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relatif a la « proposition de lignes directrices pour la surveillance de la
résistance des moustiques vecteurs de type Aedes, Anopheles et Culex aux
insecticides »

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu'ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I’élaboration des dispositions Iégislatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 18 février 2020 par le Directeur général de la santé et le Directeur
général de la prévention des risques pour la réalisation de I'expertise suivante : Proposition de
lignes directrices pour la surveillance de la résistance des moustiques vecteurs de type Aedes,
Anopheles et Culex aux insecticides.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Les moustigues des genres Aedes, Anopheles et Culex peuvent véhiculer des agents
pathogénes (par exemple virus ou parasites) responsables de certaines pathologies humaines
ou animales pouvant étre fortement invalidantes, voire mortelles.

Dans le contexte actuel de I'émergence ou de la réémergence de certaines maladies
vectorielles, notamment en raison des changements climatiques et de la globalisation des
échanges, la lutte antivectorielle (LAV), et notamment sa composante biocide, revét un enjeu
crucial. La LAV dans sa composante biocide est menée avec des insecticides, qui sont des
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produits biocides TP18 dont la mise sur le marché est encadrée par le réglement européen
(UE) 528/2012.

Dans plusieurs régions francaises, en particulier dans les territoires ultra-marins, les
moustiques vecteurs ont développé des mécanismes de résistance aux insecticides utilisés,
ce qui peut rendre les opérations de traitements moins efficaces, pouvant aller jusqu’a remettre
en cause les stratégies actuelles d’utilisation des insecticides. Les modalités de suivi et de
gestion de la résistance des moustiques vecteurs aux insecticides sont aujourd’hui variables
selon les territoires. C’est dans ce contexte que les dispositions du décret n°2019-258 du 29
mars 2019 relatif a la prévention des maladies vectorielles prévoient notamment I'élaboration
d’'un d’arrété sur les modalités de suivi des résistances des espéces vectrices locales aux
produits biocides utilisés en lutte antivectorielle (Art. R. 3114-14 du code de la santé publique).

A cet égard, dans le cadre du programme de travail 2020 établi entre les ministéres de tutelles
et 'Anses, la direction générale de la santé (DGS) et la direction générale de la prévention des
risques (DGPR) ont mandaté ’Anses pour conduire une expertise en vue de proposer dans
un premier temps des lignes directrices pour la surveillance de la résistance des moustiques
vecteurs aux insecticides (étape 1), et dans un second temps des recommandations pour la
mise en place d’'une stratégie de traitement par les produits biocides en contexte inter-
épidémique et en contexte épidémique (étape 2). Dans les territoires ou aucune résistance
des moustiques vecteurs aux insecticides n’est connue, le suivi de la résistance devra porter
sur les biocides utilisables en lutte antivectorielle (LAV) en France. Sur les territoires ou des
résistances sont connues, cette surveillance portera également sur les anciennes molécules
utilisées et sur les produits biocides identifiés par '’Anses ne disposant pas d’autorisation dans
I'Union européenne, mais utilisables dans le cadre d’'une dérogation.

Le présent avis fait état des travaux réalisés dans le cadre de I'étape 1 de la saisine N°2020-
SA-0029.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise releve du domaine de compétences du comité d’experts spécialisés (CES)
« Substances actives et produits biocides ». L’Anses a confié I'expertise au groupe de travail
« Résistance des moustiques vecteurs aux insecticides » (GT RMVI), le groupe de travail s’est
réuni au cours de 9 réunions entre le 02/10/2020 et le 06/07/2021.

Des auditions de quinze structures institutionnelles et opérateurs de LAV? (ex. agence
régionale de santé - ARS, collectivités territoriales, Institut Pasteur, entente
interdépartementale pour la démoustication — EID) en France hexagonale et dans les

1 Reéglement (UE) n° 528/2012 du Parlement européen et du Conseil du 22 mai 2012 concernant la mise a
disposition sur le marché et I'utilisation des produits biocides

2 Organismes, publics ou privés, habilités pour mettre en ceuvre des missions de lutte antivectorielle (surveillance
et lutte contre les insectes vecteurs de maladies pour les humains).
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territoires ultramarins ont été menées de janvier a mars 2021. La liste des organismes
auditionnés est détaillée dans le rapport d’expertise accompagnant cet avis. Ces auditions ont
permis aux experts du GT RMVI de prendre connaissance des modalités de suivi et de gestion
de la résistance des moustiques vecteurs aux insecticides sur ces territoires afin de réaliser
un état des lieux des actions menées dans le passé et/ou a I'heure actuelle au niveau national.

Les experts du groupe de travail ont réalisé un travail d’analyse du contenu de ces auditions.
lls en ont tiré les éléments d’'information jugés importants, et les ont utilisés pour alimenter
certaines parties du rapport. Cette restitution, qui appartient aux experts du groupe de travail,
n‘engage aucune des personnes auditionnées, bien qu’elle s’appuie évidemment sur les
entretiens conduits avec eux.

Les travaux ont été présentés au CES « Substances actives et produits biocides », réuni le 24
juin 2021. Ceux-ci ont également été présentés au GT « vecteurs », réuni le 07 juin 2021 et le
07 juillet 2021, collectif d’experts pérenne de '’Anses sur les sujets ayant trait aux vecteurs.
Les travaux ont été adoptés par le CES « Substances actives et produits biocides », réuni le
22 juillet 2021.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans
le cadre de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet:
https://dpi.sante.gouv.fr/.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES ET DU GT

3.1. Etat des connaissances sur la résistance des moustiques vecteurs aux
insecticides

La connaissance des modes d’action des substances actives insecticides permet de
comprendre les modalités d’efficacité du produit, de proposer et orienter le développement de
nouvelles substances et formulations par une meilleure connaissance de la (des) cible(s), mais
aussi: (i) d'utiliser des associations avec des substances actives de familles chimiques
différentes pour obtenir des effets additifs ou synergiques, (ii) de mieux gérer les risques de
résistance sélectionnée chez les insectes et, (iii) de limiter les effets indésirables sur les
organismes non-cibles et sur I'environnement.

3.1.1.Substances actives biocides utilisées en LAV et leur mode d’action

La deltaméthrine et le Bti (Bacillus thuringiensis subsp. israelensis) sont actuellement les
substances actives insecticides majoritairement utilisées en lutte antivectorielle en France ; la
premiére en tant qu’adulticide, la seconde en tant que larvicide.

La deltaméthrine appartient a la famille des pyréthrinoides. C’est un insecticide a large spectre,
qui agit par contact et par ingestion. Il perturbe le systeme nerveux des insectes en entrainant

page 3/41



Avis de I’Anses
Saisine n°® « 2020-SA-0029 »

un dysfonctionnement des canaux sodium, et bloque ainsi la transmission de 'influx nerveux.
Les effets sont une paralysie (effet choc) et la mort des insectes.

Les Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) sont des bactéries Gram positif qui, grace a
la production de toxines, détruisent la mugueuse intestinale des organismes cibles. Les Iésions
intestinales qui en découlent empéchent les larves de moustiques de s'alimenter et
aboutissent a leur mort.

Cependant pour pallier les problémes de résistance liés a l'utilisation prolongée d’une seule
substance en LAV, d’autres biocides pourraient étre potentiellement utilisés. Une liste de
substances actives insecticides biocides (TP18) utilisables ou potentiellement utilisables en
LAV est détaillée en section 2.1 du rapport.

3.1.2.Mécanismes de résistance aux insecticides chez les moustiques

La résistance aux insecticides correspond a un événement d’origine génétique et héritable qui
conduit & une diminution de la sensibilité des insectes a un insecticide donné. Tous les
mécanismes qui empéchent ou modifient I'effet de I'insecticide au sein de 'organisme peuvent

conduire au développement de résistances.

Il existe 4 grands types de résistances chez les arthropodes, et les moustiques en particulier :

e la détoxication enzymatique de linsecticide (ou résistance métabolique), terme qui
regroupe I'ensemble des mécanismes associés a une biodégradation accrue de
l'insecticide en métabolites généralement moins toxiques et plus facilement excrétés ;

¢ les mutations ponctuelles (ou résistance par modification de la cible), qui diminuent
I'affinité de la protéine cible pour l'insecticide ;

¢ la modification de la cuticule affectant la pénétration de l'insecticide (résistance
cuticulaire). Ce mécanisme, a lui seul, n‘occasionne en général que de faibles niveaux
de résistance bien qu'il puisse, par définition, conférer une résistance croisée a un
large spectre de molécules ;

e les changements comportementaux (ou résistance comportementale) ayant pour
conséquence une survie accrue des vecteurs a l'insecticide. Les moustiques résistants
auront donc tendance a éviter le contact avec un ou plusieurs insecticides (répulsion).

Bien que les bases physiologiques et moléculaires de ces mécanismes de résistance soient
distinctes, leur cooccurrence peut entrainer des résistances multiples et/ou croisées a
plusieurs familles d’insecticides.

3.1.3.Facteurs opérationnels, biologiques, génétiques et environnementaux influencant
la dynamique de résistance

L'analyse exhaustive des facteurs influencant la dynamique de la résistance reste difficile a
réaliser en raison notamment de la complexité des interactions biotiques et abiotiques des
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espéces de moustiques présentes. La dynamique des alleles de résistance dépend des
changements qualitatifs mais aussi quantitatifs de l'utilisation des insecticides.

La plupart du temps, les alléles de résistance sont présents naturellement au sein des
populations de vecteurs avant les traitements insecticides, a de trés basses fréquences, ce
qui les rend quasi indétectables. Les traitements insecticides vont éliminer les vecteurs qui ne
sont pas porteurs d’alléles de résistance et la fréquence des alléles de résistance va alors
augmenter progressivement avec le temps sans étre a 'origine d’échec opérationnel jusqu’a
un certain seuil, appelé « point de bascule » (ou « tipping point »). Lorsque ce seuil est atteint,
la proportion des vecteurs résistants peut augmenter tres rapidement et se traduire par des
échecs plus ou moins importants du contrble des vecteurs. Les alléles de résistance sont
sélectionnés localement par les insecticides et peuvent ensuite étre diffusés trés rapidement
dans les populations a I'échelle mondiale.

De plus, d’autres pressions de sélection peuvent affecter la dynamique des alléles de
résistance, notamment leur maintien malgré l'arrét des traitements biocides par le biais de
I'utilisation des produits phytosanitaires basés sur les mémes substances actives contre les
ravageurs de cultures ou la présence de polluants (ex. hydrocarbures aromatiques
polycycliques) due aux activités humaines.

3.1.4.Méthodes de détection de la résistance des moustiques

3.1.4.1. Tests biologiques ou « bioessais »

Il existe plusieurs types de tests et méthodologies permettant de détecter et quantifier la
résistance des moustiques aux insecticides. L’'OMS fournit des recommandations pour mettre
en ceuvre, interpréter et valider ces bioessais afin d’évaluer et de suivre correctement la
résistance aux insecticides dans les populations naturelles. Dans tous les cas, la validation
des bioessais nécessite I'utilisation de souches sensibles de référence. Celles-ci permettent
de contrbler 'efficacité de la substance active et d’estimer les ratios de résistance (RR).

Il existe différents tests en fonction des stades de développement des moustiques. Les
avantages et inconvénients des différentes méthodes biologiques pour la détection de la
résistance sont précisés dans le Tableau 1 ci-dessous.

m Le test larvaire (ou «test en gobelets» OMS) a pour objectif dévaluer la
sensibilité/résistance des larves de moustiques d’une population donnée a un insecticide
donné et de détecter de possibles résistances croisées entre différents insecticides. Ces
tests se réalisent en exposant des larves de moustiques de stade L3 - L4 prélevées sur le
terrain ou issues de femelles de moustiques gorgées récoltées sur le terrain et ramenées
en insectarium, a un insecticide en solution pendant 24h? (sauf exception), soit a une dose
diagnostique d’un insecticide donné, soit a une série de concentrations croissantes de ce

3 Pour les régulateurs de croissance (IGR), qui agissent sur le développement larvaire ou inhibent la mue
imaginale, le test se déroule sur plusieurs jours afin de pouvoir déterminer le taux d'inhibition de I'émergence
des adultes.
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méme insecticide. La lecture de la mortalité est effectuée immédiatement apres
'exposition. lls permettent ensuite de mesurer la résistance d’'une population par le calcul
des Ratios de Résistance 50 (RRso) : rapport entre les Concentrations Létales 50*° (CLso)
de la population testée et de la souche sensible de référence. Ces tests larvaires peuvent
également servir a étudier l'implication de certains mécanismes de résistance par
I'utilisation combinée d’insecticides et de molécules synergistes® qui inhibent I'action des
enzymes de détoxication (voir tests synergistes ci-dessous).

Le test adulte en tubes de I'OMS’ est le test biologique de référence pour la surveillance
de la résistance chez les moustiques adultes. Il permet I'exposition pendant 1 heure des
femelles adultes non gorgées a des molécules insecticides par contact, sur des papiers
imprégnés d’un insecticide a une dose diagnostique (DD)? établie par 'OMS. La mortalité
est ensuite mesurée 24 heures aprés I'exposition. Ce systéme simple, robuste et
standardisé permet de définir le niveau de résistance d’une population (fréquence des
individus résistants) en mesurant le taux de mortalité des moustiques a une dose
diagnostique d’un insecticide.

Le test adulte en bouteilles des CDC?® est un test alternatif au test en tubes de 'OMS,
développé par les CDC pour mesurer les niveaux de résistance des moustiques adultes
aux insecticides. Ce systéme repose sur I'utilisation de bouteilles en verre de taille et de
volume standardisés, dont les surfaces internes sont imprégnées avec une solution
d’insecticide a une dose diagnostique. Le principe consiste a y exposer des moustiques
femelles non gorgées pendant un temps donné. La lecture de la mortalité (et de I'effet
« knock-down ») s’effectue directement apres I'exposition. Le test en bouteille CDC
présente I'avantage d’étre facilement utilisable sur le terrain. Cependant, cette méthode
mesure essentiellement I'effet immédiat (ou effet « knock-down ») caractéristique des
insecticides a mode d’action rapide tels que les pyréthrinoides (et ne refléte pas toujours
la mortalité), tandis que le test adulte en tubes OMS permet de mesurer effectivement le
taux de mortalité des moustiques aprés 24h d’observation. Par conséquent, les résultats
des tests CDC et OMS ne sont pas directement comparables.

10

Concentration létale 50 (ou Concentration létale médiane) : Concentration d’'une substance toxique qui
provoque la mort de 50% des individus exposés a ce produit. Cet indicateur permet de mesurer et comparer le
niveau de sensibilité de populations de moustiques vis-a-vis d’une substance biocide.

ou la concentration inhibant 50 % de I'émergence des adultes (IEso) dans le cas des régulateurs de croissance.
Composés chimiques utilisés a des concentrations non |étales pour inhiber le systeme enzymatique impliqué
dans la détoxication des insecticides.

WHO (2016). Test procedures for insecticide resistance monitoring in malaria vector mosquitoes, 2nd ed. World
Health Organization. https://apps.who.int/iris/handle/10665/250677

Dose d’'un insecticide utilisée pour discriminer les phénotypes sensibles et résistants dans un échantillon de
population de moustiques. Elle est généralement estimée en multipliant par 2 la Concentration Létale 99, sur
des souches de moustiques de référence sensibles.

CDC. (2010). Guideline for evaluating insecticide resistance in arthropod vectors using the CDC bottle bioassay.
Atlanta, GA: Centers for Disease Control and Prevention.
http://www.cdc.gov/malaria/resources/pdf/fsp/ir_manual/ir_cdc_bioassay_ en.pdf

Centers for Disease Control and Prevention: principale agence fédérale des Etats-Unis en matiére de protection
de la santé publique.
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Le test adulte en bouteilles selon la méthode de ’'OMS est une adaptation du test en
bouteilles CDC qui permet de mesurer un taux de mortalité des moustiques aprés 24h.
Il permet d’estimer les niveaux de résistance des moustiques a de nouveaux insecticides,
ayant des propriétés physico-chimiques particulieres, pour lesquels le test en tube n’est
pas adapté!!.

L’application topigue a pour objectif de déterminer I'activité d’'une molécule insecticide
en appliquant directement sur le thorax de moustiques femelles adultes non gorgées des
doses croissantes d’insecticide. A lissue de 24h d’observation, le nombre de femelles
mortes est décompté et les concentrations létales 50 et 95% sont estimées. Cette
technique permet d’éliminer les effets confondants dus au comportement du moustique et
ainsi d’obtenir une mesure directe de l'efficacité d’un insecticide agissant par contact. Ce
test permet aussi de mesurer les niveaux de résistance en comparant les résultats des
CLso et CLgs obtenus avec ceux de la souche sensible de référence.

