles 1l
AgD3 (10uM) 10pmoles 1l
AgD4 (10uM) 10pmoles 1l
Taq (u/ul) (Eurogentec) 1u 0,2ul
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ADN dilué au (1 /15) 7ul

Amplification 3’ [30”°, 60*°, 60°°] 35c, 7> @ 50°C

Tailles attendues

D1/D2 : 293 pb
D2/D4 : 137 pb Sensible
D1/D3:193 pb Reésistant

Préparation et conservation des réactifs

Tous les réactifs pour la préparation du master mix doivent étre conservés a -20°C.

Préparation du master mix

Vi

1-

Préparer le mix sur la glace suivant le protocole décrit dans le tableau ci-dessus.

Vortexer le mix et mettre 18 pl pour ADN dilué ou 24pl pour ADN non dilué du mix dans
chaque puits (Utiliser le méme c6ne)

Ajouter 7ul de ’ADN dilué (1/15) ou 1ul de ’ADN non dilué¢

Mettre tous les témoins disponibles (RR, RS, SS).

Mettre le témoin négatif (H20)

Préparation et migration du Gel d’agarose 2%

Réactif

Agarose

1X Tampon triborate EDTA (TBE)

Ethidium bromide ou SybrSafe

Bleu de bromophénol ou Bleu de charge

Marqueur de poids moléculaire (DNA ladder 100 pb)

Matériels et Instruments

Pipettes (0,1-10pl, 2-20ul)

Pipette multicanaux (5- 50ul)

Embouts (c6nes) de 10pul et de 100pl

Erlenmeyer

Micro onde

Cuve électrophorétique

Transluminateur (chambre noire) pour la lecture du gel
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3- Procédure de la préparation du gel d’agarose 2%

» Mc¢élanger 2g d’agarose dans 100ml de tampon TBE 1X

» Faire chauffer au micro-onde environ 1-3min. Laisser refroidir a environ 50°C,

» Ajouter 5ul de Bromide d’éthidium ou 3ul de SybrSafe (bien faire le mélange et éviter de
faire des bulles d’air)

» Couler lentement le gel dans la moule de migration contenant les peignes de loge

> Laisser le gel refroidir environ 15 a 20 min

4- Migration et lecture du gel d’agarose

> Préparer les échantillons : 15ul de I’amplicon (produit) PCR et 5ul du bleu de charge.

» Charger les 20ul dans les puits appropriés du gel (changer de cdne apres chaque

échantillon)

Ajouter un marqueur de taille (100pb) dans le puits suivant le controle négatif.

Migrer a 100V pendant environ 1h30min ou a 140V pendant 60min.

Vérifier la PCR sous UV. Photographier le gel

Y V V V

Coller la photo dans le cahier de laboratoire et si nécessaire noter les remarques.
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Date d’édition
Date de mise a jour Octobre 2017

I- Objectifs

Identifier la mutation Ace.1R responsable de la résistance aux carbamates et organophosphorés
chez An. gambiae

Le géne Ace.1 qui code pour I’acétylcholinestérase Achel. La mutation située au niveau de I’AA 119

est une glycine chez les sensibles et une Sérine chez les résistants.

I1- Référence
Weill M et al. (2004). The unique mutation in ace-1 giving high insecticide resistance is easily

detectable in mosquito vectors. Insect Mol Biol 13:1-7

I11- Matériels, instruments et amorces
» Thermocycleur
» Micropipette 10ul, 20pl, 200ul
» Embout (cbne) 10ul, 20ul, 200ul
» Hotte pour PCR

Amorces

o EX3AGdir : GATCGTGGACACCGTGTTCG
o Ex3AGrev : AGGATGGCCCGCTGGAACAG

IVV- Mesure de protection
Blouse labo, Gants, lunette de protection
V- Conditions PCR
Avec la Diamond Taq (Eurogentec) Réf: TAQ-1021-1000

Réactifs Concentrations finales et Pour une réaction de
Quantités 25ul

dd H20

Tampon de Tag 5x 1x Sul

MgCl, (25mM) 1.5mM 1.5ul

dNTPs (5mM) 0.2mM 1ul

Ex3AGDir (10puM) 10pmoles 1ul

Ex3AGrev (10uM) 10pmoles 1ul

Taq (5U/ul) 1U 0.1l

(eurogentec)
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| ADN (1/15) | | 5 ul

Amplification 3’ [30”°,30°, 30°] 35¢, 5’ @ 62°C
Vérifier Sul du produit PCR sur un gel d’agarose 1,5 %
Taille attendue

Ex3AG : 541bp

Digestion Enzymatique

Réactifs Conc.finale Pour 1rxs a 25ul
H20 6,9ul
Tampon de I’enzyme 1x 2,5ul
(10x)

BSA (10mg /ml) 0,1mg/ml 0,25ul
Alul lu 0,35ul
Produit PCR 15ul

Incuber a 37°C pendant 3 heures, voire toute la nuit.
Vérifier la réaction en faisant migrer 15ul de la digestion sur un gel d’agarose 2%

Tailles attendues

SS: 403 bp et 138 bp
RR : 253bp, 150bp et 138bp

Préparation et conservation des réactifs
Tous les réactifs pour la préparation du master mix doivent étre conserves a -20°C.
Préparation du master mix
e Préparer le mix sur la glace suivant le protocole décrit dans le tableau ci-dessus.
e Vortexer le mix et mettre 20 pl du mix dans chaque puits (Utiliser le méme c6ne)
e Ajouter Sul de ’ADN dilué (1/15)
e Mettre tous les témoins disponibles (RR, RS, SS).
e Mettre le témoin négatif (H20)