Le recours aux tests synergistes!? peut étre utile lorsqu’une résistance a un insecticide
est détectée dans une population de moustiques. lls permettent d’évaluer l'implication des
enzymes de détoxication sur le phénotype de résistance. La procédure d'utilisation des
molécules synergistes est bien décrite pour les tests adultes en tubes, les tests adultes en
bouteilles et les tests larvaires. Chez les larves, le test s’effectue en mesurant la mortalité
de la population cible a une exposition simultanée a linsecticide et au synergiste
(généralement pendant 24h). Chez les adultes, le test s’effectue en mesurant la mortalité
de la population cible a une dose diagnostique d’un insecticide aprés une préexposition de
1 heure au synergiste.

11

12

Certains insecticides (ex. flupyradifurone, imidaclopride, clothianidine) récemment développés par I'industrie
« cristallisent » lorsqu’ils sont imprégnés sur des papiers Whatman (réduisant ainsi leur biodisponibilité) ce qui
ne permet pas leur évaluation par la méthode du test en tubes.

Tests décrits précédemment, associant les synergistes aux insecticides
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Tableau 1. Avantages et inconvénients des différentes méthodes biologiques pour la détection de la

résistance.

Méthode biologique

Indicateurs
/mesures

Avantages

Inconvénients

Test larvaire

(test en gobelets
OMS)

Test avec une
dose
diagnostique

Standardisé, simple

Détection du phénotype de

résistance
Nécessite peu d’individus

Peu sensible

Peu de doses diagnostiques
disponibles

Pas d’information sur le niveau
ou le type de résistance

Dose - réponse

Mesure les niveaux de

résistance
Méthode simple et robuste

Requiert un grand nombre de
larves par population

Méthode chronophage (tests sur
régulateurs de croissance (IGR))

Test adulte en tubes
OoMS

Test avec une
dose
diagnostique

Standardisé, simple

Détection du phénotype de

résistance
Nécessite peu d’individus

Peu sensible

Pas d’information sur le niveau
ou le type de résistance

Dose - réponse

Mesure les niveaux de

résistance
Méthode robuste

Requiert un grand nombre de
femelles par population

Méthode chronophage

Test adulte en
bouteilles CDC

Test avec une
dose
diagnostique

Standardisé
Simple et rapide
Nécessite peu d’individus

Mesure essentiellement l'effet
immédiat (« knock-down ») et
non pas la mortalité

Doses et temps discriminants
disponibles pour un nombre
limité d’'insecticides

Technicité particuliere

Dose - réponse

Mesure les niveaux de

résistance

Requiert un grand nombre de
femelles par population

Test adulte en
bouteilles OMS

Test avec une
dose
diagnostique

Standardisé

Détection du phénotype de
résistance pour les insecticides
ne pouvant pas étre imprégnés
sur papiers filtres

Nécessite peu d’individus

Peu sensible

Pas d’information sur le niveau
ou le type de résistance

Technicité particuliere

Application topique

Dose - réponse

Mesure l'activité intrinséque d’'un
insecticide

Mesure les niveaux de
résistance sans effet confondant
lié au comportement du
moustique

Nombre de
important, matériel
technicité particuliere

moustiques
spécifique,

Difficilement  applicable en
routine pour la surveillance

Chronophage

Tests synergistes

(test larvaire, tests
adultes en tubes et
en bouteilles)

Test avec une
dose
diagnostique ou
dose - réponse

Donne des indications sur les
mécanismes de résistance

Sensibilité et spécificité limitées
des synergistes

Requiert un grand nombre de
moustiques par population

Technicité particuliere
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3.1.4.2. Méthodes moléculaires, biochimigues et physiologiques de détection de la
résistance

Bien que les tests biologiques constituent le moyen le plus utilisé pour évaluer et suivre la
dynamique de la résistance des moustiques aux insecticides, l'utilisation d’approches
biochimiques, moléculaires et physiologiques peuvent permettre de mieux appréhender les
mécanismes impliqués, mais aussi de détecter I'émergence de la résistance de maniere
précoce (c.-a-d. lorsqu’elle n'est pas encore détectable par des bioessais).

Les méthodes biochimiques sont en général utilisées pour mieux caractériser les mécanismes
impliqués lorsque la résistance est détectée par des bioessais. Ces méthodes visent
principalement a détecter une augmentation de l'activité des enzymes potentiellement
impliquées dans la résistance métabolique. Cependant, le manque de spécificité® ainsi que
les contraintes expérimentales associées a ces tests (nombreux réactifs et lecteur microplaque
nécessaires, compétences requises en biochimie) contribuent & une diminution de leur
utilisation au profit des marqueurs moléculaires qui sont souvent plus spécifiques et montrent
une meilleure sensibilité.

L’étude des bases génétiques (méthodes de biologie moléculaire) de la résistance aux
insecticides a permis d’identifier des marqueurs de résistance aux différents insecticides chez
les moustiques. Leur utilisation conjointe avec des bioessais représente une réelle valeur
ajoutée pour traquer la résistance et identifier les mécanismes impliqués a I'échelle des
territoires. Leur utilisation en routine nécessite des compétences en biologie moléculaire et
des équipements spécifiques qui requiérent la contribution des laboratoires de recherche car
ces compétences et ces équipements ne sont généralement pas disponibles chez les
opérateurs de LAV.

Les essais physiologiques in vitro (ex. la méthode des neurones isolés de moustiques)
représentent une approche complémentaire pour étudier les mécanismes de résistances
développés par les moustiques mais aussi pour étudier leur impact sur l'efficacité des
insecticides. Méme si ces tests in vitro se prétent difficlement a une mise oceuvre
opérationnelle, ils permettent néanmoins d’obtenir une meilleure compréhension de la
résistance et des mécanismes physiologiques liés a la compensation des colts génétiques

qui sont associés a la résistance.

3.2. Etat des lieux de la résistance des moustiques vecteurs aux insecticides
3.2.1.Territoire métropolitain

Le territoire métropolitain compte 65 espéces de moustiques dont les principaux vecteurs
potentiels et effectifs sont Anopheles maculipennis, An. labranchiae, Culex pipiens,
Cx. modestus et Aedes albopictus (moustique tigre).

13 A l'exception de de I'acétylcholinestérase, pour laquelle le test biochimique est spécifique, les autres tests
manquent toutefois de spécificité dans la mesure ou I'activité enzymatique globale mesurée correspond souvent
a plusieurs dizaines d’enzymes dont seulement quelques membres sont impliqués dans la résistance.
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Le Bti est le larvicide utilisé de maniére quasi exclusive depuis 2008, et lorsqu’un cas
d’arbovirose est détecté, la deltaméthrine, est en trés grande maijorité I'adulticide utilisé.

Jusqu’en 2019, en France hexagonale et en Corse, les traitements LAV étaient mis en ceuvre
par les opérateurs publics (ex. EID et Conseils départementaux). Ces derniers ont également
participé a la surveillance et a la lutte contre l'introduction et la dissémination du « moustique
tigre » depuis 1998, dans le cadre d’une convention avec la Direction Générale de la Santé
(DGS). A ce titre, I'EID Meéditerranée assurait la coordination de cette surveillance et
notamment celle du suivi de la résistance chez Aedes albopictus.

Depuis 2020, la compétence de la LAV est exercée par les ARS, qui en ont confié la mise en
ceuvre a des opérateurs publics et privés dans le cadre de marchés publics (cf. Décret n°2019-
258 du 29 mars 2019 relatif a la prévention des maladies vectorielles).

3.2.1.1. Niveaux de résistance

Culex pipiens
Les espéces du genre Culex n’ont jamais fait I'objet d’'une surveillance de la résistance par les

opérateurs de démoustication. Des données de résistance sont cependant disponibles dans
la littérature scientifigue notamment en termes de dynamique des mécanismes de résistance.

Entre les années 1970 et 1990, Cx. pipiens a acquis plusieurs mécanismes de résistance a
une grande variété d’insecticides (DDT, pyréthrinoides, carbamates, organophosphorés,
toxines de Lysinibacillus sphaericus, etc.).

Aedes albopictus

Suite a lintensification des opérations de LAV a base de deltaméthrine et de Bti contre ce
vecteur, un suivi de la résistance a été effectué sur des populations sentinelles échantillonnées
entre 2016 et 2019 dans différents départements : Hérault, Gironde, Dréme-Rhdne, Bas-Rhin,
Corse et Var. Des bioessais ont été effectués avec le Bti sur des larves et avec la deltaméthrine
sur des adultes issus d'ceufs récoltés sur le terrain a l'aide de pieges pondoirs. Ce suivi
suggeére que les populations d’Ae. albopictus de la métropole restent sensibles au Bti et a la
deltaméthrine sur I'ensemble du territoire, bien qu’une Iégére augmentation des RRsy soit
observée pour la deltaméthrine.

Un suivi de résistance est actuellement en cours en France hexagonale dans le cadre d’un
programme de recherche!*.

En Corse, bien que le suivi opérationnel ait démontré une baisse de I'efficacité des traitements,
indiqguant une baisse possible de la sensibilité des moustiques ciblés, tous les tests réalisés
entre 2010 et 2019 ont confirmé la sensibilité d’Ae albopictus a I'état larvaire au Bti, et au stade
adulte a la deltaméthrine.

14 Projet de recherche TigeRisk2 coordonné par le CNRS LECA Grenoble en partenariat avec 'ARS La Réunion,
L’institut Pasteur du Laos, ''SEM de Montpellier et des opérateurs de la métropole (EID-RA et EID-Med).
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3.2.1.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

Il nexiste pas de plan de gestion de la résistance aux insecticides chez les moustiques en
France hexagonale et en Corse pas de surveillance systématique, pas de stratégie organisée
sur l'utilisation des produits pour limiter 'apparition...).

3.2.2.Territoires ultramarins

3.2.2.1. Martinique

Parmi les 24 espéces de moustiques présentes sur [ile, Cx. quinquefasciatus et
Ae. taeniorhynchus exercent principalement une nuisance liée a leurs pigdres. Et bien que les
espéces An. aquasalis et An. albimanus soient présentes en Martinique, aucun cas de
paludisme autochtone n’a été enregistré depuis la fin des années 1960. La dengue est la
principale arbovirose endémo-épidémique transmise par l'unique vecteur présent sur l'ile, a
savoir Ae. aegypti. Aedes albopictus n’est pas présent en Martinique.

La LAV est mise en ceuvre par le Centre de démoustication et de recherches entomologiques
Lutte antivectorielle (CEDRE-LAV), structure « mixte » constituée d’agents de 'ARS de la
Martinique et de la Collectivité Territoriale de Martinique (CTM).

La lutte biocide est axée sur une utilisation rationnelle d’insecticides chimiques et/ou d’agents
biologigues. Le contrble anti-larvaire est prioritaire. Pendant plus de 30 ans le téméphos a été
utilisé sur I'lle, remplacé depuis 2010 par le Bti qui est désormais le seul larvicide utilisé en
LAV.

Pour les traitements adulticides, le DDT et le lindane ont été utilisés dans les années 1950,
puis remplacés par le malathion et le fénitrothion qui ont également été abandonnés a partir
des années 1970. Depuis le milieu des années 1990, la deltaméthrine est désormais la seule
substance active utilisée pour les pulvérisations spatiales et les traitements intra-domiciliaires.

3.2.2.1.1. Niveaux de résistance

Depuis le début des années 1990, la surveillance de la résistance aux insecticides des
moustiques d’intérét est effectuée par le CEDRE-LAV, avec I'appui des laboratoires de I'IRD
et de I'Institut Pasteur Paris. Ce suivi est réalisé avec des tests adultes en tubes OMS sur des
femelles d’Ae. aegypti et de Cx. quinquefasciatus. Des applications topiques d’insecticides
sont également réalisées de maniére occasionnelle dans le cadre de programmes de
recherche. La surveillance de la résistance au stade larvaire se fait par le « test en gobelets »
OMS. Aucune surveillance réguliére n’est faite sur les anophéles a cause de la difficulté de
maintenir en élevage des populations sauvages d’An. aquasalis.

Aedes aegypti

Les derniéres données de résistance publiées en 2012 (9 populations) ont montré une
résistance significative des moustiques a la deltaméthrine avec des ratios de résistance 50
(RRso) allant de 3,7 a 6,7.
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Les ratios de résistance calculés a partir des tests larvaires démontrent également une forte
résistance des larves d’Ae. aegypti au téméphos en 2011 avec des RRso allant de 12 a 36.
Les populations ne présentaient pas de résistance au Bti (1 < RRso < 2,2). Cependant, des
travaux complémentaires de séquencage a haut débit ont montré que 6 des 9 populations
testées possédaient des mutations non synonymes situées dans des loci potentiellement
associés a la résistance au Bti.

Culex quinquefasciatus

La résistance des populations de Cx. quinquefasciatus, possible vecteur du virus West Nile, a
été mesurée en 1999 dans 23 sites pour le téméphos, le propoxur, le chlorpyriphos-éthyl et la
perméthrine. Ainsi, de fortes résistances ont été enregistrées pour le téméphos (8,1 < RRsp <
42,1) et pour le chlorpyriphos-éthyl (8,6 < RRsg < 122,9). Toutes les populations collectées
étaient également résistantes au propoxur. Enfin, toutes les populations échantillonnées
étaient résistantes a la perméthrine avec des RRso variant de 9,7 a 2800.

3.2.2.1.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

La surveillance de la résistance aux insecticides est effectuée par le CEDRE-LAV qui
entretient des échanges ponctuels avec les territoires de la Guadeloupe, la Guyane,
Saint-Martin et Saint-Barthélemy. Depuis 1999, une coopération internationale avec les autres
pays des Caraibes est financée par le fonds de coopération régional (FCR).

Bien qu’une surveillance active de la résistance soit effectuée en routine, il n’y a pas de plan
de gestion de la résistance au niveau de la Martinique. Le CEDRE-LAV promeut un usage
raisonné de la deltaméthrine et méne une lutte intégrée s’appuyant sur différentes méthodes
alternatives : lutte mécanique par élimination des gites larvaires, aspiration des moustiques
adultes, utilisation de poissons larvivores, pose de piéges, utilisation de produits répulsifs, etc.

Selon le CEDRE-LAV, les moyens techniques (laboratoire et insectarium) et humains alloués
a l'action de suivi de la résistance sont satisfaisants. Le laboratoire est fonctionnel et les
protocoles de tests OMS (test larvaire, test adulte en tubes et application topique) sont
maitrisés. Les agents en laboratoire sont volontaires pour acquérir de nouvelles compétences
(ex. test adulte en bouteilles).

3.2.2.2. Guadeloupe

L’ARS de Guadeloupe (notamment le service Santé et Sécurité de I'Environnement
Domiciliaire) est en charge de la LAV, de la surveillance et du suivi de la résistance des
moustiques aux insecticides. Ce service peut faire appel a I'Institut Pasteur de Guadeloupe
pour réaliser des actions de détection et de suivi de la résistance.

Aedes albopictus n’est pas présent en Guadeloupe. Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti sont
les plus retrouvés en milieu urbain. Ces deux espéces peuvent partager des niches ; il existe
beaucoup de gites mixtes en environnement urbain. La LAV en Guadeloupe cible seulement
Ae. aegypti. La surveillance de la résistance aux insecticides dans les populations adultes
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d’'Ae. aegypti et de Cx. quinquefasciatus est réalisée de maniére ponctuelle. Plusieurs travaux
ont été menés entre 1999 et 2017, notamment les travaux de Rosine et al. en 1999, mettant
en avant la forte résistance de ces 2 espéces aux pyréthrinoides et organophosphorés. Ces
données ont été obtenues par I'exposition des moustiques femelles adultes a des papiers
imprégnés par le biais de dose-réponse et le calcul des ratios de résistance (RRsp). La
surveillance de la résistance chez les larves se fait par le « test en gobelets » OMS, soit a une
dose diagnostique unique soit par dose-réponse.

Aucune surveillance n’est faite sur les anophéles. Bien que les espéces An. albimanus et
An. aquasalis soient présentes sur l'archipel, aucun cas de paludisme autochtone n’a été
enregistré depuis la fin des années 1960. Par ailleurs, des essais de terrain avec exposition
de moustiques en cage visant a évaluer lefficacité des pulvérisations sont effectués
régulierement.