VI- Préparation et migration du Gel d’agarose 2%
4- Réactif
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Agarose

1X Tampon triborate EDTA(TBE)

Ethidium bromide ou SybrSafe

Bleu de bromophénol ou Bleu de charge

Marqueur de poids moléculaire (DNA ladder 100 pb)
Matériels et Instruments

Pipettes (0,1-10pl, 2-20pl)

Pipette multicanaux (5- 50ul)

Embouts (cones) de 10pul et de 100pl

Erlenmeyer

Micro onde

Cuve électrophorétique

Transluminateur (chambre noire) pour la lecture du gel
Procédure de la préparation du gel d’agarose 2%

Me¢élanger 2g d’agarose dans 100ml de tampon TBE 1X

Faire chauffer au micro-onde environ 1-3min. Laisser refroidir a environ 50°C,

Ajouter 5pul de Bromide d’éthidium ou 3ul de SybrSafe (bien faire le mélange et éviter de

faire des bulles d’air)

Couler lentement le gel dans la moule de migration contenant les peignes de loge

Laisser le gel refroidir environ 15 a 20 min

4- Migration et lecture du gel d’agarose

>
>

YV V VYV V

Préparer les échantillons : 15ul de I’amplicon (produit) PCR et 5ul du bleu de charge.

Charger les 20ul dans les puits appropriés du gel (changer de cbne apres chaque

échantillon)

Ajouter un marqueur de taille (100pb) dans le puits suivant le contréle négatif.

Migrer a 100V pendant environ 1h30min ou a 140V pendant 60min.

Vérifier la PCR sous UV. Photographier le gel

Coller la photo dans le cahier de laboratoire et si nécessaire noter les remarques.

213



214



FROM THE AMERICAN PEOPLE

U.S. President’s Malaria Initiative

C.LE
COT
0o

THINKERS
DRIVING
REAL-WORLD

IMPACT

Procédure Opératoire Standardisée du
CREC

PCR diagnostic des espéces du complexe

An. gambiae en Afrique de 1’Ouest

Développée par

Aboubakar Sidick / Razaki Ossé

Date d’édition

Date de mise a jour

Octobre 2017

Polymorphisme dans I’espace intergénique (IGS) de I’ADN ribosomal

I- Objectifs

Elle distingue en Afrique de 1’Ouest : An. gambiae s.s, An. arabiensis, An. melas, An. merus, An.

guadriannulatus, An. bwambae.

I1- Référence

Scott JA, Brogdon W, Collins FH (1993). Identification of single specimens of the Anopheles

gambiae complex by the polymerase chain reaction. Am J Trop Med Hyg, 49(4):520-9.

I11- Materiels, instruments et amorces
» Thermocycleur
» Micropipette 10pul, 20pul, 200ul
» Embout (cbne) 10ul, 20ul, 200ul
» Hotte pour PCR
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Amorces

e UN: GTGTGCCGCTTCCTCGATGT

o AG: CTGGTTTGGTCGGCACGTTT

o AA: AAGTGTCCTTCTCCATCCTA

o AM: GTGACCAACCCACTCCCTTGA
e QD : CAGACCAAGATGGTTAGTAT

IVV- Mesure de protection
Blouse labo, Gants, lunette de protection
V- Conditions PCR
Avec la Go Taq (Promega) Réf : M7805

Réactifs Concentration finale | Pour 1 rxs a 25ul
H.O QSP25l
Tampon de Taq 5X 1X 5ul
MgCl2 (25mM) 1,5mM 1,5ul
dNTPs (5mM) 0.2mM 1l
UN (5uM) 5pmoles 1l
AG (5uM) 5pmoles 1l
AA (5uM) 5pmoles 1ul
AM (5uM) 5pmoles 1ul
QD (5uM) 5pmoles 1l
Taq (u/ul) (Promega) 0,25u 0,05ul
ADN dilué (1/15) Sul

Amplification 3°[ 30,30, 10°°]40c , 5> @ 56°

Tailles attendues

An. gambiae : 390 bp

An. melas : 464 bp

An. arabiensis : 315 bp

An. quadriannulatus : 153 bp

Préparation et conservation des réactifs

Tous les réactifs pour la préparation du master mix doivent étre conservés a -20°C.
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Préparation du master mix

Préparer le mix sur la glace suivant le protocole décrit dans le tableau ci-dessus.
Vortexer le mix et mettre 18 pl du mix dans chaque puits (Utiliser le méme c6ne)
Ajouter Sul de I’ADN dilué (1/15) ou 1ul de I’ADN non dilué

Mettre tous les témoins disponibles (RR, RS, SS).

Mettre le témoin négatif (H20)

VI- Préparation et migration du Gel d’agarose 1,5%

7-

Réactif
Agarose
1X Tampon triborate EDTA(TBE)
Ethidium bromide ou SybrSafe
Bleu de bromophénol ou Bleu de charge
Marqueur de poids moléculaire (DNA ladder 100 pb)
Matériels et Instruments
Pipettes (0,1-10pl, 2-20ul)
Pipette multicanaux (5- 50ul)
Embouts (c6nes) de 10pul et de 100pl
Erlenmeyer
Micro onde
Cuve électrophorétique
Transluminateur (chambre noire) pour la lecture du gel
Procédure de la préparation du gel d’agarose 1,5%
Mélanger 1,5g d’agarose dans 100ml de tampon TBE 1X
Faire chauffer au micro-onde environ 1-3min. Laisser refroidir a environ 50°C,
Ajouter Sul de Bromide d’éthidium ou 3pl de SybrSafe (bien faire le mélange et éviter de

faire des bulles d’air)

» Couler lentement le gel dans la moule de migration contenant les peignes de loge

>

Laisser le gel refroidir environ 15 a 20 min

4- Migration et lecture du gel d’agarose

>
>

>

Préparer les échantillons : 15ul de I’amplicon (produit) PCR et 5ul du bleu de charge.
Charger les 20l dans les puits appropriés du gel (changer de céne aprés chaque
échantillon)

Ajouter un marqueur de taille (100pb) dans le puits suivant le contréle négatif.
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» Migrer a 100V pendant environ 1h30min ou a 140V pendant 60min.
> Veérifier la PCR sous UV. Photographier le gel
» Coller la photo dans le cahier de laboratoire et si nécessaire noter les remarques.

FROM THE AMERICAN PEOPLE

U.S. President’s Malaria Initiative

C.LE
COT
0o

REAL-WORLD

] w _é v “‘_] BOLD
S ARt L

N IMPACT

Procédure Opératoire Standardisée du
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PCR Sine pour la détection de An. gambiae,

An. coluzzii et An. arabiensis

Développée par

Aboubakar Sidick / Razaki Ossé

Date d’édition

Date de mise a jour

Octobre 2017

I- Objectifs

Identifier les espéces du complexe An. gambiae (An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis)

I1- Référence

Santolamazza F, Mancini E, Simard F, Qi Y, Tu Z, della Torre A, (2008). Insertion polymorphisms
of SINE200 retrotranposons within speciation island of Anopheles gambiae molecular forms. Malar

J, 7:163.
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I11- Matériels, instruments et amorces
» Thermocycleur
» Micropipette 10pl, 20pl, 200pul
» Embout (c6ne) 10pl, 20ul, 200ul
» Hotte pour PCR

Amorces
e F6: TCGCCTTAGACCTTGCGTTA
e R6:CGCTTC AAG AATTCG AGATAC

IVV- Mesure de protection

Blouse labo, Gants, lunette de protection

V- Conditions PCR

Avec la Go Taqg (Promega) Réf: M7805

Réactifs Concentrations finales et Pour une réaction de
Quantités 25ul

dd H20

Tampon de Taq 5x 1x 5ul

MgCl2 (25mM) 1.5mM 1.5ul

dNTPs (5mM) 0.2mM 1l

F6 (10uM) 10pmoles 1l

R6 (10uM) 10pmoles 1ul

Taq (5U/ul) 1U 0.1pul

ADN (1/15) 5 pl

Amplification 3’ [30*°,30°°,10°°] 35c, 5’ @ 56°

Tailles attendues

An. coluzzii: 479pb

An. gambiae : 249pb

An. arabiensis : 223pb

Hybride An.gambiae / An. Coluzzii: 249pb et 479pb

Préparation et conservation des reactifs

Tous les réactifs pour la préparation du master mix doivent étre conservés a -20°C.
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Préparation du master mix

Préparer le mix sur la glace suivant le protocole décrit dans le tableau ci-dessus.

o Vortexer le mix et mettre 20 pl du mix dans chaque puits (Utiliser le méme c6ne)
Ajouter Sul de I’ADN dilué (1/15) ou 1ul de I’ADN non dilué

Mettre tous les témoins disponibles (Ag, Colu, Ar)

Mettre le témoin négatif (H20)

VI- Préparation et migration du Gel d’agarose 2%
10- Réactif

Agarose

1X Tampon triborate EDTA(TBE)
Ethidium bromide ou SybrSafe

Bleu de bromophénol ou Bleu de charge

Marqueur de poids moléculaire (DNA ladder 100 pb)

11- Matériels et Instruments

Pipettes (0,1-10pl, 2-20ul)

Pipette multicanaux (5- 50ul)
Embouts (c6nes) de 10pul et de 100pl
Erlenmeyer

Micro onde

Cuve électrophorétique

Transluminateur (chambre noire) pour la lecture du gel

12- Procédure de la préparation du gel d’agarose 2%

>
>
>

>
>

Mélanger 2g d’agarose dans 100ml de tampon TBE 1X

Faire chauffer au micro-onde environ 1-3min. Laisser refroidir a environ 50°C,

Ajouter 5ul de Bromide d’éthidium ou 3pul de SybrSafe (bien faire le mélange et éviter de
faire des bulles d’air)

Couler lentement le gel dans la moule de migration contenant les peignes de loge

Laisser le gel refroidir environ 15 a 20 min

4- Migration et lecture du gel d’agarose

>
>

Préparer les échantillons : 15ul de I’amplicon (produit) PCR et 5ul du bleu de charge.
Charger les 20ul dans les puits appropriés du gel (changer de cbne aprés chaque
échantillon)

Ajouter un marqueur de taille (100pb) dans le puits suivant le contréle négatif.
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» Migrer a 100V pendant environ 1h30min ou a 140V pendant 60min.
> Veérifier la PCR sous UV. Photographier le gel
» Coller la photo dans le cahier de laboratoire et si nécessaire noter les remarques.
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ELISA - CSP
(Circumsporozoite protein de Plasmodium)