3.2.2.2.1. Niveaux de résistance

Aedes aegypti

Les derniéres données de résistance publiées en 2017 pour les iles de la Guadeloupe et de
Saint-Martin ont montré une résistance significative des moustiques femelles adultes a la
deltaméthrine (RRso allant de 8 a 28 pour 6 populations échantillonnées). Les ratios de
résistance calculés a partir des tests larvaires démontrent également une résistance des
larves au téméphos (8,9 < RRso < 33,1) et une baisse de sensibilité au malathion (1,7 < RRsg
<4,4).

Il est a noter qu’un projet de recherche récent a permis de montrer aussi une résistance a la
transfluthrine (pyréthrinoide) (communication personnelle®®).

Culex quinquefasciatus

La résistance des populations de Cx. quinquefasciatus sur I'lle de la Guadeloupe a été
mesurée en 2016 dans trois sites pour le malathion (larves), le téméphos (larves) et la
deltaméthrine (adultes). Des résistances a la deltaméthrine (20 < RRso < 29) et au malathion
(5 < RRsp < 10) ont été détectées. Pour le ttméphos, le RRso se situe entre 1 et 2.

3.2.2.2.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

La Guadeloupe ne possede pas de plan de surveillance en routine de la résistance. Les
opérations de détection et de suivi de la résistance sont ponctuelles comme en témoignent la
bibliographie et les auditions des organismes impliqués. En effet, ’ARS de Guadeloupe en
charge de la lutte ne réalise pas les tests biologiques et moléculaires. L’Institut Pasteur de la
Guadeloupe, par convention, est en charge des tests biologiques et de la caractérisation
moléculaire de la résistance. Il est cependant & noter que le recours a des pulvérisations de

15 Dr. Vega-Rua, Institut Pasteur de la Guadeloupe, communication personnelle.
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deltaméthrine reste trés limité depuis la mise en évidence de la résistance a celle-ci. La lutte
larvaire a l'aide du Bti est aujourd’hui principalement utilisée.

3.2.2.3. Guyane

L'espéce d'intérét est Ae. aegypti, principal vecteur d’arboviroses sur ce territoire.
Cx. quinquefasciatus et Anopheles darlingi (vecteur de paludisme) font I'objet d’'un suivi de
facon plus ponctuelle, ainsi que Cx. coronator et Cx. corniger.

La surveillance de la résistance aux insecticides dans les populations adultes d’Ae. aegypti et
de Cx. quinquefasciatus est menée en Guyane par I'exposition des moustiques femelles
adultes a des papiers imprégnés a une dose diagnostique (tests adulte en tubes de 'OMS).
Ces tests standardisés sont effectués soit par I'Institut Pasteur de la Guyane (IPG), soit par
les Services de la Direction de la Démoustication (SDD) de la Collectivité Territoriale de
Guyane. Les adultes d’An. darlingi sont quant a eux exposés a des doses diagnostiques lors
des tests adultes en bouteilles normalisés par le CDC. La surveillance de la résistance chez
les larves se fait par le « test en gobelets » OMS, soit & une dose diagnostique unique soit par
dose-réponse.

La surveillance de la résistance bien que réalisée annuellement n’est pas toujours effectuée
sur les mémes sites/populations. Des données historiques sont disponibles mais les doses
diagnostiques pour moustiques adultes ont varié au cours du temps.

En ce qui concerne la surveillance de la résistance aux larvicides, I'approche dose-réponse
n’a été que peu utilisée. L'utilisation de doses diagnostiques définies localement ou de doses
opérationnelles a été privilégiée.

Entre 2007 et 2017, le SDD réalisait la surveillance de la résistance au niveau larvaire pour
les espéces Ae. aegypti et Cx. quinquefasciatus alors que I'lPG réalisait la surveillance de la
résistance chez les adultes. Depuis 2017, les tests biologiques sur Ae. aegypti sont
entiérement réalisés au SDD alors que I'lPG a la charge d’effectuer a la demande des tests
biologigues sur les populations anophéliennes. L'ensemble de ces tests fait partie de travaux
effectués dans le cadre de conventions bipartites entre 'ARS et les organismes suscités. Des
résultats ont également été obtenus dans le cadre d’essais ou de projets de recherche. Enfin,
des essais d’efficacité de pulvérisations de deltaméthrine et de fénitrothion réalisées dans le
cadre de la LAV ont été réalisés de maniere ponctuelle.

3.2.2.3.1. Niveaux de résistance

Aedes aegypti
Cette espece se distribue sur le littoral et le long du fleuve Maroni jusqu’a Maripasoula.

La résistance a la deltaméthrine est connue chez les populations locales d’Ae. aegypti depuis
les années 2000 et atteint des niveaux trés élevés sur le territoire guyanais. Des données de
bioessais par dose-réponse a la deltaméthrine montrent un RRso supérieur a 700.
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Des tests réalisés avec I'alpha-cyperméthrine révélent également la présence d’une résistance
a ce pyréthrinoide avec une mortalité variant de 0 & 5 % sur le territoire.

En 2016, la résistance au bendiocarbe et au propoxur (carbamates) a été mise en évidence.
Alors que la mortalité enregistrée pour le bendiocarbe était entre 91 % et 96 % laissant
apparaitre un début de résistance, celle au propoxur variait entre 13 % et 76 % selon les sites
soulignant une résistance avérée a cette molécule.

La résistance au fénitrothion (organophosphoré) a été enregistrée sur le territoire a I'exception
de Maripasoula. En 2016, les mortalités lors de tests en tube OMS a la dose diagnostique
variaient de 45 a 100 % selon les sites. De méme, la résistance au malathion
(organophosphoré) a été également mise en évidence.

La caractérisation des mécanismes de résistance chez cette espéce a permis de mettre en
évidence une forte prévalence de mutations de cible (e.g. mutations kdr conférant une
résistance aux pyréthrinoides) associée a la surproduction d’enzymes de détoxication
(résistance métabolique).

En 2013, aucune perte de sensibilité n’a été enregistrée pour le Bti.

Une série de tests d’évaluation de la résistance au téméphos effectuée en 2006/2007, a
montré une résistance a cette molécule aujourd’hui non autorisée. Cependant, des tests
effectués en 2012 par le service de démoustication de la Collectivité Territoriale de Guyane
indiquent un retour de la sensibilité des populations locales d’Ae. aegypti a cet insecticide.

Culex quinquefasciatus

En 2016, cette espéce était résistante a la deltaméthrine avec des taux de mortalité entre 1 et
9 %. Ces tests ont été réalisés lors de I'épidémie de Zika pour laquelle cette espéce a été
suspectée d’étre vectrice.

Anopheles darlingi

Cette espece a fait I'objet d’'une surveillance réguliere depuis 2014 (Saint-Georges-de-
I'Oyapock et Macouria) a I'aide du test adulte en bouteilles CDC. Des mortalités entre 83 % et
100 % enregistrées a Blondin entre 2014 et 2016, en zone de transmission du paludisme, ont
laissé entrevoir un début de résistance a la deltaméthrine, a la perméthrine et a
I'alpha-cyperméthrine aux doses diagnostiques OMS. Cependant, cette baisse de la sensibilité
n'a pas été retrouvée en 2018.

L’'unique test effectué avec le malathion a la dose diagnostique de 'OMS a montré que les
populations locales d’An. darlingi demeurait sensible a cette molécule. L’étude des séquences
du canal sodium n’a pas permis de mettre en évidence de mutations kdr permettant de
suspecter d’autres types de mécanismes (ex. métaboliques).

L’évaluation de la résistance a la deltaméthrine, a la perméthrine et a I'alpha-cyperméthrine
chez An. darlingi a Trois-palétuviers (Saint-Georges-de-I'Oyapock) en 2017 et 2018, n’a pas
permis de détecter une perte de sensibilité.
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3.2.2.3.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

La surveillance de la résistance des moustiques vecteurs fait partie du contrat annuel entre
'ARS et I'lPG. Le choix des sites d’échantillonnage est effectué par I'lPG. En ce qui concerne
Ae. aegypti, les villes importantes sont incluses annuellement ou tous les 2 ans. Des sites
moins peuplés ont également été investigués pour évaluer la répartition spatiale de la
résistance de cette espéce aux insecticides. Un total de 4 sites par an a été investigué depuis
2010.

Depuis 2017, ces tests sont effectués par le laboratoire d’entomologie de la Collectivité
Territoriale de Guyane en ce qui concerne Ae. aegypti. La surveillance des deux vecteurs
majeurs (Ae. aegypti et An. darlingi) a pu étre menée de maniére réguliere ces derniéres
annees.

3.2.2.4. Mayotte

Le paludisme, presque exclusivement a Plasmodium falciparum, est endémique dans I'ile. En
2017, 19 cas de paludisme ont été identifiés a Mayotte dont six cas autochtones. Huit espéces
d’'anophéles ont été observées sur I'lle, dont quatre sont considérées comme des vecteurs du
parasite responsable de la maladie : An. gambiae s.s. trouvé en permanence sur toute I'ile,
An. funestus actuellement localisé dans le nord de l'lle (Bandraboua), An. mascarensis et
An. merus peu documentées et semblant jouer un réle mineur dans la transmission.

An. gambiae s.s., An. funestus et An. arabiensis peuvent également transmettre la filariose

lymphatigue a Wuchereria bancrofti mais, c’est Cx. quinquefasciatus qui en assure
essentiellement la transmission dans les zones urbaines.

Cx. quinquefasciatus présente une compétence vectorielle modérée pour la fievre de la vallée
du Rift, maladie qui a sévi récemment a Mayotte. Sur les 47 espéces de moustiques présentes
a Mayotte, 12 autres especes sont considérées comme des vecteurs ou vecteurs potentiels
de la fievre de la vallée du Rift. Parmi celles-ci, Ae. aegypti qui est le vecteur principal de la
dengue, et Ae. albopictus, signalé pour la premiere fois a Mayotte en 2001, qui est celui du
Chikungunya.

Le service de LAV a été créé en 2002 et dépend de 'ARS Mayotte. Depuis les années 1950,
Mayotte a fait 'objet de nombreux traitements adulticides et larvicides. A partir de 1954, des
pulvérisations intra-domiciliaires de dieldrine ont été réalisées. En 1973, des pulvérisations
expérimentales de DDT-fénitrothion sont faites alors que le téméphos est testé comme
larvicide a Sada et Chiconi puis utilisé régulierement par la suite sur toute Ille jusqu’a son
retrait et son remplacement par le Bti. A partir de 1976, des pulvérisations alternées de DDT-
malathion sont faites. Chaque maison était traitée trois fois par an au malathion et une fois par
an au DDT. En 1984, le malathion est remplacé par le fénitrothion du fait d’'un début de
résistance chez Cx. quinquefasciatus. Des essais avec la deltaméthrine sont aussi réalisés en
1984 et son emploi se généralise rapidement. Entre 2007 et 2009, des aspersions intra-
domiciliaires sont réalisées dans chaque maison. Les premiers essais de moustiquaires
imprégnées aux pyréthrinoides datent de 1996. Une distribution systématique a été faite de
2012 a 2016. En 2017, suite a une reprise de transmission autochtone du paludisme dans un
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village de gratte!®, situé dans la brousse entre Koungou et Bandraboua, une distribution ciblée
de moustiquaires a été faite. Mayotte étant rentré en phase d’élimination du paludisme, cette
distribution continue avec des traitements intra-domiciliaires.

Outre la lutte chimique, 'emploi de poissons larvivores (Poecilia reticulata) a été fortement
développé. Enfin, des actions de sensibilisation de la population sont organisées via des spots
télévisés et aussi par I'intermédiaire des imams.

3.2.2.4.1. Niveaux de résistance

Des larves d'Ae. aegypti, Ae. albopictus, An. gambiae et Cx. quinquefasciatus ont été
prélevées entre 2010 et 2011 afin de déterminer leurs niveaux de résistance au téméphos, Bti,
spinosad, diflubenzuron, pyriproxyfeéne et méthopréne. Des tests en tubes OMS, pour les six
substances actives précédemment citées et la deltaméthrine, sur les adultes de ces mémes
espéces de moustiques ont été également réalisés.

Parmi les quatre espéeces de moustiques étudiées, Cx. quinquefasciatus présente les plus
hauts niveaux de résistance aux insecticides. Cette espece s’avere résistante au téméphos et
a la deltaméthrine mais pas aux autres insecticides testés. Une mortalité de 10 % a été trouvée
pour les femelles adultes a la dose diagnostique de la deltaméthrine aprés 24h d’exposition
alors que 99 %, 100 % et 97 % de mortalité ont été trouvées pour respectivement An. gambiae,
Ae. aegypti et Ae. albopictus.

Les mécanismes impliqués (ex. modifications de cible, surexpression de certaines estérases)
dans les résistances chez Cx. quinquefasciatus ont été identifiés par Pocquet et al. (2013).
Des mécanismes de résistance a d’autres familles d’insecticides ont également été détectés
chez Cx. quinquefasciatus a Mayotte.

3.2.2.4.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

Depuis 2013, aucun travail de suivi de résistance n'a été réalisé. Trois agents de I'ARS
Mayotte ont été formés par I'IRD il y a deux ans, mais il existe des freins d’ordre pratique
(assainissement, gestion des déchets, accessibilité des sites a traiter, etc.) pour assurer la
mise en place d’un dispositif de suivi pérenne.

3.2.2.5. LaRéunion

Parmi les 12 espéces de moustiques décrites sur I'lle, Ae. albopictus et Cx. quinquefasciatus
sont les plus abondantes et se rencontrent couramment dans les zones urbaines, périurbaines
et rurales .

Seules deux populations isolées d'Ae. aegypti subsistent aujourd’hui dans des ravines sur les
communes de Saint-Joseph et de Trois Bassins. Du point de vue épidémiologique, la dengue
sévit de maniere quasi-endémique depuis plusieurs années. D’autres épidémies d’arboviroses
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telles que le Chikungunya ont déja frappé la région notamment & La Réunion (2005-2006) et
peuvent a tout moment émerger ou ré-émerger de par la présence d’Ae. albopictus.

A La Réunion, les traitements de LAV ont été principalement basés sur l'utilisation du
téméphos (anti-larvaire) jusqu’en 2006. Depuis, la LAV repose essentiellement sur I'utilisation
de la deltaméthrine comme adulticide et du Bti comme larvicide. Il est a noter qu’entre 2005 et
2019, la LAV a connu des périodes de forte activité.

3.2.2.5.1. Niveaux de résistance

Culex quinquefasciatus

Une étude menée en 2008 a réveélé la présence de résistance aux organophosphorés, aux
pyréthrinoides et aux organochlorés. Cette étude a également mis en évidence la présence
d’alleles de résistance métabolique de type « oxydases » aux pyréthrinoides dans les
populations testées. Des travaux sur des populations collectées en 2008, 2011 et 2012 ont
aussi rapporté la présence dalleles de résistance aux organophosphorés et aux
organochlorés avec des variations parfois importantes de fréquence selon les populations.

Aedes albopictus

Des travaux de recherche ont montré une résistance modérée a la deltaméthrine (RRso = 8)
sur des populations collectées en 1999. La sensibilité des populations d'Ae. albopictus de La
Réunion vis-a-vis de divers insecticides (Bti, ttméphos et deltaméthrine) a également été
évaluée en 2010Y. Les résultats obtenus a I'époque suggéraient une sensibilité des
populations testées pour ces trois insecticides. Des travaux sur des populations collectées en
2008, 2011 et 2012 rapportaient aussi de faibles fréquences de la résistance aux
organochlorés.

A partir de 2013, un suivi régulier de la résistance des populations d’Ae. albopictus aux
pyréthrinoides a été effectué par 'ARS de La Réunion sur différentes populations réparties sur
'ensemble de I'ille. Selon les données rapportées par 'ARS, cette surveillance montre
clairement que la résistance a la deltaméthrine a connu une augmentation rapide durant la
derniére décade. Ainsi, des 2017 des taux de survie élevés a la dose diagnostique de la
deltaméthrine ont été observés pour la plupart des populations testées!®, ce qui a été ensuite
confirmé en 2018, 2019 et 2020%°. Des tests opérationnels par nébulisation a froid d’un produit
a base de deltaméthrine ont aussi confirmé cette résistance, y compris dans des sites ayant
été peu ciblés par les traitements adulticides (données ARS La Réunion).