D'aprés Wirtz, Burkot et al . technique Fontenille LIN Mpl 2002
1 - SI NECESSAIRE PREPARER LES TAMPONS PBS - BB - TWEEN 20 - NP 40 +BB
2 - PREPARER LES MOUSTIQUES (Téte - Thorax dans tube numéroté)
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* Ajouter 20 pl de NP 40/BB Laisser au moins 1 H_(ou la nuit au
réfrigérateur) 03 - PREPARER LE PLAN DE LA PLAQUE SUR LA FEUILLE (N° des
moustiques, date,)
04 - BROYER LES MOUSTIQUES : 2 fois 190 pl de BB (conservation des tubes a -
20°C) 05 - SI NECESSAIRE RECONSTITUER LES ACm de capture (cf. fiche), garder a -
20°C
6 -  SENSIBILISER LES PLAQUES ELISA
a) Préparer les solution dACm de capture aux dilutions voulue : il faut faire les essai

de dilution a chaque nouvelle commande
b) - vortexer

CAPTURE Pour 1 plaque Pour 3 plaques
p. faléiparum : 15 ul/5 ml PBS f: 45 pul/15 ml PBS
p. vivax 210 : 5 ul/5 ml PBS v 210: 15 pl/15 ml PBS
p. vivax 247 : 10 pl/5 ml PBS v 247 : 30 pl/15 ml PBS
p. malariae 60 pl/5 ml PBS m: 180 ul/15 ml PBS
p. ovale 15 pl/5 ml PBS o: 45 ul/15 ml PBS

b) Mettre 50 pl/puits (a pipette 8 canaux, pte jaune) de chaque ACm de capture

* SCREEN : mélange des plasmodiums a tester (n x 50 pl)
* monospécifique : uniguement du plasmodium étudié (1 x 50
pl) Laisser la nuit sur la paillasse (ou le W.E. a 4°C).

7 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER

8 - METTRE 200 pl de BB par puits (screen ou
monospécifique) pendant 1 H sur paillasse.
Pendant ce temps faire décongeler les moustiques a tester (Téte Thorax dans

BB) 09 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER

10 - METTRE 50 pl du broyat de moustigue par puits. Bien vérifier qu'on met dans le bon puit.
Laisser pendant 2 H sur paillasse.

11 - Environ 10 minutes avant la fin des 2h, préparer les ACm
CONJUGUES, si nécessaire reconstituer le lyophilisat (cf. fiche)

12 - VIDER LA PLAQUE. LAVER 2 FOIS AU PBS/TWEEN 20

13 - METTRE 50 pl/puits de 'ACm CONJUGUE, correspondant a 'ACm de capture (pour Screen
= 3 x 50 pl) LAISSER 1 _H sur paillasse

ACm conjugués a Peroxydase dans BB, il faut faire les essai de dilution a chaque nouvelle

commande
CONJUGUES Pour 1 plaque Pour 3 plaques
p. faléiparum: 7,5 pl/5 ml BB f: 22,5 ul/15 ml BB
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p. vivax 210: 10 ul/5 ml BB v 210 30 ut/15 ml BB
p. vivax 247 : 2 ul/5 ml BB v 247 : 6 ul/15 mL BB
p. malariae 15 pl/5 ml PBS m: 45 pl/15 ml PBS
p. ovale 15 ul/5ml BB o: 45 ul/15 ml BB

14 - Environ 5 minutes avant la fin de l'heure, préparer le SUBSTRAT de la peroxydase
(selon Lhuillier, Sarthou et al) :
Pour 3 plaques :
* 5 mg d'Ortho-tolidine dans 0,25 ml de N,N-diméthyl formamide
* 30 ml de Tampon citrate
*12 pl de H202 a 10% (ou 4 pl a 30% , ou 6 pl a 20% ).

15 - VIDER LA PLAQUE. LAVER 4 FOIS AU PBS/TWEEN 20
16 - METTRE 100 pl/puits de SUBSTRAT
17 - INCUBER 30 minutes A OBSCURITE SANS TOUCHER (coloration bleue 620 nm)
18 - Blocage par 50 pl d'acide sulfurique 4N : Coloration

jaune : 19-Lecture a 620 et 450 nm sur le lecteur Elisa

Réactifs et quantités pour ELISA - CSP

*PBS

Reconstituer le PBS en poudre Sigma :
9,7 g dans 1 L d'eau distillée (ex réf. Sigma D 5773)

* NP 40/BB = Nonidet P40 (Sigma n° 3516, 50 ml) pour une plaque 2 ml = 25 pl NP 40 + 2
ml BB, agiter (préparer pour 5 plaques 10 ml + 125 pl NP 40)

* BB = Dans un litre PBS, ajouter :

1) 5¢ de Casein (Sigma C 5890)
2) 0,1g de Thiomérosal (Sigma T 5125)
3) 0,04 g de Phenol red (Sigma P 4758)
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4) 10g deBSA (Sigma A 7906)
AGITER 2H
(pour les calculs une plaque, moustiques a broyer compris : 100 ml de BB)

* PBS/TWEEN 20 - 500 pl de Tween 20 dans 11 de PBS, agiter (Sigma P 1379)

Substrat de Peroxydase = Pour 3 plaques :
* 5 mg d'Ortho-tolidine dans 0,25 ml de N,N-diméthyl formamide

* 30 ml de Tampon citrate
*12 ul de H202 a 10% (ou 4 pl a 30% , ou 6 pl a 20% ).

Tampon Citrate pH4
- préparer le Tampon Citrate pH4 : Pour 1 litre :
Acide citique, 1 H20 11,77 g
Hydroxyde de Sodium 4,48 g

Dissoudre la soude dans 200 ml d'eau bidistillée, puis lacide citrique
dans cette solution. Ajouter 400 ml d'eau bidistillée. Ajuster le pH a 4 avec de
l'acide Chlorhydrique 1N. Compléter a 1 [ avec de l'eau bidistillée.

RECONSTITUTION DES ANTICORPS MONOCLONAUX LYOPHILISES (ACm)

* milieu reconstitution = 1/2 volume H20 + 1/2 volume Glycérol (Sigma G.9012)
- 1,0 mg ACm + 2 ml milieu reconstitution (soit 500 pg / ml)

-0,5 mg ACm + 1 ml milieu reconstitution (soit 500 pg / ml)

- 0,25 mg ACm + 0,5 ml milieu reconstitution (soit 500 pg / ml)

QUANTITE D'ACM NECESSAIRE :

- Sensibilisation : ACm capture dans du PBS
DILUTIONS RECOMMANDEES PAR WIRTZ :
P. fal6iparum capture = 0.10ug / 50pl PBS (soit 10 ug par plaque : soit 20 ul par plaque dans 5 ml PBS )
P. vivax-210 capture = 0.025ug / 50ul PBS (soit 2,5 pg par plaque : soit 5 pl par plaque dans 5 ml PBS)
P. vivax-247 capture = 0.05pg / 50ul PBS (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml PBS)

CAPTURE Pour 1 plaque Pour 3 plaques
p. faléiparum : 15 pl/5 ml PBS f: 45 ul/15 ml PBS
p. vivax 210 : 5 pl/5 ml PBS v 210: 15 pl/15 ml PBS
p. vivax 247 : 10 pl/5 ml PBS v 247 : 30 ul/15 ml PBS
p. malariae 60 pl/5 ml PBS m : 180 pl/15 ml PBS
p. ovale 15 pl/5 ml PBS 0: 45 pl/15 ml PBS

- Révélation : ACm conjugués a Peroxydase dans BB
DILUTIONS RECOMMANDEES PAR WIRTZ :
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P. faléiparum peroxidase = 0.05ug / 50ul BB (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml BB )
P. vivax -210 peroxidase = 0.05pg / 50pl BB (soit 5 pg par plaque : soit 10 pl par plaque dans 5 ml BB )
P. vivax -247 peroxidase = 0.01pg / 50ul BB (soit 1 pg par plaque : soit 2 pl par plaque dans 5 ml BB )

CONJUGUES Pour 1 plaque Pour 3 plaques

p. faléiparum : 7,5 upl/5 ml BB f: 22,5 ul/15 ml BB
p. vivax 210: 10 pl/5 ml BB v 210 30 ul/15 mL BB
p. vivax 247 : 2 pl/5 ml BB v 247 : 6 pl/15 ml BB

p. malariae 15 pl/5 ml PBS m: 45 pl/15 ml PBS
p. ovale 15 ul/5 ml BB o: 45 ul/15

ml BB Les ACm sont fournis par le Dr WIRTZ, CDC Atlanta

TEMOINS

Dilutions pour les témoins positifs CSP antigende P. f, P. v210etP. v
247 Attention reconstitution du lyophilisa dans eau distillée, puis dilution

dans BB Ces témoins sont fournis par le CDC

Espece Numérode | Volume de l'antigéne | Volume de Blocking Concentration en
plasmodiale la Solution controle positif Buffer (BB) antigéne
dans 50 pl
P. falciparum Stock Pf lyophilisé (25 pg) 25ul d'eau dist.
| 5ul de stock 500ul BB 500ng
Il 10ul de | 1000ul BB 5000pg
*1l 20ul de ll 1000ul BB 100pg
Témoin pos
P. vivax 210 Stock Pv210 lyophilisé (25 ug) | 25 pl d'eau dist
A 5ul de stock 500ul BB 500ng
B 10ul de A 1000ul BB 5000pg
C 20ul de B 500ul BB 200pg
*D 200ul de C 800ul BB 40pg
Témoin pos
P. vivax 247 Stock Pv247 lyophilisé (25 25ul d'eau dist
pg)
1 5ul de stock 500ul BB 500ng
2 40ul de 1 1000ul BB 20ng
3 100ul de 2 700ul BB 2.5ng
Témoin pos

PM : NAAG au 1/8000 déja dilué
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Opérateurs ELISA : SIDICK, A. ; OSSE, R. ; KOUDENOUKPO, S. et CHANDRE, F
ELISA Circumsporozoite Protein (CSP)

N° plaque : Espéce Date de capture

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

00000000
oﬁo‘o’o‘o‘o‘z

N
Nl
B J.

CONDITIONS: SCREEN OU Pf/Pv 210/ Pv247/Pm/Po

Moustiques broyésle..............................par. ...
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Involvement of both Anopheles gambiae and
Anopheles funestus (Diptera: Culicidae) in the
perennial malaria transmission through a
seasonal abondance in savannah area in Benin

Rock Aikpon, Razacki Ossé, Gil Padonou, Rodrigue Anagonou, Albert
Salako, Idelphonse Ahogni and Martin Akogbéto

Abstract

The involvement of Anopheles gambiae sl and Anopheles fimestus in malaria transmission was
investigated in Savammah area in Benin. This study shows the trends in malaria vectors dynamics and
their part of contribution in malaria transmission.

Female mosquitoes were collected, using human landing catches. All the anopheline mosquitoes were
assessed for species identify and sporozoite infection status.

Most of the anopheline mosquitoes collected were members of the An. gambiae complex (80.90%) and
An. funestus group (14.36%). An. gambiae and An. cohizzii were found in sympatry. All of the females of
the An. fiuneshis group investigated were identified as A#n. fimestus s.5. In spite of being the major malaria
vector as far as abundance is concerned, sporozoite prevalence was three times higher with 4n. fimestus
than 4dn. gambiae.

This study provides useful informations on the relative contribution of malaria vectors to the perennial
malaria transmission in the study area.