Un suivi de la résistance d’Ae. albopictus au Bti a aussi été effectué par des bioessais larvaires
jusqu’en 2019 montrant que les populations de La Réunion demeuraient sensibles a cette
substance active (données ARS La Réunion). Depuis 2020, cette surveillance repose

7 Tiré dun rapport du CNEV de 2014. https://www.anses.fr/fr/system/files/CNEV-Ft-Fev2014-
Rapport_Utilisation_insecticides_gestion_resistance.pdf

18 Données ANSES, Saisine n° 2018-SA-0136

19 Projet TigeRisk2 coordonné par le CNRS LECA Grenoble en partenariat avec 'ARS La Réunion, L'institut
Pasteur du Laos, 'ISEM de Montpellier et des opérateurs de la métropole (EID-RA et EID-Med).
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essentiellement sur des tests opérationnels ponctuels. Enfin, bien que le téméphos ait été
utilisé a La Réunion jusqu'en 2006 et que cette molécule ait été intégrée a des essais
d’efficacité opérationnels entre 2008 et 2011%°, aucun suivi de la résistance aux
organophosphorés et notamment au téméphos n’a été effectué sur Ae. albopictus a La
Réunion depuis 2011.

Aedes aegypti

La sensibilité d'une population résiduelle d’Ae. aegypti a la deltaméthrine a été suivie
annuellement depuis 2013 a l'aide de tests adultes en tubes de 'TOMS. Selon 'ARS, ce suivi
semble montrer que cette population était encore sensible a la deltaméthrine en 2019
(données ARS La Réunion). Les bioessais réalisés sur cette population en 2020 confirment
que cette population reste encore sensible a la deltaméthrine.

3.2.2.5.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

L’ARS de La Réunion travaille avec la COI?* (Commission de I'Océan Indien) et planifie elle-
méme la mise en ceuvre de la surveillance. Un lieu d’échange sur les techniques ainsi que sur
les résultats de certains tests de résistance est établi avec les partenaires de la zone Océan
Indien.

Les cadres du service de LAV de I'ARS de La Réunion décident de la mise en place des
actions de suivi et de surveillance, en lien avec les orientations de la COI. Une action de veille
est également organisée au niveau de la zone Océan Indien.

Actuellement, le suivi de la résistance concerne Ae. albopictus et Ae. aegypti vis-a-vis de la
deltaméthrine, mais depuis deux a trois ans, la COIl a connu des difficultés
d’approvisionnement en papiers imprégnés en provenance du fournisseur affilié a 'OMS
(Malaisie).

La COI permet également la formation d’agents. Ainsi, en 2017, les agents de 'ARS de La
Réunion ont pu bénéficier de deux formations sur la mise en place des tests OMS a I'Institut
Pasteur de Madagascar.

3.2.2.6. Collectivités d’Outre-Mer

3.2.2.6.1. Nouvelle-Calédonie

La dengue est la principale arbovirose transmise par Ae. aegypti. Parmi les 20 espéces de
moustiques présentes, Cx. quinquefasciatus est actuellement principalement nuisant ; a noter
gu’aucune espece d’anophéle n’est recensée en Nouvelle Calédonie. Par ailleurs, Ae. vigilax
est vecteur probable de filariose lymphatique dont la transmission est sporadique.

20 Anses — Les Cahiers de la Recherche N°3 - Santé, Environnement, Travail — Octobre 2013
21 https://lwww.commissionoceanindien.org/presentation-coi/
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En Nouvelle-Calédonie, la Direction des Affaires Sanitaires et Sociales (DASS) coordonne la
stratégie de la LAV mise en ceuvre par les Communes. Historiguement les actions de LAV ont
essentiellement été menées a Nouméa et Grand-Nouméa. Le Syndicat intercommunal a
vocation multiple (SIVM) du Nord de Grande-Terre fait appel a une entreprise privée pour les
traitements.

La Nouvelle Calédonie est autonome d’un point de vue reglementaire pour l'utilisation des
biocides et n’est pas dépendante du réglement européen biocide. De fait, elle peut avoir
recours a des biocides qui ne sont plus ou pas autorisés en Europe. Les organophosphorés
comme le téméphos et le malathion (utilisé jusqu’en 2015 uniquement sur Nouméa) pourraient
potentiellement étre employés pour les traitements. Cependant, en raison des réticences de
la population, seuls le Bti et la deltaméthrine sont utilisés.

La surveillance de la résistance aux insecticides est effectuée par I'Institut Pasteur de
Nouvelle-Calédonie dans le cadre d’'une convention avec la DASS.

Ce suivi est effectué sur Ae. aegypti conformément aux recommandations de 'OMS. Aucune
surveillance réguliére de la résistance aux insecticides n’est faite sur Cx. quinquefasciatus.

3.2.2.6.1.1. Niveaux de résistance

Aedes aegypti.

Au début des années 1970, les premieres observations de résistance ont été mises en
évidence pour une population d’Ae. aegypti de Nouméa, concernant deux organochlorés
(dieldrine et lindane). A cette époque, toutes les souches d'Ae. aegypti testées présentaient
une sensibilité normale aux organophosphorés.

Les résultats de tests de résistance publiés en 2015, réalisés sur 34 populations du Grand
Nouméa, ont montré une évolution significative de la résistance des moustiques adultes a la
dose diagnostique de la deltaméthrine avec des taux de mortalités allant de 98 % a 45 %.
Certaines mutations de cible ont été identifiées. Néanmoins, leurs prévalences ne sont pas
suffisantes pour engendrer une forte résistance aux pyréthrinoides dans les populations
d’'Ae. aegypti de Nouvelle-Calédonie.

Les autres populations testées de Nouvelle-Calédonie (en dehors de Nouméa) restent
sensibles a la deltaméthrine.

Aucune résistance au malathion n’a été constatée (100 % de mortalité a la dose diagnostique)
en dehors du secteur de Nouméa ou deux populations d’Ae. aegypti ont démontré une
possible résistance vis-a-vis de cet insecticide (mortalités de 95 et 96 %).

3.2.2.6.1.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

Il n’existe plus de plan de suivi de la résistance aux insecticides en Nouvelle-Calédonie. Seuls
des projets de recherche ponctuels ont permis de suivre la résistance des populations locales
d’Ae. aegypti.
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3.2.2.6.2. Polynésie Francaise

La LAV est une prérogative des communes. Cependant, a Tahiti, au sein de la Direction de la
Santé (DS), le Centre d’Hygiéne et de Salubrité Publique (CHSP) met en ceuvre les actions
de LAV sur le territoire polynésien. Une section de LAV constituée de plusieurs agents, répartis
sur Tahiti, Moorea et les différents archipels de la Polynésie Francaise, méne essentiellement
des actions de sensibilisation et d’intervention en contexte épidémique (ex. lors de I'épidémie
de Zika en 2013-2014).

La Polynésie Francaise, du fait de son statut particulier de Pays d’Outre-Mer (POM, non
soumis au statut général des Collectivités locales), suit une reglementation locale des produits
biocides (en dehors de la réglementation européenne en la matiére). Les substances actives
principalement utilisées sont la deltaméthrine comme adulticide et le Bti en tant que larvicide.
Pour des raisons d’acceptabilité de la population vis-a-vis du malathion (utilisé il y a environ
10-15 ans), celui-ci est n’est plus utilisé, méme en cas d’épidémie. Néanmoins, les substances
de la famille des organophosphorés (ex. téméphos) restent encore potentiellement utilisables.

La surveillance de la résistance aux insecticides est effectuée par I'Institut Louis Malardé
(ILM), établissement public a caractére industriel et commercial, autonome, en réseau avec
I'Institut Pasteur Paris et de nombreux partenaires internationaux. L’ILM réalise des
évaluations ponctuelles sur demande de la DS dans le cadre de conventions.

Ce suivi est effectué sur Ae. aegypti, Ae. polynesiensis et Cx. quinquefasciatus par des tests
adultes en tubes OMS. Les souches sensibles de référence utilisées sont Bora Bora pour
Ae. aegypti et, TIA (motu Tiaraunu sur I'atoll de Teriaroa) pour Ae. polynesiensis. |l n’y a pas
d’élevage de souche de référence pour Cx. quinquefasciatus.

Le suivi de la résistance aux insecticides a été réalisé sur les zones urbaines de Tahiti ; il n’'y
a pas de données disponibles récentes pour les autres fles de Polynésie Francaise.

3.2.2.6.2.1. Niveaux de résistance

Des les années 1960, les premiéres observations de résistance ont été mises en évidence
pour Ae. aegypti concernant deux organochlorés (dieldrine et lindane). A cette époque,
aucune résistance aux organophosphorés n’était observée sur les larves.

Au début des années 1970, Ae. polynesiensis de Tahiti était sensible a tous les produits
organochlorés (DDT, dieldrine et lindane) et organophosphorés testés (malathion, fenthion,
téméphos, bromophos, chlorpyrifos et fénitrothion).

En 1991 et 1992, la sensibilité des principaux moustiques vecteurs de Polynésie Francaise
(Ae. aegypti, Ae. polynesiensis et Cx. quinquefasciatus) a été évaluée pour six
organophosphorés (bromophos, chlorpyriphos, fenthion, fénitrothion, malathion et t¢éméphos),
deux pyréthrinoides (deltaméthrine et perméthrine) et un carbamate (propoxur).

Avec des RRs < 5, Ae. aegypti n’était pas considéré comme résistant aux insecticides testés
selon 'TOMS.

De méme, Ae. polynesiensis s’est montré sensible a 'ensemble des insecticides testés, sauf
pour la perméthrine (RRso = 6,7).
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Les résultats montraient une résistance de Cx. quinquefasciatus au chlorpyriphos (RRso = 5,7)
et au fénitrothion (RRso = 5,0). Pour cette espéce, la résistance accrue aux organophosphorés
est associée a une forte production d’estérase.

Les dernieres données de résistance publiées en 2018 par I'lLM ont montré une résistance
des femelles adultes d’Ae. aegypti a la deltaméthrine avec des taux de mortalité allant de
82,2 % (Pirae) a 66,4 % (Punaauia).

Dans son rapport de 2018, I'IlLM indique une possible émergence de la résistance
d’Ae. polynesiensis a la deltaméthrine (96 % de mortalité & 24h a la dose diagnostique établie
sur Ae. aegypti), qui devra étre confirmée par des méthodes biologiques et moléculaires
complémentaires.

Cx. quinquefasciatus a révélé une mortalité inférieure a 90 % a la dose diagnostique de la
deltaméthrine, sans que les mécanismes de résistances ne soient déterminés.

3.2.2.6.2.2. Plan et bilan du dispositif de surveillance

Il n’existe pas de plan de suivi de la résistance aux insecticides. Seuls des projets de recherche
ponctuels ont permis d’identifier la résistance des populations locales de moustiques vecteurs.

3.2.2.6.3. Walllis et Futuna

Il n'existe pas de communes a Wallis et Futuna, mais trois circonscriptions administratives
(calquées sur les trois royaumes que compte le territoire : Uvéa pour Wallis, Alo et Sigave pour
Futuna). Wallis-et-Futuna reléve du statut de collectivité d’outre-mer.

La LAV est mise en ceuvre par I'Agence de Santé (ADS) et le suivi de la résistance des
moustiques vecteurs aux insecticides a été confié a I'Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie.

La dengue est la principale arbovirose transmise de maniére épidémique par
Ae. polynesiensis. Ae. aegypti est présent uniquement dans llle de Wallis avec une
distribution limitée a I'environnement péri-domiciliaire.

S’agissant des niveaux de résistance, il n’existe actuellement aucune donnée disponible pour
ce territoire.

Il n’existe pas de plan de suivi de la résistance aux insecticides.

3.2.3.Synthese des contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles
rencontrées dans les différents territoires

Les auditions ont permis de mettre en évidence plusieurs limites et contraintes opérationnelles,
parfois propres a certains territoires, pour assurer les missions de surveillance de la résistance
des moustiques vecteurs aux insecticides :

e Moyens humains dédiés a cette activité insuffisants ;

e Moyens financiers ne permettant pas de supporter un programme de surveillance sur
le long terme (a fortiori en contexte épidémique) ;
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o Difficultés pour assurer un développement ou une mise a jour des compétences
techniques des opérateurs en charge du suivi de la résistance ;

e Absence de coordination de la surveillance de la résistance ;

e Contraintes techniques : maintien de certaines souches de référence, obtention d’une
guantité suffisante de moustiques de terrain, fourniture et conservation des papiers
imprégnés pour les tests adultes en tube de 'OMS, dose diagnostique non définie pour
certaines espéces vectrices ;

e Contraintes logistiques : superficie du territoire a couvrir, isolement du territoire,
disponibilité d’un insectarium et d’'un laboratoire pour les tests biologiques ;

Il faut également tenir compte des éléments suivants :

¢ Problématiques environnementales liées a I'assainissement, la gestion des déchets et
a l'accés a I'eau potable qui freinent les actions de LAV et favorisent I'apparition de
résistance ;

* Absence de contrdle sur l'utilisation des insecticides pour, par exemple, limiter la
nuisance dans des lieux touristiques (traitement de confort), et qui peuvent favoriser
I'apparition de résistance.

¢ Réticence de la population vis-a-vis de I'utilisation de certains insecticides ;

e Absence de formulations et/ou d’insecticides adulticides (hors formulations avec la
deltaméthrine) qui pourraient permettre d’offrir une alternative de traitement dans un
contexte de résistance aux pyréthrinoides.

3.3. Propositions du GT pour la mise en place d’un plan de surveillance intégrée de
la résistance (PSIR) aux insecticides chez les moustiques vecteurs en France

Le GT propose un plan de surveillance intégrée de la résistance (PSIR) caractérisé par des
actions a mener a deux échelles :

e Surveillance périodique de la résistance aux insecticides a I'échelle populationnelle ;

o Stratification du niveau de risque de résistance (RiR) a I'échelle du territoire pour
assister la prise de décision.

3.3.1.Surveillance périodique de la résistance aux insecticides a I’échelle populationnelle

Une surveillance réguliere des niveaux et des mécanismes de résistance aux insecticides doit
étre effectuée dans des « sites sentinelles » préétablis, a l'aide de tests biologiques
(bioessais), moléculaires et/ou biochimiques selon des méthodes standardisées, afin de suivre

I'évolution de la résistance dans I'espace et dans le temps.

Les tests de résistance doivent cibler prioritairement les insecticides couramment utilisés en
LAV dans le territoire concerné mais un élargissement aux autres insecticides utilisés en LAV
et aux autres molécules utilisables a titre dérogatoire est prévu en cas de résistance avérée
aux insecticides couramment utilisés en LAV. Le suivi de la résistance pourra s’appuyer sur
les activités effectuées en routine par les opérateurs en charge de la surveillance
entomologique, afin d’optimiser l'utilisation des ressources humaines et financiéres. La
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caractérisation des mécanismes de résistance pourra s’appuyer sur I'expérience des différents
acteurs dont les organismes de recherche impliqués sur cette thématique.

3.3.1.1. Meéthodologie pour la surveillance de la résistance aux insecticides

3.3.1.1.1. Sélection des sites sentinelles

Une connaissance précise du contexte géographique, écologique, entomologique et
épidémiologique permettra aux autorités compétentes de définir I'emplacement exact et le
nombre idéal de sites sentinelles pour la surveillance des résistances. La distribution et le
nombre de sites devront étre ajustés en fonction des données collectées.

Les critéeres généralement utilisés pour la sélection des sites sentinelles sont les suivants :

* Niveau de risque épidémiologique (ex. zones a fort risque de transmission
d’arboviroses et/ou de paludisme, zones frontaliéres) ;

* Fréquence et quantité d'insecticides utilisés a la fois en santé publique et en
agriculture (ex. zone d’irrigation colonisées par les vecteurs du paludisme ; zones
urbaines et péri urbaines pour les Aedes) ;

« Densité de population humaine (urbaine ou rurale) ;

* Niveau de risque entomologique (présence et abondance des moustiques vecteurs
a travers l'historique de la surveillance entomologique) ;

» Accessibilité/spécificité des sites.

3.3.1.1.2. Fréquence de suivi

Pour une détection précoce de la résistance dans les populations naturelles, il est important
de disposer de séries chronologiques ou périodiques de données (biologiques et moléculaires)
dans un site donné. Ainsi, il est recommandé de tester la sensibilité des moustiques vecteurs
aux insecticides utilisés en LAV au moins une fois par an dans chaque site du réseau
sentinelle?.

3.3.1.1.3. Méthodes de captures entomologiques et échantillonnage

De nombreuses méthodes sont utilisées pour la capture de moustiques destinés aux tests de
résistance, que ce soit a I'état immature (larves et ceufs) ou a I'état adulte?>. A titre d’exemple,
un réseau de piéges pondoirs représente un outil intéressant pour capturer des especes de
moustiques invasifs comme Ae. albopictus ou le moustique tropical Ae. aegypti. Pour
Ae. aegypti et les Culex spp., les prospections de moustiques dans les gites larvaires sont
préconisées car elles permettent de récolter un grand nombre de larves dans un espace et un
temps relativement limités. Pour les anophéles, il est souvent plus difficile de repérer les gites

22 WHO (2017). Framework for a national plan for monitoring and management of insecticide resistance in malaria
vectors. World Health Organization. https://apps.who.int/iris’Thandle/10665/254916.

2 WHO  (2013). Malaria  entomology and  vector control.  World Health  Organization.
https://apps.who.int/iris/handle/10665/85890
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larvaires (a I'exception des espéces rizicoles) et/ou d’avoir des gites productifs : des captures
de moustiques a I'état adulte (a I'aide d’aspirateurs a dos et/ou de systémes de piégeage) sont
généralement réalisées.

Quelle que soit la méthode de capture utilisée, 'important est de prospecter un nombre de
sites suffisant pour avoir une bonne représentativité de la population échantillonnée.

3.3.1.1.3.1. Recommandations lors des prospections larvaires et/ou en pieges
pondoirs

Sur la base des recommandations de 'TECDC?* sur la surveillance des moustiques invasifs en
Europe?®, les méthodes suivantes sont proposées pour chaque site sentinelle :

- Pose d’au moins 4 piéges pondoirs / hectare sur une période de 4 jours et/ou,

- Prospection d’au moins 10 gites larvaires en respectant une distance d’au moins 100 m
entre les lieux de capture.

Pendant la prospection, il est important de noter le type de site de reproduction (par exemple,
piege pondoir, fOt, pot de fleurs, riziére, puits, canal d'irrigation) et les coordonnées GPS car
certains gites pourraient étre plus ou moins exposés a une source de contamination chimique
par des polluants et autres xénobiotiques. Il est aussi recommandé de ne pas prospecter des
moustiques juste aprés un traitement insecticide a but agricole ou de LAV. Les échantillons
collectés sur un méme site pourront ensuite étre regroupés afin de produire un nombre
suffisant d'insectes pour les tests biologiques et ou moléculaires.

3.3.1.1.3.2. Recommandations lors des captures de moustiques adultes

Les méthodes de capture des moustiques adultes se font généralement a I'aide de piégeage
(pieges lumineux, piéges fenétres, etc.), de captures sur sujets humains (mais engendre des
problemes éthiques), et/ou d’aspirateurs a dos (ex. aspirateur prokopack ™ ou insectavac ™).
Une fois capturés, les échantillons doivent étre triés et conservés durant le transport (climatisé
dans la mesure du possible) puis ramenés au laboratoire pour y étre identifiés. En pratique,
I'OMS recommande de réaliser des tests biologiques sur la descendance (F1) provenant d’au
moins 30 femelles capturées a I'état sauvage® (WHO 2016).

3.3.1.1.4. Sélection des échantillons pour les tests biologiques

L'utilisation des méales n'est pas recommandée pour les tests de résistance car ils sont
généralement plus petits, ont une sensibilité accrue aux insecticides et ont une espérance de
vie plus courte. lls sont également plus fragiles que les femelles, et ont donc tendance a

24 European center for disease prevention and control

25 European Centre for Disease Prevention and Control (2012). Guidelines for the surveillance of invasive
mosquitoes in Europe. Stockholm: ECDC.

26 World Health Organization (2016). Test procedures for insecticide resistance monitoring in malaria vector
mosquitoes, 2nd ed. World Health Organization.
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montrer une mortalité plus élevée dans les lots témoins. Les tests sont donc effectués en
utilisant uniguement des moustiques femelles.

Par ailleurs, des études ont montré a plusieurs reprises que l'age et I'état physiologique des
moustiques femelles (c'est-a-dire non nourries de sang ou de jus sucré, semi-gravides ou
gravides) ont un effet marqué sur leur niveau de sensibilité aux insecticides. Par conséquent,
il est recommandé d'effectuer des tests biologiques de sensibilité sur des femelles adultes,
agées de 3 a 5 jours, non nourries de sang et non préalablement exposées a des substances
xénobiotiques.

Afin d'obtenir des résultats normalisés en fonction du stade et/ou de I'dge des adultes, il est
recommandé d’effectuer les tests de sensibilité sur la descendance des moustiques sauvages
capturés (génération F1), élevée en conditions standardisées (densité larvaire, nourriture,
température, humidité relative, etc.).

Dans le cas ou la génération F1 ne pourrait pas étre utilisée pour les tests de sensibilité
(accessibilité limitée aux sites et/ou absence d’insectarium), il reste la possibilité de réaliser
les tests de sensibilité, soit sur des femelles adultes (FO) issues de collection larvaire, soit
directement sur les femelles capturées a I'état sauvage. Dans ce cas les résultats doivent étre
interprétés avec prudence (individus non standardisés et effets environnementaux).

3.3.1.15. Recours aux tests biologiques pour la surveillance de la résistance

Dans le cadre du PSIR, le choix du test biologique a utiliser pour tester la résistance dépendra
d’'une part des insecticides ciblés par la surveillance (ex. larvicides vs adulticides) et d’autre
part de la disponibilité des doses diagnostiques pour chaque famille d’'insecticides et pour une
espéce vectrice donnée.

Les méthodes biologiques (bioessais) recommandées pour tester la sensibilité des
populations aux insecticides dans les sites sentinelles sont les suivantes : le test larvaire ou
« test en gobelets » OMS, le test adulte en tubes OMS et le test adulte en bouteilles OMS.

Le nombre minimum de moustiques a utiliser lors des tests biologiques est mentionné dans le
Tableau 2.

Tableau 2. Nombre minimum de moustiques a utiliser lors des tests biologiques pour la surveillance de la

résistance
Type de test Age Nombre de doses | Nombre d’insectes par dose
Test larvaire
L3-4 + témoi 100 (+1 le témoi

(Test en gobelet) Stade L3 5 (+ témoin) 00 (+100 dans le témain)
Test adulte en tubes 3-5 jours 1 (+ témoain) 100 (+50 dans le témoin)
T I . L L

est a.\du te en 3-5 jours 1 (+ témoin) 100 (+50 dans le témoin)
bouteilles
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Les tests biologiques effectués pour surveiller la résistance sur les populations de moustiques
sont généralement réalisés une seule fois a un temps donné. Dans le cas contraire, les tests
peuvent étre effectués sur plusieurs jours jusqu'a ce que ce nombre minimum de moustiques
nécessaires soit atteint, a condition que des tests contrbles soient effectués en parallele.

3.3.1.1.6. Indicateurs de résistance

L’indicateur principal mesuré lors des tests de sensibilité est la mortalité des moustiques 24h
aprés exposition (sauf exception) soit a une dose diagnostique, soit en dose-réponse a des
concentrations croissantes d’insecticides. Dans le cas des régulateurs de croissance,
I'indicateur sera le taux d’inhibition d’émergence des moustiques adultes (ou IE %).

La lecture de la mortalité (ou de linhibition d’émergence) sert d’'indicateur principal pour
estimer les niveaux de résistance a un insecticide dans une population donnée (cf. Tableau 3).

3.3.1.1.7. Interprétation des tests biologiques

La Figure 1 ci-dessous présente de fagon synthétique le dispositif de surveillance de la
résistance des moustiques aux stades adultes et larvaires proposé ici, avec I'ensemble des
tests a réaliser.

3.3.1.1.7.1. Tests larvaires ou tests en gobelets (Figure 1, (B))

Les données de mortalité a chaque concentration testée permettent d’estimer les CLso ou IEsg
par régression log-probit a l'aide de logiciels mathématiques. Un Ratio de Résistance 50
(RRsp) est calculé, permettant de déterminer l'intensité de la résistance (sensible, résistance
modérée, résistance forte) des larves d’une espéce donnée a un insecticide dans un site
sentinelle (Tableau 3).

3.3.1.1.7.2. Tests sur adultes (Figure 1, (A))

m Détermination de la prévalence du phénotype résistant

Le taux de mortalité d’'une population adulte de moustiques donnée a la dose diagnostique
d'un insecticide permet de déterminer la proportion d’individus résistants dans un site
sentinelle (ou résistance phénotypique). Les recommandations pour les tests de résistances
aux doses diagnostiques sont indiquées dans le Tableau 3.

m Détermination de I'intensité de la résistance

Pour les tests adultes en tubes, si la résistance est confirmée, la deuxieme étape consiste a
mesurer l'intensité de la résistance en exposant ces mémes populations a 5 fois puis 10 fois
la dose diagnostique de l'insecticide considéré. L’interprétation des résultats est détaillée dans
le Tableau 3.
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Les taux de mortalité aux tests sur adultes permettent ainsi de définir le niveau de résistance
des moustiques adultes pour un site sentinelle donné (Tableau 3).

3.3.1.1.8. Recours aux tests moléculaires et/ou biochimiques

Dans le cadre du PSIR, il est également recommandé de réaliser des tests moléculaires (et
éventuellement biochimiques) afin de détecter la présence d’'un alléle de résistance et, si
possible, d’estimer sa fréquence dans une population. Cela peut étre réalisé sur un sous
échantillon de moustiques. Ceci est particuliérement utile si quelques individus survivent a des
concentrations normalement |étales pour une population sensible (par exemple si entre 2 %
et 10 % des individus testés survivent & une dose diagnhostique OMS) car cela permet de
détecter de maniére précoce I'apparition d’une résistance et d’identifier une résistance croisée
potentielle (c.a.d. une résistance a plusieurs insecticides) et d’anticiper d’éventuels échecs
opérationnels. Ces informations vont servir pour la planification et la mise en ceuvre des
actions de lutte et de surveillance, en particulier pour ajuster le niveau de résistance
(Tableau 3), et pour guider le choix des insecticides a utiliser en lutte antivectorielle. Enfin,
I'estimation de la fréquence des alléles de résistance s’avére indispensable dans le cadre de
I'évaluation de I'efficacité d’'un programme de gestion de la résistance a long terme (rotations,
mélanges d’insecticides, etc.).

Quelle que soit la méthode de détection moléculaire de la résistance utilisée, il est conseillé
de tester au moins 50 individus par site sentinelle afin de détecter un marqueur de résistance
présent a une fréquence alléliqgue de 1%.

La fréquence allélique est calculée et les résultats sont interprétés comme suit :

e Alléles de résistance non détectés car non recherchés (données manquantes) ;

o Alleles de résistance non détectés par des méthodes biochimiques et/ou moléculaires
(F(R)=0);

o Alleles de résistance détectés par des méthodes biochimiques et/ou moléculaires
(F(R) > 0).
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Tableau 3 : Indicateurs utilisés pour définir le niveau de résistance d’une espéce de moustique a I’échelle
populationnelle.

Mécanismes de résistance?
Tests biologiques Statut de Niveau de
glq résistance (tests Marqueurs Inhibiteurs o
(OMS) . ; ) . i Résistance
biologiques) moléculaires et/ou enzymatiques
biochimiques (tests synergiste)
> 98 % mortalité a Sensible Absents (ou non recherchés) 0
DD OMS (adultes)
ou prgsgr?ictgzgl?;es Présents a faible fréquence L
RRso < 5 (larves) D
de résistance (=Point de bascule)
<98 % mortalité a 5
fois DD OMS et 2 98
% a 10 fois DD OMS o
(adultes) Resistance Présents (ou non recherchés) 2
modérée
ou
5<RRs0 <10
(larves)
<98 % mortalité a
10 fois DD OMS
(adultes) Résistance forte Présents (ou non recherchés) 3
ou
RRso > 10 (larves)

DD : Dose Diagnostique ; RRso : résistance ratio 50 ;

1 Les tests biologiques (bioessais) sur adultes avec doses diagnostiques définies par ’'OMS (DD OMS) ou bien sur
larves (dose-réponse) donnent les indicateurs requis pour évaluer le niveau de résistance populationnelle pour une
espéce de moustiques donnée.

2 Présence d'alléles de résistance sur la base de tests moléculaires (marqueurs de résistance connus),
biochimiques (activités enzymatiques) ou de bio-tests avec des inhibiteurs enzymatiques (effet des synergistes sur
le phénotype de résistance). Ces indicateurs sont complémentaires aux tests biologiques et permettent d’avoir une
caractérisation plus fine des mécanismes de résistance dans une population de moustiques donnée.

3.3.1.1.9. Recours aux tests synergistes (inhibiteurs enzymatiques)

En l'absence de capacités techniques et logistiques pour la réalisation de tests moléculaires
et/ou biochimiques, le recours a des tests synergistes peut permettre d’identifier 'implication
d’enzymes de détoxication dans la résistance (résistance métabolique).

3.3.1.1.9.1. Tests synergistes sur moustiques adultes (Figure 1, (E))

Ces tests ne sont recommandés que si les taux de mortalité des moustiques exposés a des
doses diagnostiques sont < 90 % (car I'effet du synergiste ne peut étre évalué de fagon fiable
si la sensibilité des moustiques est élevée). A l'issue de ces tests, il est possible de savoir si
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un phénotype de résistance est causé nullement, partiellement, ou entierement par une
résistance de type métabolique.

L’interprétation des résultats selon les critéres de 'OMS est la suivante (Figure 1) :

Sensibilité a l'insecticide entiérement restaurée aprés une préexposition a la
molécule synergiste (c’est-a-dire une mortalité = 98 % dans les échantillons exposés
au couple synergiste / insecticide) ; cela suggére qu'un mécanisme de résistance
métabolique est seul responsable du phénotype de résistance observé.

Sensibilité a I'insecticide partiellement restaurée aprés une préexposition a la
molécule synergiste (c’est-a-dire une mortalité dans les échantillons exposés au
couple synergiste / insecticide < 98 % mais supérieure de 10 % a la mortalité
enregistrée avec l'insecticide seul). Cela suggére qu’'un mécanisme de résistance
métabolique (c.-a-d. impliquant des enzymes de détoxication) est partiellement
responsable du phénotype de résistance observé mais que d’autres mécanismes de
résistance y contribuent également.

Sensibilité a l'insecticide non restaurée aprés une préexposition a la molécule
synergiste (c’est-a-dire une mortalité dans les échantillons exposés au couple
synergiste / insecticide < 98 % mais pas supérieure de 10 % a la mortalité enregistrée
avec linsecticide seul). Cela suggére que le phénotype de résistance observé
n’'implique pas un mécanisme de résistance métabolique.

3.3.1.1.9.2. Tests synergistes sur larves (Figure 1, (D))

Les tests synergistes sont préconisés si le RRso dans une population donnée est supérieur a
5 (ce qui indique la présence de résistance). Le Ratio de Résistance 50 Synergisé (ou RRSsp)
est déterminé en calculant le rapport entre la CLso de la population testée et celle de la souche
de référence sensible en présence de synergiste.

L’interprétation des résultats est la suivante ;

Si le RRSso n’est pas significativement différent du RRs, (chevauchement des
intervalles de confiance a 95 %), cela suggére que la sensibilité a I'insecticide n’est
pas modifiée en présence de l'inhibiteur enzymatique et que la résistance n’est donc
pas causée par les enzymes de détoxication étudiées.

Si le RRSso est significativement supérieure a 1 mais inférieur au RRso (non
chevauchement des intervalles de confiance a 95 %), cela suggere que la
sensibilité a l'insecticide n’est pas totalement restaurée en présence de linhibiteur
enzymatique et que la résistance est partiellement causée par les enzymes de
détoxication étudiées.