Keywords: Peremmial malaria transmission, Aropheles gambiae, Anopheles funestus, contribution

Introduction

Malaria transmission is sustained through vector interaction [ and the current effective vector
control tools include the use of Long Lasting Insecticide Nets (LL.IN) and Indoor Residual
Spraying (IRS) 2. Although malaria can be severely limited, if not eliminated, by effective
vector, the implementation of any successful vector-control measures requires knowledge of
the biology of the anopheline species present in the area to be targetd.

The malana vectorial system in tropical Afiica 1s dominated by four species of major
importance, Anopheles gambiae, Anopheles coluzzii, Anopheles arabiensis and Anopheles
Junestus, which are broadly codistributed across much of tropical Africa in close association
with humans 1% 4. dnopheles gambiae, Anopheles coluzzii and Anopheles arabiensis belong to
the same cryptic species complex (the A4m. gambiae complex) whose members canmnot be
distinguished morphologically at any developmental stage, although they differ in aquatic
larval ecology and adult behaviours relevant to malaria transmission and control (e.g., degree
of anthropophily and tendency to blood-feed or rest indoors) 9. Anopheles funestus and its
presently recognized closest relatives are classified into a group and subgroup "# rather than a
species complex, owing to slight morphological distinctions mainly at inumature stages.
Although Anopheles gambiae Giles complex and Anopheles funestus Giles are the primary
malaria vectors in sub-saharan Afnica, Anopheles gambiae 5.1 1s often regarded as the most
important vector species across Africa 'V and, because of its almost entirely anthropophagic
and endophilic behaviour, it is the species that has been targeted most effectively by LLINs.
Nevertheless, Anopheles fumestus 1s also a very anthropophic and endophilic mosquito and it
too can be a highly efficient malaria vector [ ' 21, However, despite its obvious importance as
vector, An funestus s.1 has been sadly neglected compared to 4n. gambiae s1. Undoubtedly,
this has been due to the adaptability of the 4n. gambiae complex to laboratory conditions and
the ease with which species in the group be colonized.

~ 107~
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gambiae populations from Benin, West Africa
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Abstract

Background: Inrecognition of the threat of insecticide resistance in vectors of malaria, the WHO Global Malaria
Prograrnme recornmends the developrment of an appropriate and comprehensive response to insecticide resist-
ance. In principle, goad resistance managenment practice requires the application of multiple insecticides of different
modes of action, for example, in rotations and mixtures, Insecticides recommended by the World Health Organization
for indoor residual spraying and long-asting insecticide nets are limited. Itis, therefore, judicious ©© prevent the rapid
spread of insecticide resistance by evaluating new insecticides formulations with different modes of action and long
residual effect,

Methods: Fludora® Fusion, a new neonicotinoid IRS formulation (a mixture of 500 g/kq clothianidin and 62.5 g/kg
deltamethrin applied 200 mg ai/sqm+ 25 mg ai/sqm, respectively) was tested, Small scale field evaluation of this
product was conducted in the district of Dangbo in Benin, to compare its efficacy and residual effect on cement and
rud walls against those of clothianidin 200 mg ai/sam (WG 70) alone, and of deltamethrin 25 mg ai/sgm (WG 250)
alone, WHO wall cone bicassays were conducted monthly with laboratory susceptible Anopheles “Kisurmu” and wild
Anapheles gambiae sensu stricto (5.5) population from Dangbo, The induced mortality by each treatment per wall
substrate for 24 h, 48 h, and 72 h post exposure were recorded every month and analysed.

Results: Fludora® Fusion and clothianidin WG 70 showed mortality rates over 80% WHO bio-efficacy threshold on
cement walls either with susceptible or resistant An, gambige ss. over a period of 10 and ¢ months, respectively,
Treatrent with Fludara® Fusion and clothiznidin WG 70 on the mud walls showed residual effect for 6 rmonths and

5 months respectively against both susceptible and resistant mosguitoes. During the whole evaluation period, del-
tarnethrin WG 250 showed maortality rates below 80% against resistant Anopheles population. Furthermore, the knock
down rates observed with the Fludora® Fusion combination were significantly higher (p « 5%) than those induced by
Clothiandin WG 70,
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The spread of malaria in savannah area in Benin:
The contribution of Anopheles gambiae and
Anopheles funestus in the transmission

Rock Aikpon, Albert Salako, Razaki Ossé, Gorgias Aikpon, Bruno
Akinro, Aboukar Sidick, Wilfrid Séwadé and Martin Akogbéto

Abstract

The role of the dnopheles complex and Anopheles funestus Giles in the malaria transmission was
investigated in a Savannah area in Benin. This study shows the part of their contribution in malaria
transmission in the study area. Mosquitoes were collected, using human landing catches. All the
anopheline mosquitoes were assessed for species identify and sporozoite infection status. Most of the
anopheline mosquitoes collected were members of the An. gambiae complex (80.90%) and An. funestus
group (14.36%). An. gambiae and An. coluzzii were found in sympatry. All of the females of the An.
funestus group investigated were 1dentified as An. funestus s.5. In spite of being the major malana vector
as far as abundance 1s concerned, sporozoite prevalence was three times higher with 4n. finestus than
An. gambige. This study documented useful informations on the relative contribution of malaria vectors
to the perenmal malaria transmission in the study area.

Keywords: Malaria, spread, Anopheles gambiae, Anopheles funestus

Introduction

Malaria transmission is sustained through vector interaction [ and the current effective vector
control tools include the use of Long Lasting Insecticide Nets (LLIN) and Indoor Residual
Spraying (IRS) [2. Although malaria can be severely limited, if not eliminated, by effective
vector, the implementation of any successful vector-control measures requires knowledge of
the biology of the anopheline species present in the area to be targeted.

There are four major species of malaria vectors in tropical Africa that Anopheles gambiae,
Anopheles coluzzii, Anopheles arabiensis and Anopheles funestus, which live in close
association with humans B ¥ dnopheles gambiae, Anopheles coluzzii and Anopheles
arabiensis belong to the same cryptic species complex (the 4n gambiae complex) whose
show no morphological difference despite the fact that they do not share the same larval
ecology S\ Anopheles funestus and its presently recognized closest relatives are classified
into a group and subgroup [ ¥ rather than a species complex, owing to slight morphological
distinctions mainly at immature stages.

Although Anopheles gambiae Giles complex and Anophles funestus Giles are the primary
malania vectors in sub-saharan Africa, Anopheles gambiae 5.1 is often regarded as the most
important vector species across Africa [ and, because of its almost entirely anthropophagic
and endophilic behaviour, it is the species that has been targeted most effectively by LLINs.
Nevertheless, dnopheles funestus 1s also a very anthropophic and endophilic mosquito and it
too can be a highly efficient malaria vector [* ' 2. However, despite its obvious importance as
vector, An funestus s has been sadly neglected compared to An. gambiae s.1. Undoubtedly,
this has been due to the adaptability of the 4n. gambiae complex to laboratory conditions and
the ease with which species in the group be colonized.

The present study aims to investigate the contribution of 4nopheles gambiae and An. funestus
mosquitoes to malaria transmission in Copargo district in a savanah area in Benin.
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Abstract

Background: Since 2008, Indoor Residual Spraying (IRS) has been performed in Beninin 13 districts, including 4 in
southern Benin, 9in Atacora, and 8 in Atacora, Alibori and Donga in northern Benin, However, Benin still struggles
with guestions about IRS cost-benefit and epidemiclogical impact, Lessons learned and challenges from 10 years of
IRS in Benin to be shared with the stakeholders involved in vector control implementation for decision-making.

Methods: Entomological parameters have been assessed entomolagical parameters in IRS cornmunes since 2008, In
all IRS intervention cornmunes, decreases in huran biting rate (HBR) of Ancpheles gambiae, blood feeding inhibition
and entomological inoculation rate (FIR) as compared to control district have been measured.

Results: EIR was reduced by 80-90%, which is encouraging, but should be observed with caution because: () the
reduction may be insufficient to decrease epidemiological indicators given that the residual EIR in IRS districts is

still higher than it is in some regions of stable malaria; (i) the reduction in EIR is based on comparisons with control
communes, but it is difficult to select control areas with the same environmental characteristics as intervention areas;
(i) despite the reduction, half of all mosquitoes that entered IRS-treated houses succeeded in taking human blood
meals. Further, there are behaviours among Benin's population that limit IRS efficacy, including recent data showing
that > 90% of people are not protected by IRS between 7 and 10 p.m. This is due to the fact that they remain out-
doars and that most people are not protected from masquito bites after 10 p.m. because they either sleep outdoors
without IRS protection or indoors without an ITN, Moreover, people have large amounts of clothing hanging on walls
where mosquitoes can rest instead of IRS-treated walls. Finally, other compeonents are important to consider in imple-
menting IRS among which: (i) Vector resistance management strategies are sometimes poorly understood; this is
actually different from the need to replace one insecticide with another after the emergence of resistance; (i) African
countries should prepare to finance IRS themselves,

Conclusion: To curtail residual malaria transmission, additional interventions able to target vectors escaping IRS
should be prioritized.
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Physical integrity and survivorship Gk

of long-lasting insecticidal nets distributed
to households of the same socio-cultural
community in Benin, West Africa
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Abstract

Background: Long-lasting insecticidal nets (LLINS) are designed to survive and sustain their physical barrier for

3 years in household conditions. However, studies have shown that most of these nets are usually torn or no longer
presentin the households in less than 3 years, This study was initiated in Benin t© compare the survivorship and physi-
cal integrity of seven types of LLINs in a same socio-geographic area.

Methods: In August 2017, 1890 households were selected in @ villages in the runicipality of Zagnanado in cen-
tral Benin, Each one of the selected households received one of the seven LLIN products: Aspirational®, DawaPlus®
2.0, OlysetNet®, Permahet® 2.0, Permalet® 3.0, Roval Sentry® and Yorkool®. Overall, 270 LLINs of each type were
freely distributed in Zagnanadc, at a rate of 30 LLINs per type per village, These bed nets have been monitared and
evaluated every 6 months to identify the most resilient and preferred LLINS in the community. Net survivorship was
assessed using the rate of netloss and physical condition.

Results: The survivorship of all types of LLIN was estimated at 9296 (95% Cl 90,33-92 56) after &6 months and 70%
(95% Cl 67.25-71.81) after a year of use, At 12 months, all bed nets monitored were below the NetCalc model thresh-
old of 92 8% far an LLIN with a lifespan of 3 years, Only 1.73% of all types of LLIN had a visible loss of integrity after

6 months with a median proportionate hole index (PHI) estimated at zero, The percentage significantly increased
after 12 months with 10.419 of damaged nets (all types of LLINS). The median PHI for each brand of netwas 23, 196,
141,23,23,121 and 72, respectively for Aspirational®, DawaPlus® 2.0, OlysetNet®, Permnalet® 2.0, Permaiet® 3.0,
Royal Sentry® and Yorkool®, A significant difference was noted between the PHI at 6 and 12 months (p < 0.0001), After
12 rmonths, the DawaPlus®2 0, Olysethet® and Royal Sentry® suffered sigrificantly more damage compared to the
others (p<0001).