Enfin, si le RRSso n’est pas significativement différent de 1, cela suggére que la
sensibilité a linsecticide est complétement restaurée en présence de [linhibiteur
enzymatique et que la résistance est entierement due aux enzymes de
détoxication étudiées.
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A/ TEST BIOLOGIQUE SUR ADULTE B/ TEST BIOLOGIQUE SUR LARVE D/ TESTS SYNERGISTES SUR LARVE
Détermination de la prévalence du phénotype résistant Détermination de lintensité de la résistance Mise en évidence du réle des enzymes de
(Doses-réponse) détoxication (résistance métabolique)
Test de sensibilité utilisant la dose diagnostique de [OMS Test larvaire avec concentrations croissantes sur Test larvaire avec inhibiteur d'enzymes pour estimer
(test tube ou en bouteille) pop sauvage et sensible pour estimer le RRgy le Ratio de Résistance 50 Synergisé (RRSs)
4 I n 4 L .4
Mortalité>988%  Mortalité 90-97% Mortalité <90% RRg <5 5 < RRg <10 RRS;=RR;,  RRS;<RRjmais>1 = RRSg=1
Sensible ; : ¢ : i Rési Mécanisme acani écani
Répéter e test | modérée non impliqué partiellement entiérement
M I impliqué implique
Mortalité <98%
L . -
Resistance confirmee
C/ TEST MOLECULAIRE & BIOCHIMIQUE E/ TESTS SYNERGISTES SUR ADULTE
Détermination de I'intensité de la résistance * - o -
Mise en évidence de la présence d’alléles de Mise en évidence du réle des enzymes de
Test de sensibilité avec X5 la dose diagnostique resistance. L'interprétation dépend du test utilise détoxication (résistance metabolique)
. 4 $ Tests moléculaires: détection de Test biologique avec Insecticide-synergiste et
marqueurs de résistance connus Tests comparaison de la mortalité avec linsecticide seul
biochimiques
0% >0% (activités 4 4
1 e e e enzymatiques) Mortalité < 98% Mortalité < 98% Mortalité > 98%
v \?’I q . mais pas mais supérieure
Test de sensibilité avec X10 la Dose diagnostique e alléique supérieure de 10% de 0%

3 3 3 l a linsecticide seul lnsecticide seul
e e non détecté Mécani Mécani Mécanisme
non détecté détecté non impliqué partiellement entiérement
détecté impliqué impliqué

Figure 1. Schéma récapitulatif du dispositif de surveillance de la résistance des moustiques au stade
adulte et larvaire (modifié d’aprés WHO 2016 a,b)

* test d’intensité actuellement préconisé pour les tests en tubes OMS.

(A) Détermination du statut de résistance avec les doses diagnostiques OMS et des niveaux de résistance lors des
tests d’intensité (a 5 fois et 10 fois DD) ; (B) Détermination des niveaux de résistance chez les larves avec le RRso;
(C) Recherche des mécanismes de résistance avec les tests biochimiques et moléculaires et/ou (D/E) les tests
synergistes.

3.3.2.Stratification du risque de résistance a I’échelle territoriale pour aider a la prise de
décision

La résistance est un phénoméne dynamigue dans I'espace et le temps sous l'influence des
flux de genes entre populations de moustiques, des effets démographiques mais aussi des
variations des pressions de sélection (LAV ou autre usage des insecticides). L’évaluation du
niveau de risque ne doit donc pas se limiter au niveau « populationnel » mais doit également
prendre en compte la diversité des situations a I'échelle du territoire, afin de proposer des
actions de LAV et de gestion de la résistance sur une zone géographique donnée. Dans cette
partie, des lignes directrices pour I'évaluation du risque de résistance a I'échelle territoriale
sont fournies, avec pour objectif que celles-ci soient interprétées et adaptées selon le contexte
local. Il est en effet impossible, étant donné la diversité géographique, administrative et
écologique de donner des critéres stricts applicables a tous les cas de figure. L’'opérateur de
terrain est le plus a méme de définir avec cohérence les stratégies a adopter selon le territoire
concerné.
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3.3.2.1. Définition du territoire

Dans le cadre d’un PSIR, un territoire constitue un espace a I’échelle duquel la LAV et
la gestion de larésistance ont un sens. Ceci inclut en particulier des critéres d’homogénéité
géographique et écologique, les capacités de dispersion active et passive (vent, moyens de
transport) des espéces vectrices surveillées, mais aussi plus prosaiquement, des zones
subissant les mémes activités de LAV et de surveillance. Un territoire peut donc étre une zone
géographique (ex. une cbte, un delta, une fle) ou une entité administrative (une collectivité, un
département ou une région). Il est ainsi possible qu'un opérateur de terrain souhaite définir
plus d’un territoire sur la zone dont il a en charge la surveillance.

Dans le cadre du présent PSIR, le territoire est donc une entité a I’échelle de laquelle
une stratégie homogeéne et réfléchie de gestion de la résistance pourra étre appliquée.

Le territoire doit étre défini en amont de la surveillance, car le nombre et la répartition des sites
sentinelles en dépendent. Le nombre de sites sentinelles pour un territoire est un des
parametres essentiels permettant une surveillance efficace de la dynamique spatio-temporelle
de la résistance. Plus le nombre de sites sentinelles sera grand, plus précise sera la
surveillance. Evidemment, ce nombre dépend également de la surface du territoire a surveiller,
de son hétérogénéité écologique et épidémiologique, ainsi que des moyens humains et
financiers a disposition. Cependant, il est recommandé d’avoir un minimum de 10 sites
pour un territoire donné.

3.3.2.2. Stratification du niveau de risque (Tableau 4)

Avec pour objectif de faciliter la classification et la comparaison entre territoires, 4 niveaux de
Risque de Résistance (RiR) ont été définis.

Le niveau de RiR d’un territoire dépend de deux critéres :

= des niveaux de résistance observés a I'échelle populationnelle (voir Tableau 3) et,

= de leur fréquence d’apparition/d’occurrence a I'échelle du territoire.
Un niveau de RiR est évalué et n'a de sens que pour un couple espéce vectrice/substance
active dans un territoire donné (ex. « deltaméthrine-Aedes aegypti »). Afin de déterminer le
niveau de RIR, il faut considérer la fréquence des sites sentinelles avec les plus forts
niveaux de résistance et se reporter au Tableau 4 ci-apres.
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Tableau 4. Stratification du risque de résistance a I’échelle du territoire

Proportion de sites a I’échelle du territoire

Sites isolés Sites multiples | Majorité des sites
(<10 %) (10-50 %) (> 50 %)
RiIR O RIR 1 RIR 1
Niveau de
résistance a _ : .
I’échelle du site 2 RIR 1 RIR 2 RIR 2
(cf. tableau 3)
3 RIR 2 RIR 2 RIR 3

Risque de Résistance de niveau 0 (RiR 0) : le territoire est considéré comme a faible
risque de résistance vis-a-vis de l'insecticide testé si aucune résistance n'y a été détectée
(mortalité des adultes = 98 % avec les doses diagnostiques de I'OMS et/ou RRsp < 5 pour
les larves) dans 'ensemble des sites sentinelles, ou si moins de 10 % des sites sentinelles
surveillés ont un niveau 1 de résistance. Une surveillance de routine des résistances doit
étre maintenue.

Risque de Résistance de niveau 1 (RiR 1) : le territoire se trouve dans une situation de
début d’émergence de résistance vis-a-vis de l'insecticide testé, ce qui correspond a une
situation ou la résistance atteint une fréquence proche du « point de bascule » ou des
alleles de résistance a un insecticide donné sont présents a faible fréguence et ou la
résistance est susceptible d’émerger a court terme. Ce niveau de RiR doit donc entrainer
une adaptation de la surveillance. Ce classement est attribué a un territoire si plus de 10 %
des sites sentinelles montrent un niveau 1 de résistance ou si des populations isolées
montrent un niveau 2 de résistance sur le territoire.

Risque de Résistance de niveau 2 (RiR 2): ceci indique une résistance modérée
(mortalité des adultes < 98 % a 5 fois les doses diagnostiques de 'OMS et/ou 5 < RRsp < 10
pour les larves) répandue a I'échelle du territoire ou la présence de quelques populations
isolées montrant une résistance forte vis-a-vis de l'insecticide testé. Dans cette situation,
il existe un risque de diminution de I'efficacité d’un insecticide donné a I'échelle du territoire
ou bien un risque de perte d’efficacité locale pour cet insecticide. Ce classement est
attribué a un territoire lorsqu’une proportion supérieure a 10 % des sites sentinelles est a
un niveau 2 de résistance ou si un niveau 3 de résistance est observé sur moins de 50 %
des sites sentinelles du territoire.

Risque de Résistance de niveau 3 (RiR 3) : ceci indique une résistance forte (mortalité
des adultes < 98 % a 10 fois les doses diagnostiques de 'OMS et/ou RRso > 10 pour les
larves) et répandue sur le territoire vis-a-vis de l'insecticide testé. Il existe un fort risque
d’une perte totale du contrdle de I'espéce vectrice sur le territoire concerné. Ce classement
est attribué a un territoire lorsqu’une proportion supérieure a 50 % des sites sentinelles est
a un niveau 3 de résistance.

Les seuils de proportions de populations a I'échelle du territoire sont donnés a titre indicatif.
Ces seuils peuvent étre ajustés en fonction de I'espéce vectrice concernée, de la configuration
du territoire ou de la répartition des sites sentinelles.
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3.3.2.3. Diagramme d’aide a la prise de décision en matiere de surveillance et de lutte
antivectorielle (Tableau 5)

Le classement d’un territoire dans I'une ou I'autre des catégories de RiR doit entrainer
une prise d’actions rapide dans le but d’enrayer I’évolution potentielle de la résistance.
L’enjeu majeur est de préserver l'efficacité des produits biocides concernés et d’éviter tout
échec opérationnel.

Les actions a ajuster en fonction du RiR sont de deux types : des actions en lien avec la
surveillance de la résistance et des actions de LAV, et la gestion de la résistance vis-a-vis de
l'insecticide concerné (Tableau 5).

Les actions en termes de surveillance doivent étre accompagnées d’actions qui concernent
l'adaptation de la LAV afin d’enrayer une évolution défavorable de la résistance dans le
territoire concerné, voire d’inverser sa dynamique lorsque cela est possible. Cela peut se faire
en réduisant la fréquence des traitements, en alternant les insecticides autorisés dans le temps
ou dans l'espace, ou en privilégiant des actions de lutte non chimiques (lutte physique
notamment, en impliquant les populations).

La caractérisation des mécanismes de résistance et de leurs fréquences respectives dans les
populations d’'une espéce vectrice donnée est également conseillée car cela permet d’obtenir
des informations qui peuvent avoir un impact en termes de gestion de la résistance (résistance
croisée, réversion possible de la résistance, dynamigue spatio-temporelle, etc.).

La surveillance de la résistance doit étre renforcée dés le niveau de RIR 1.

Le passage en classe RIiR 2 s’accompagne de la sélection de substances actives alternatives
autorisées?’ et/ou utilisables a titre dérogatoire et la réalisation de tests biologiques ainsi que
d'essais d’efficacité de substances alternatives en conditions semi-opérationnelles afin
d’anticiper le changement de substance utilisée pour la LAV dans un territoire donné.

En RIR3, une modification forte des actions de LAV est attendue. L’arrét de I'utilisation de
l'insecticide concerné sur I'espéce cible est préconisé sur le territoire car son efficacité
opérationnelle n’est plus garantie. Des méthodes de lutte complémentaires (physiques,
biologiques, génétiques) devraient étre déployées si des études pilotes ont été préalablement
conduites sur le territoire donné (ex. lachers de moustiques males stériles), et si cela est
accompagné d’un suivi et d’'une évaluation rigoureuse de leur efficacité et acceptabilité. La
sensibilisation des communautés et leur implication dans les actions de LAV (« mobilisation
sociale ») est également un facteur important pour la réussite de la lutte.

Enfin, le fait que la gestion du risque de résistance soit appréciée a I'échelle du territoire ne
doit pas empécher la gestion du risque a I'échelle locale par des actions ciblées. Ainsi, la
détection d’'une résistance dans un site sentinelle quelle que soit son intensité, doit a minima
entrainer une attention accrue lors des surveillances futures. Dans la mesure du possible,
lorsqu’un niveau de résistance populationnel élevé est détecté (niveau 3), I'arrét de I'utilisation
de l'insecticide concerné dans la zone du site sentinelle concerné devrait étre envisage.

21 Il est a noter qu'actuellement en France seule la deltaméthrine est utilisée en tant qu’adulticide et qu’il n’existe
pas de molécules alternatives appropriées pour un usage LAV (mode d’action différent, disponibilité de
formulations). Il n’existe pas de larvicide autorisé utilisable en milieux naturels autre que le Bti.
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Tableau 5. Arbre décisionnel des actions de surveillance et de lutte antivectorielle a mettre en ceuvre en
fonction du risque de résistance (RiR) a I’échelle du territoire (pour un insecticide et une espece donnée).

ACTIONS

RIiR Surveillance de la résistance Lutte antivectorielle (LAV)

RIR O Monitoring de routine & maintenir Actions de LAV inchangées
Renforcement du monitoring de la Actions de LAV inchangées

RIR 1 résistance (augmentation du nombre de Conceptualisation d'un plan de gestion
sites et de la fréquence de de la résistance adapté localement
prélevements)
Poursuite du monitoring de la résistance o o _
Sélection de molécules alternatives Modifications ,m des_ actions
autorisées et/ou utilisables & titre de LAV (ex. réduction des traitements,
dérogatoire alternance d'insecticides autorisés
Réalisation de tests de sensibilité ciblés daps Iespace / temps, recours a _des

RIR 2 sur les populations montrant les plus Methodes complémentaires
fortes résistances pour évaluer leur (piegeages, lutte physique, etc.) _
potentiel dans la geston de la Essais d'efficacité en conditions semi
résistance opérationnelles avec des molécules
Intégration des molécules alternatives alternatives autorisées et/ou utilisables
autorisées et/ou utilisables & titre a titre dérogatoire
dérogatoire dans la surveillance

Poursuite du monitoring de la résistance
Intégration des molécules alternatives
autorisées et/ou utilisables a titre
dérogatoire dans la surveillance
territoriale.

Modifications importantes des actions
de LAV (ex. arrét du traitement, recours
a des insecticides alternatifs autorisés
et/ou utilisables a titre dérogatoire (ex.
cas d'épidémie), recours a des
stratégies de lutte innovantes (si
preuve de concept).
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3.3.3.Contributeurs et acteurs potentiels

Pour 'organisation du plan de surveillance et afin que les différents plans locaux aient une
cohérence entre eux, il sera nécessaire d’impliquer différents acteurs, a savoir :

une organisation institutionnelle territoriale qui s’occupera du pilotage et de la mise
en ceuvre du PSIR (par exemple les ARS). Cette organisation sera en charge de la
mise en place du plan de surveillance de la résistance dans des sites sentinelles
d’intérét selon un cahier des charges précis (il faudra délimiter la taille du territoire, le
nombre de sites sentinelles a prospecter, la fréquence du suivi, et le nombre de tests
biologiques et moléculaires a réaliser en fonction des espéces de moustiques et des
insecticides ciblés, etc.). Des conventions avec les partenaires compétents
(opérateurs, collectivités, laboratoires de recherche) pourront étre organisées a cet
effet.

des opérateurs de terrain qui assureront la supervision des enquétes de terrain et la
collecte des données/échantillons dans le réseau de sites sentinelles identifiés. Ces
opérateurs, selon leur niveau de formation, de compétence et d'accés aux
infrastructures adéquates, pourront également contribuer a la réalisation des tests
biologiques (Collectivités Territoriales, Secteur privé, etc.). lls assureront une liaison
permanente avec l'autorité centrale en charge de la surveillance.

des laboratoires spécialisés (structures privées ou laboratoires académiques)
pouvant apporter une aide technique dans la mise en place des protocoles de
surveillance (méthodes de tests biologigues, moléculaires et biochimigues), dans la
mise en ceuvre des stratégies de lutte (conventionnelles vs alternatives), ainsi que
dans 'analyse et l'interprétation des données.

L’élaboration d’'un plan de surveillance intégré nécessitera :

un pilotage local afin d’établir le périmétre du territoire, une description des objectifs
et du contexte de la surveillance, et des outils pour réaliser le plan,

une description du fonctionnement et des modalités de gestion des ressources, du
traitement et de [linterprétation des données, des modalités de surveillance
(surveillance événementielle / surveillance programmée),

l'articulation avec la formation et la communication autour du plan.

une cohérence régionale et nationale. En effet, une organisation en réseau présente
'avantage de partager rapidement les expériences, les connaissances et parfois les
moyens permettant ainsi des économies d’échelle et la pérennisation des méthodes
et des ressources.

Les données collectées pourraient étre ensuite regroupées et analysées au sein d’'un
Observatoire De la Résistance chargé de veiller a la mise en ceuvre des protocoles et I'analyse
des données homogénes sur I'ensemble des territoires, ainsi que de la réalisation de cartes
de risque de résistance a I'échelle du territoire national.

3.3.4.Spécificités pour les substances actives utilisées a titre dérogatoire

Le recours a des molécules non-autorisées en LAV pourrait étre nécessaire dans des
situations exceptionnelles, c’est-a-dire en cas de risque de résistance élevé et dans le cadre
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d’une situation sanitaire préoccupante (épidémie). En principe, lorsque des substances actives
ne sont utilisées qu’exceptionnellement, la pression de sélection qu’elles exercent est faible.
Par conséquent, 'émergence d’une résistance spécifique a ces substances actives est peu
probable. Cependant, il existe des résistances croisées, en particulier pour des substances
actives qui partagent un méme mode d’action. Certains mécanismes de résistance non liés a
la cible, tels que la détoxication ou la résistance cuticulaire peuvent également avoir des
spectres de résistance difficilement prévisibles. 1l est donc possible qu'un mécanisme de
résistance sélectionné suite a une pression de sélection d’une substance active autorisée
entraine des résistances a d’autres substances actives, y compris a celles non autorisées. I
est donc recommandé d’intégrer des substances actives potentiellement utilisables a
titre dérogatoire dans le plan de surveillance de la résistance dés le RiR2, afin d’éviter
d’avoir recours a des substances ayant des résistances croisées avec les insecticides
conventionnels. Le déploiement de ces molécules pour la LAV est préconisé toutefois
en RiR 3 uniguement. Enfin, certaines substances actives utilisées a titre dérogatoire en
France, peuvent étre autorisées dans d’autres pays ou en agriculture. C’est pourquoi, une
surveillance des résistances a ces substances reste justifiée. Elle peut notamment se faire par
de la veille bibliographique (pour les substances autorisées dans d’autres pays) ou encore a
minima en réalisant des tests sur les populations nouvellement identifi€es comme résistantes,
ou avec des facteurs de résistances inhabituels ou avec des mécanismes de résistance
nouveaux.

Dans le cadre de l'identification et de la sélection de substances actives utilisables a titre
dérogatoire, plusieurs critéres nécessitent d’étre pris en compte dont :

e |'établissement d’une liste de ces substances utilisables a titre dérogatoire ;
¢ |e délai d’obtention de I'autorisation ;

e la disponibilité d’'un protocole de test biologique pour chacun des couples espéces-
substances ;

¢ la collecte des données historiques sur la résistance a ces molécules dans d’autres
pays et/ou sur d’autres espéces (veille bibliographique).

3.4. Conclusion du GT et du CES

Les travaux menés proposent aux décisionnaires et gestionnaires une revue de la situation en
termes de résistance des moustiques aux insecticides sur le territoire francais au regard des
données disponibles et des auditions des organismes impliqués dans les actions de lutte
antivectorielle (LAV). Des lignes directrices pour la surveillance de la résistance des
moustiques vecteurs aux insecticides sont proposées notamment par la mise en place d’'un
plan de surveillance intégrée de la résistance (PSIR) applicable a 'ensemble du territoire
national afin de garantir une réponse adaptée. Ce plan se fonde sur des actions a mener,
d’'une part a I'échelle populationnelle en effectuant une surveillance réguliére des niveaux et
des mécanismes de résistance aux insecticides dans des sites sentinelles, et d’autre part a
'échelle du territoire par une estimation du niveau de risque de résistance (RiR). Cette
estimation du risque permettra d’accompagner la prise de décision et de guider les actions a
mener en termes de surveillance et de LAV. Ces actions tiendront compte d’autres paramétres
tels que la situation épidémiologique et les ressources disponibles dans le territoire concerné.
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Le PSIR repose sur les recommandations de 'OMS en matiére de tests, de pratiques
d’échantillonnage et d’'indicateurs. Le dimensionnement des moyens humains et financiers sur
chaque territoire est un élément important a considérer pour sa mise en ceuvre.

Au regard de I'état des lieux de la résistance des moustiques vecteurs aux insecticides, il
apparait une hétérogénéité des territoires (indépendamment de leur situation géographique,
climatique, entomologique ou épidémiologique), notamment concernant les dispositifs de suivi
(acteurs et moyens sensu lato), mais également concernant le risque de résistance et sa
répartition a I'échelle de chaque territoire.

En effet, si dans certains territoires les phénoménes de résistance et leurs mécanismes sont
identifiés et suivis, pour d’autres régions du territoire frangais les dispositifs de suivi sont
lacunaires voire inexistants, et mériteraient d’étre renforcés et pérennisés, tant du point de vue
de l'organisation du plan de surveillance que de la continuité des actions de suivi.

Nonobstant les outils et les pratiques de LAV des différents acteurs (souvent identiqgues ou
comparables), il apparait important d’anticiper le risque dans les territoires ou la résistance est
absente ou non détectée afin de préserver l'efficacité des produits biocides. Pour les territoires
d’ores et déja soumis a un niveau de RIR élevé, il convient de proposer des adaptations des
pratiques sur la base de techniques innovantes et respectueuses de I'environnement. Cette
évolution des pratiques devra étre adoptée par les opérateurs et soutenue par les autorités en
lien avec la recherche afin d’envisager des actions dont I'acceptabilité sociale et
environnementale permettra la mise en place.

Les substances actives utilisables en LAV, plus encore qu’en agriculture, peuvent étre
considérées comme une ressource limitée ; leur faible nombre fait de ces substances actives
un enjeu clef dans le contréle des espéces vectrices de pathogénes. L’évolution des
résistances a ces biocides est donc une problématique préoccupante qui nécessite une
attention particuliére. Dans ce contexte, la mise en place de ce PSIR est stratégique afin
de préserver ces outils de LAV along terme. L’évolution des résistances en réponse a une
pression de sélection est un phénoméne qui se déroule dans le temps. C’est pourquoi il est
souligné qu’une surveillance efficace se congoit a long terme, avec un suivi pluriannuel de
sites d’intéréts répartis sur les territoires a surveiller. Plus la détection de la résistance est
précoce plus il sera possible de prévenir son émergence et contenir son évolution.

Enfin, quelle que soit la stratégie choisie pour surveiller et lutter contre les phénomenes de
résistances aux insecticides en LAV, les solutions requerront une plus grande technicité et de
meilleures connaissances des espéces vectrices et des moyens de lutte alternatifs aux
biocides.

L’utilisation a titre dérogatoire de certaines substances actives risque de se produire dans un
contexte « d’'urgence » sanitaire qui impose des prises de décision rapides et une disponibilité
des substances actives pour les opérateurs. De maniere opérationnelle, envisager ce type de
recours pose des problemes réglementaires et organisationnels.
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3.5. Recommandations du GT et du CES pour la surveillance de la résistance :

Inscrire les activités de surveillance de la résistance comme une mission spécifique de
l'activité de LAV. Cela implique :
o une identification des capacités et des moyens disponibles ;

o une augmentation potentielle des ressources humaines et matérielles allouées aux
différents acteurs impliqués dans cette activité ;

o de promouvoir/actualiser la formation des opérateurs sur les méthodes de la détection
de la résistance et sur leur interprétation.
Mettre en ceuvre le PSIR dans I'ensemble des territoires francais. Cela nécessitera :

o de renforcer en priorité la surveillance dans les territoires ou il y a peu de données et
ou le risque d’émergence est important (par exemple, les départements de I'Océan
indien et Pacifique, France hexagonale, voir détails en section 4 du rapport) ;

o didentifier les acteurs potentiels et développer les liens et partenariats entre les
différents intervenants d’'un méme territoire (ex. ARS, CT, opérateurs, organismes de
recherche), par exemple en promouvant des projets collaboratifs mixtes ;

o la mise a disposition de moyens dédiés répartis entre les différents acteurs.

Favoriser les projets de recherches appliqués et fondamentaux permettant :

o une amélioration de la connaissance de la dynamique de la résistance, de sa gestion
et de son impact pour la LAV ;

o la caractérisation de nouvelles molécules insecticides et synergistes (mode d’action,
mécanismes de résistance, impact sur les écosystémes, formulations utilisables en
LAV, etc.) ;

o un développement des stratégies alternatives efficaces, respectueuses de
I'environnement et socialement bien acceptées.

Créer un observatoire national de la résistance afin de coordonner le PSIR, dont les

missions seraient de :

o créer une base de données nationale de la résistance permettant de centraliser et
d’actualiser les données de surveillance, et de générer des cartes de risques de
résistance ;

fournir une expertise technique et scientifique en LAV aux décideurs ;
fournir un appui matériel (ex. souches de références, matiéres actives, surfactants,
papiers imprégnés?, bouteilles, kits de tests) ;

o réactualiser les doses diagnostiques et les protocoles de test ;

o diffuser de l'information au sein des acteurs du PSIR ;

o soutenir la communication et la sensibilisation des populations sur les problématiques
de la résistance.

Evaluer l'efficacité des nouvelles approches de LAV (ex. autodissémination, piégeage,
technique de l'insecte stérile) ;

Encourager les méthodes sans insecticides?® pour une lutte durable et acceptable par les
populations.

28

29

Les papiers imprégnés a ces différentes doses sont disponibles aupreés du centre collaborateur OMS en
Malaisie. Cependant, il a été constaté des problématiques récurrentes d’approvisionnement en matériels aupres
de cette structure. Ainsi le développement d’'une production et d’'un approvisionnement de papiers imprégnées
et autres matériels de ce type au niveau national par une structure compétente pourrait faciliter le suivi de la
surveillance.

cf. communication de la Commission européenne du 11/12/2019 n°COM/2019/640 sur le « le pacte vert pour
I'Europe » https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/HTML/?uri=CELEX:52019DC0640&from=EN
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

Par décret n°2019-258 du 29 mars 2019, relatif a la prévention des maladies vectorielles, les
objectifs et une nouvelle organisation de la lutte anti-vectorielle ont été définis et portés dans
le code de la santé publique, organisation articulée en région autour des agences régionales
de santé pouvant faire appel & des acteurs — tant publics que privés — qu’ils habilitent a cet
effet. Ces dispositions prévoient également I'élaboration d’'un d’arrété sur les modalités de
suivi des résistances des espéces vectrices locales aux produits biocides utilisés en lutte
antivectorielle. L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement
et du travail (Anses) a été saisie en vue de proposer des lignes directrices pour la surveillance
de la résistance des moustiques vecteurs aux insecticides.

L’Anses endosse les conclusions et recommandations du GT RMVI et du CES « substances
actives et produits biocides ».

Les résultats de I'expertise menée proposent aux décisionnaires des lignes directrices pour la
surveillance de la résistance des moustiques vecteurs aux insecticides notamment par la mise
en place d’'un plan de surveillance intégrée de la résistance (PSIR) qui permettra de garantir
une surveillance a I'échelle nationale, déclinée ensuite selon des modalités adaptées a chaque
territoire. L’Anses souligne que le code de la santé publique n’a pas désigné d’acteur en
charge de la mise en ceuvre.

L’agence estime que les actions qui sont attendues dans le cadre d’un tel PSIR doivent reposer
en premier niveau sur des acteurs de terrain de la lutte-anti-vectorielle, dont la mobilisation,
adaptée a chaque territoire, est confiée par les textes aux agences régionales de santé.
L’Anses souligne également la nécessité, en deuxiéme niveau, d’'une coordination nationale
pour optimiser la surveillance et porter une vision d’ensemble. Elle devrait étre prise en charge
par un organisme capable de réunir des compétences techniques et scientifiques, de proposer
des formations pratiques aux acteurs de terrain, et également, au besoin, de fournir un appui
matériel, méthodologique et opérationnel.

Enfin, 'Anses souligne I'importance de considérer I'activité de surveillance de la résistance
comme une mission spécifique a intégrer dans la stratégie de lutte anti-vectorielle compte tenu
des enjeux forts inhérents a la disponibilité de solutions efficaces face a des vecteurs
d'importance majeure en santé publique, chez 'homme (West Nile, dengue, Zika,
chikungunya, paludisme...) et chez I'animal (West Nile, Usutu, Schmallenberg...), zoonotiques
ou non.

Dr Roger Genet
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MOTS-CLES

Aedes, Anopheles, biocides, Culex, lutte antivectorielle, moustique, résistance aux
insecticides, suivi, surveillance, vecteur.

Aedes, Anopheles, biocides, Culex, insecticide resistance, monitoring, mosquito, vector,
vector control.
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de
'expertise

1.1 Contexte

Les moustiques des genres Aedes, Anopheles et Culex peuvent véhiculer des agents
pathogénes (par exemple virus ou parasites), responsables de certaines pathologies humaines
ou animales pouvant étre fortement invalidantes voire mortelles.

Dans le contexte actuel de 'émergence et de la réémergence des maladies vectorielles dues
notamment aux changements climatiques et a la globalisation des échanges, la lutte
antivectorielle (LAV), et notamment sa composante biocide, revét un enjeu crucial. La LAV, dans
sa composante biocide est menée avec des insecticides, qui sont des produits biocides TP18*
dont la mise sur le marché est encadrée par le réglement sur les produits biocides [RPB,
reglement (UE) n°528/2012] concernant la mise sur le marché et l'utilisation des produits
biocides.

Dans plusieurs régions frangaises, en particulier dans les territoires ultra-marins, les moustiques
vecteurs ont sélectionné des mécanismes de résistance aux insecticides utilisés, ce qui peut
rendre les opérations de traitements moins efficaces, pouvant aller jusqu’a remettre en cause
les stratégies de recours aux insecticides. A ce jour, les modalités de suivi et de gestion de la
résistance des moustiques vecteurs aux insecticides sont hétérogénes et varient en fonction
des territoires. Les dispositions du décret n°2019-258 du 29 mars 2019 relatif a la prévention
des maladies vectorielles, prévoient notamment I'élaboration d’'un d’arrété sur les modalités de
suivi des résistances des espéces vectrices locales aux produits biocides utilisés en lutte
antivectorielle (Art. R. 3114-14 du code de la santé publique).

Dans le cadre du programme de travail 2020 établi entre les ministéres de tutelles et 'Anses, la
direction générale de la santé (DGS) et la direction générale de la prévention des risques
(DGPR) ont mandaté I’Anses pour conduire une expertise en vue de proposer dans un premier
temps des lignes directrices pour la surveillance de la résistance des moustiques vecteurs aux
insecticides (étape 1) et dans un second temps des recommandations pour la mise en place
d'une stratégie de traitement par les produits biocides en contexte inter-épidémique et en
contexte épidémique (étape 2).

Dans les territoires ou aucune résistance des moustiques vecteurs aux insecticides n’est
connue, le suivi de la résistance devra porter sur les biocides autorisés a I'’heure actuelle en
LAV en France. Dans les territoires ou des résistances sont connues, cette surveillance portera
également sur les anciennes molécules utilisées et sur les produits biocides identifiés par
I’Anses ne disposant pas d’autorisation dans I'Union européenne, mais utilisables dans le cadre
d’'une dérogation.
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1.2 Objet de la saisine

1.2.1 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a confié I'instruction de cette saisine au groupe de travail « Résistance des moustiques
vecteurs aux insecticides », rattaché au comité d’experts spécialisé « Substances et produits
biocides ». Celle-ci comporte deux étapes :

e Une premiére étape visant a proposer des lignes directrices pour la surveillance de la
résistance des moustiques vecteurs aux insecticides en tenant en compte de la
nécessité de mieux identifier les possibles effets synergiques sur 'augmentation des
résistances. Ces lignes directrices tiendront compte notamment des différences de
mécanismes connus de résistance des moustiques et de la nécessité d'utiliser des
produits biocides contenant des substances synergistes.

¢ Une seconde étape visant a proposer des recommandations pour la mise en place d’une stratégie
d’utilisation pour chaque territoire :

o Des produits biocides utilisables en accord avec la réglementation européenne
528/2012 sur les produits biocides en inter-épidémie ;

o Des produits biocides existants en épidémie, notamment dans les territoires ou des
résistances sont averées chez les espéces impliquées dans I'épisode épidémique.

Le présent rapport fait état des travaux réalisés dans le cadre de I'étape 1 de cette saisine.

Les travaux d’expertise du groupe de travail ont été présentés régulierement au CES
« Substances actives et produits biocides ». Le rapport produit par le groupe de travail tient
compte des observations et de I'avis du CES.

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

Des auditions de quinze structures institutionnelles et opérateurs de LAV (ex. ARS, collectivités
territoriales, Institut Pasteur, opérateurs de LAV) en France hexagonale et dans les territoires
ultramarins ont été menées de janvier a mars 2021. La liste des organismes auditionnés est
détaillée dans le présent rapport d’expertise. Ces auditions ont permis aux experts du GT-RMVI
de prendre connaissance des modalités de suivi et de gestion de la résistance des moustiques
vecteurs aux insecticides sur ces territoires afin de réaliser un état des lieux des actions menées
dans le passé et/ou a I'heure actuelle au niveau national.