Conclusion: The results of this study showed that after a year of use, the survivorship of the 7 LLIN products in house-
holds was lower than expected, However, all the LLIN products successfully met WHO standards for physical integrity
after 12 months of use, The monitoring continues, The next steps will help to identify the most sustainable LLINs,

Keywords: LLINs, Survivorship, Physical integrity, Malaria, Benin
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Abstract

Background: In May 2019, a confirmed dengue fever case was detected at the local hospital of Abormey-Calavi
Cornmune in scuthern Benin. In Benin, there remains a dearth of literature concerning the distribution and biology
of Aedes aegypti, the principal vector of dengue fever. This study was initiated by the Ministry of Health to partially
fill this gap. The findings allowed us to assess the arboviral transmission risk incurred by the population of Aborney-
Calavi to support programmatic decision-making.

Methods: Entermological assessments were conducted in 5% of the heuses, meaning 314 houses selected from 11
boroughs in Abomey-Calavi Centre district and 9 villages in Hévié district. The surveyed breeding sites were water
containers located in (domestic) and around (peri-domestic) the dwellings. When a container was positive (housing
larvae), a portion of the immature population was sampled with a larval dipper and poured into labeled jars.
Immatures were then reared to adulthood at the Centre de Recheche Entemologique de Cotonou (CREC) insectary.
Adult mosquitoes were morphelogically identified to species level by site and, a subsample of the collected Ae.
aegypti mosquitoes were used for WHO susceptibility tube tests.

Results: Of the 1372 adult Aedes specimens which emerged from the collected larvae and pupae, 1356 Ae. gegypti
(98.83%), 10 Ae. luteocephalus, and 4 Ae. vittatus were identified. The Breteau indices were 160.2 in Abormey-Calavi
Centre and 150 in Hévié, whereas the House indices were 58.5% and 61.6% in the respective districts. WHO
insecticide susceptibility tube tests showed that the mortality rates were 38.71% in Abomey-Calavi Centre and
85.71% in Hévié for permethrin, and 72.22% in Abomey-Calavi Centre and 100% in Hévié for deltamethrin.
Conclusion: The two districts were highly infested by Ae. aegypti whose breeding sites were mostly ran-made.
Considering this, human behavioral change to substantially recduce the number of larval habitats is necessary to
control the vector populations. As Aedes mosquitoes are day biters, the use of repellents such as ointments and
smoke coils can also be useful.

Keywords: Transmission risk, Ae. aegypti, Arbovirus, Abomey-Calavi Commune
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Abstract

Background: In 2011, Benin's National Malaria Control Programme (NMCP) organized a nationwide mass distribution
carnpalign of LLINs throughout the country. Following this intervention, it was important to assess whether the level
of susceptibility of malaria vectors to insecticides had remained the same as compared to the pre-intervention period.
The current study investigated this.

Methods: Larval collections were conducted in Ifangni, Sakété, Pobé and Kétou districts located in Plateau depart-
ment, Southeastern Benin before (2009) and after (2012-2013) LLIN distribution, Anopheles gambiae sensu lato (s./)
larvae from the 4 study districts were reared to adulthood and WHO susceptibility tests were conducted. The insec-
ticides tested were deltamethrin (0.05%), permethrin (0.75%), bendiocarb (0.19) and DDT (49%). Molecular species
identification as well as, the characterization of the kdr L1014F mutation were also performed in the An, gambige s
cormplex using PCR method.

Results: Overall, a significant decrease in mortality rates of An, gambige s./. to deltamethrin (0.05%), permethrin
(0.75%) and DOT (496) was observed post-LLIN distribution, respectively: (100% vs 80.9%, p < 0.0001), (77.5% vs 70%,
p=0.01) and, (47.8% vs 44%, p <0.0001). By contrast, susceptibility of vectors to bendiocarb (0.19%) remained the
same (100% mortality in the WHO susceptiility tube tests) pre- and post-intervention, An increase in the kdr L1014F
frequency was cbserved post-LLIN distribution [Fikdr) = 0.91]] cornpared to the pre-intervention period [Fikdr) =0 58],
p < 00001, Anopheles caluzzii and An. gambiae were the two malecular species identified in the study area.

Conclusion: The decrease susceptibility to pyrethroids and DDT as well as, the increase in the frequency of the kdr
L1014F mutation after the intervention stressed at the time, the need for the development and implementation of
effective insecticide resistance management strategies. At present, an update of the vectors resistance status in the
area is also necessary for decision-making.

*Correspondence: sart52005@yahoa.fr

! Centtre de Recherche Entornologique de Cotanou (CREC), Ministére de
la Santé, 06BP2604, Cotonou, Bénin

Full'list of authar infarmation is available at the end of the article

©The Authar(s) 2020, This article i licensed under a Creative Commmons Attribution 4.0 Intermational License, which permits use, sharing,
adaptation, distribution and reproduction inany medium or fomnat, as kang as you give appropriate credit to the ariginal authar(s) and
the scurce, provide a linkto the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or other third party rmaterial

in this article are included in the article’t Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material
i nat included inthearticle’s Creative Commans licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the
perrnitted use, you will nesd to abtain permission directly frorm the copyright holder To view a copy of this licence, visit http:/creativeco
rmmons.org/licenses/by/4.0/. The Creative Cornmens Public Domain Dedication wabver (htip.//creativecornmons.org/pulicdonnaing
zero/1.0¢) applies tothe data made available In this article, unless atherwise stated in a credit lineta the data.

233