Les experts du groupe de travail ont réalisé un travail d’analyse du contenu de ces auditions. lls
en ont tiré les éléments d’'information jugés importants, et les ont utilisés pour alimenter certaines
parties du rapport. Cette restitution, qui appartient aux experts du groupe de travail, n’engage
aucune des personnes auditionnées, bien qu’elle s’appuie évidemment sur les entretiens
conduits avec eux.

Les travaux ont été adoptés par le CES « Substances actives et produits biocides » réuni le
22 juillet 2021.
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1.3 Prévention des risques de conflits d’intéréts

L’Anses analyse les liens d'intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans
le cadre de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet https://dpi.sante.gouv.fr/.
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2 Définitions’

m Adaptation

Modification héritable d’un caractére génétique, physiologique ou comportemental chez les
individus d’une population sous I'effet d’'une pression de sélection qui améliore leur survie et/ou
leur succeés reproducteur dans un environnement donné.

m Concentration létale 50 (CLso ou Concentration Iétale médiane)

Concentration d’'une substance toxique qui provoque la mort de 50 % des individus exposés a
ce produit. Cet indicateur permet de mesurer et comparer le niveau de sensibilité de populations
de moustiques vis-a-vis d’'une substance biocide.

= Concentration létale 99 (CLgo)

Concentration d’'une substance toxique qui provoque la mort de 99 % des individus exposés a
ce produit. Cet indicateur permet de déterminer les doses diagnostiques OMS*.

m Colt génétique

Une mutation qui confere une adaptation pour un trait biologique dans un environnement donné,
est souvent associée a des effets déléteres sur d’autres traits biologiques (reproduction,
développement, longévité, etfc.). Ces effets négatifs ont pour conséquence de réduire la valeur
sélective en absence de pression de sélection. Le co(t génétique est un facteur a prendre en
compte dans le cadre de la conception et de la mise en ceuvre d’'un plan de gestion de la
résistance.

m Dose diagnostique de ’'OMS

Dose d’un insecticide utilisée pour discriminer les phénotypes sensibles et résistants dans un
échantillon de population de moustiques. Elle est généralement estimée en multipliant par 2 la
Concentration Létale 99*, sur des souches de moustiques de référence sensibles. Ce terme est
connu sous « Discriminating Concentration » en anglais.

n Effet additif

L’effet combiné de deux composés d’'un mélange est égal a la somme des effets des deux
produits pris séparément.

m Effet antagoniste

L’effet combiné de deux composés d’'un mélange est inférieur a la somme des effets des deux
produits pris séparément. Un effet antagoniste peut étre produit par un composé dépourvu
d'effet propre (I'antagoniste est alors appelé neutre), ou au contraire par un composé exergant
sur le récepteur un effet opposé a celui des agonistes.

m Effet Knock down (KD)

Définit un effet choc, rapide et paralysant (parfois réversible) d’un insecticide résultant de I'action
de celui-ci sur le systéeme neveux de l'insecte. L'effet « knock down » est caractéristique des
insecticides pyréthrinoides et du DDT qui agissent sur les canaux sodium dépendants du
potentiel en créant des dépolarisations répétées des récepteurs cibles.

m Effet synergique

L’effet combiné de deux composés d’'un mélange est supérieur a la somme des effets des deux
produits pris séparément.

1 Les termes identifiés par un astérisque dans le rapport sont définis dans cette section.
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m Epistasie
En génétique, I'épistasie désigne l'interaction existant entre deux ou plusieurs génes.
= Evolution de la résistance

Changement, au niveau populationnel, de la fréquence d’'une résistance phénotypique et/ou
génotypique a travers les générations sous I'effet combiné de la sélection naturelle (pression de
sélection), la dérive génétique et la migration.

= Insecticide

Substance active ou formulation ayant la propriété de tuer les insectes. Dans la réglementation
biocide les insecticides appartiennent au type de produit 18*.

m Lutte antivectorielle

Dans son acception la plus large, la lutte antivectorielle (ou LAV) comprend la surveillance et
lutte contre les arthropodes hématophages (insectes et acariens), vecteurs d’agents
pathogénes a ’homme et aux vertébrés. La LAV s’appuie sur des méthodes qui different selon
les vecteurs et selon les contextes épidémiologiques et socio-économiques. Elle inclut la lutte
biologique*, la lutte chimique*, la lutte génétique®, la lutte mécanique/physique* et la mobilisation
communautaire (incluant I'éducation sanitaire, la communication, la sensibilisation, efc.).

m Lutte biologique

Utilisation d’'un ennemi « naturel » contre un arthropode vecteur pour en diminuer les
populations et ainsi réduire les risques de transmission du pathogéne. Parmi les organismes
utilisés en lutte biologique, on peut distinguer les prédateurs (poissons larvivores, copépodes,
parasitoides, efc.) et les entomopathogénes (champignons).

m Lutte chimique

Techniques utilisant des produits d’origine végétale ou chimique (de synthése) pour repousser
(ex. répulsifs), attirer (ex. attractifs) ou tuer (ex. insecticides) une population d’'insecte cible.

m Lutte génétique

Consiste en I'emploi de toutes les conditions et méthodes de traitement susceptibles de réduire
la capacité vectorielle des vecteurs par une altération ou un remplacement du matériel
héréditaire. Le relargage en masse de ces vecteurs stériles ou génétiquement modifiés vise a
réduire la densité ou de modifier le patrimoine génétique des populations naturelles.

m Lutte mécanique/physique

Méthodes ayant pour objectif de diminuer 'abondance des vecteurs par exemple en modifiant
leur habitat naturel (ex. destruction des gites), en réduisant le contact héte-vecteur par
I'utilisation d’outils de protection individuelle (moustiquaires, rideaux, vétements longs, efc.), en
bloquant la respiration des stades immatures (ex. film de surface), ou en bloquant I'acces aux
sites de pontes (ex. par des billes de polystyréne).

m Pléiotropie
Effets d’un géne sur plusieurs caractéres phénotypiques.

= Point de bascule (ou « tipping point » en anglais)

Point critique auquel la résistance a un insecticide est présente dans une population a faible
fréquence et est susceptible d’augmenter rapidement sous I'effet d’'une pression de sélection.
Par exemple, un géne de résistance ayant une fréquence initiale de 0.000001 % peut doubler
de fréquence pendant trés longtemps avant d'atteindre 1 % et ainsi devenir détectable au sein
d'une population. En revanche, une fois la fréquence de 1 % atteinte (« point de bascule »), il
faudrait en théorie seulement 6 générations de doublement de la fréquence de I'alléle pour
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atteindre une fréquence > 50 % dans la population. Ce point de bascule est important dans la
mise en place d’un plan de surveillance et de gestion de la résistance adapté localement.

m Potentialisation

Situation dans laquelle un composé chimique ou biologique augmente le pouvoir toxique d’un
insecticide.

m Pression de sélection

En biologie évolutive, le concept de pression de sélection désigne I'ensemble des contraintes
(biotiques et abiotiques) exercées sur un individu ou une population qui entrainent une évolution
de cette population au fil du temps. En LAV, la principale pression de sélection exercée sur une
population de moustiques provient des insecticides qui, utilisés régulierement, éliminent
progressivement les individus sensibles pour sélectionner les individus porteurs d’alléles
résistants.

m Produit biocide

Toute substance ou tout mélange, sous la forme dans laquelle il est livré a I'utilisateur, constitué
d’'une ou plusieurs substances actives, en contenant ou en générant, qui est destiné a détruire,
repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en prévenir l'action ou a les
combattre de toute autre maniére par une action autre qu’une simple action physique ou
mécanique. Les produits biocides utilisés en LAV ne sont pas des produits phytosanitaires et
sont soumis a une réglementation particuliére (cf. Réglement (UE) n°528/2012).

m Pro-insecticides

Groupe d’insecticides qui nécessitent une bio-activation in vivo pour produire des métabolites
plus efficaces sur les cibles. La transformation de linsecticide en métabolite plus actif est
possible grace a l'action des enzymes de détoxication, généralement des estérases ou des
oxydases.

= Ratio de résistance (RR)

Nombre par lequel une dose d’insecticide doit étre multipliée afin d’obtenir la méme mortalité
que pour une population sensible de référence. Le RRso (communément utilisé dans la
surveillance de la résistance) est calculé en divisant la concentration Iétale 50 obtenue sur la
population étudiée par celle obtenue sur la colonie de référence sensible.

= Ratio de synergie (RSso)

Nombre par lequel une dose d’insecticide doit étre multipliée afin d’obtenir la méme mortalité
que pour une population sensible de référence en présence d’'une molécule synergiste. Le RSso
est mesuré lors des tests synergistes pour étudier I'implication d’enzymes de détoxication dans
la résistance a un insecticide. Il s’obtient en divisant la concentration Iétale 50* de la population
étudiée par celle obtenue sur la colonie de référence sensible en présence d’un synergiste.

m Résistance (OMS)

Trait génétique héréditaire qui confére a un individu (ou un groupe d’individus) la faculté de
survivre a des doses d’insecticides létales pour la majorité des autres individus de la méme
espece.

= Résistance croisée

Un seul mécanisme conférant une résistance a plusieurs molécules insecticides. La résistance
croisée peut affecter plusieurs familles d’insecticides.

m Résistance multiple

Plusieurs mécanismes distincts conférant une résistance a plusieurs molécules insecticides. La
résistance multiple peut affecter plusieurs familles d’insecticides.

Version n°4 page 20/ 142 juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 — RMVI »

m Résistance opérationnelle (IRAC)

Changement de sensibilité d'une population d'organismes nuisibles qui se traduit par I'incapacité
répétée d'un produit a atteindre le niveau de contrdle attendu lorsqu'il est utilisé conformément
aux recommandations d’utilisation. On parle alors de résistance « opérationnelle » comme celle
induisant un échec de contréle des populations cibles.

m Suivi de la résistance

Protocole expérimental permettant de détecter I'émergence d'une résistance dans les
populations naturelles d’insectes et de suivre son évolution dans I'espace et dans le temps.

m Synergisant (agent)

Un agent synergisant est un composé chimique ou biologique utilisé a des concentrations non
létales pour activer des voies de signalisations intracellulaires qui modifient la conformation de
la cible et permettent de potentialiser I'effet d’'un insecticide tout en diminuant les doses et ainsi
améliorer I'efficacité du traitement.

= Synergistes (inhibiteurs enzymatiques)

Composés chimiques utilisés a des concentrations non létales pour inhiber le systéme
enzymatique impliqué dans la détoxication des insecticides. Ces composés sont utilisés lors des
tests biologiques pour détecter I'implication d’'un mécanisme métabolique dans la résistance.
Certains synergistes (ex. Pipéronyl butoxide/PBO) sont aussi utilisés en LAV en mélange avec
un insecticide pour augmenter sa toxicite.

= Tolérance

Mécanisme physiologique transitoire, non héréditaire, permettant a certains individus de
survivre a des doses d'insecticide supérieures a celles que peuvent supporter d'autres individus
du méme groupe. Contrairement a la résistance, la tolérance entraine une modification
provisoire de l'efficacité d’un insecticide sans effet héritable. La tolérance signifie que I'insecte
subit peu ou pas d’effet de linsecticide. La tolérance n'a de sens qu’en fonction d’un
environnement donné.

= TP18

A I'annexe V du RPB, les produits biocides sont classés en 22 types de produits (TP) biocides.
Ces derniers sont répartis en 4 groupes principaux : les désinfectants, les produits de protection,
les produits de lutte contre les nuisibles, et les autres produit biocides. Les TP18 font partie du
goupe 3; les produits utilisés pour lutter contre les arthropodes (tels que les insectes, les
arachnides et les crustacés), par d'autres moyens qu'en les repoussant ou en les attirant.

m Valeur sélective

En biologie évolutive, la valeur sélective (« fitness » en anglais) décrit la capacité d'un individu
d'un certain génotype a contribuer a la génération suivante et donc a propager ces génes dans
une population et dans un environnement donné.

m Vecteur

En entomologie médicale, un vecteur est un arthropode hématophage qui assure la transmission
biologique active d’un agent pathogéne (virus, bactérie, parasite) d’un vertébré infecté (« héte
donneur ») a un autre vertébré sensible (« hote récepteur »). Dans son acception la plus large,
on peut également inclure les vecteurs dits "mécaniques”, qui transportent simplement I'agent
pathogéne d'un hbte vertébré a un autre, sans faire intervenir de processus biologique.
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m  Xénobiotique

Substance organique d’origine étrangére a un organisme vivant (polluant, insecticide,
antibiotique, efc.). Un xénobiotique peut étre létal ou sub-létal pour I'individu (y compris a faibles
concentrations) et exercer des effets importants sur le systéme immunitaire et/ou métabolique
d’un insecte mais également sur son comportement.
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3 Etat des connaissances sur la résistance des
moustiques vecteurs aux insecticides

3.1 Substances actives biocides utilisées en LAV et leur mode
d’action

La connaissance des modes d’action des substances actives insecticides permet de
comprendre les modalités d’efficacité du produit, de proposer et favoriser le développement de
nouvelles substances et formulations par une meilleure connaissance de la (des) cible(s), mais
aussi (i) d'utiliser des associations avec des substances actives de familles chimiques
différentes pour obtenir des effets additifs ou synergiques (ii) de mieux gérer les risques de
résistance sélectionnée chez les insectes (ex. prévenir la sélection d’alléles de résistance par
une utilisation raisonnée des insecticides et anticiper les résistances croisées entre substances)
et (iii) de limiter les effets indésirables sur les organismes non-cibles et sur 'environnement.

Actuellement en France, la deltaméthrine est utilisée comme adulticide et le Bt
(Bacillus thuringiensis subsp. israelensis) comme larvicide.

Pour pallier les problemes de résistance liés a I'utilisation prolongée d’une seule substance en
LAV, d’autres biocides pourraient étre potentiellement utilisés (cf. Tableau 1). lls appartiennent
au type de produit n°18 (TP18) de la classification européenne des biocides regroupant les
produits utilisés pour lutter contre les arthropodes (c.-a-d. les insectes, les arachnides et les
crustacés), par d'autres moyens qu'en les repoussant ou en les attirant.

Le Tableau 1 liste les substances actives TP18 avec leur nom et leur Chemical Abstract Service
Registry Number (CAS RN), leur famille chimique et leur catégorie selon I'Insecticide Resistance
Action Committee (IRAC, https://irac-online.org/). L’existence d’une utilisation en LAV dans le
monde est mentionnée. Enfin, leur présence ou non dans la liste de pré-qualification de 'OMS
(WHO-PQ) et leur statut réglementaire européen avec un usage éventuel contre les moustiques
sont également indiqués.
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Tableau 1. Substances actives TP18 utilisées ou potentiellement utilisables en LAV

e | S | L | D | S| bemte
Abamectine 71751-41-2 Avermectine 6 AP a priori oui
Acétamipride 135410-20-7 | Néonicotinoide 4 A AP oui
Acide décanoique 334-48-5 Acide gras saturé AP

Acide octanoique 124-07-2 Acide gras saturé AP

d-Alléthrine 231937-89-6 | Pyréthrinoide type | 3 A DIA oui
Azaméthiphos 35575-96-3 Organophosphoré 1 B DA oui
Azote 7727-37-9 Composé inorganique AP

Lysinibacillus sphaericus 143447-72-7 | Microorganisme 11 B oui PPC oui

L. sphaericus 2362, souche ABTS-1743 | 143447-72-7 | Microorganisme 11 B oui AP oui
(B;;illgzrﬁ;’gggﬁﬁ’fz:L:J:;ep .Alzgg{:r;s:s - Microorganisme 11 A oui AP oui

Bti, serotype H14 - Microorganisme 11 A oui PPC oui
Bti, souche SA3A - Microorganisme 1 A oui AP oui
f:jgﬁles Zél{rrlgggqlsw subsp. kurstaki - Microorganisme 11 A oui AP oui
Bendiocarbe 22781-23-3 Carbamate 1 A oui oui AP oui
Chlorfénapyr 122453-73-0 | Pyrrole halogéné 13 oui oui DIA oui
Clothianidine 210880-92-5 | Néonicotinoide 4 A oui oui AP oui
Cyanamide 420-04-2 Carbamonitrile DIA non
Cyfluthrine 68359-37-5 Pyréthrinoide type I 3 A oui AP oui
lambda-Cyhalothrine 91465-08-6 Pyréthrinoide type | 3 A oui oui AP oui
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i T RAG | RAG | M e | UE | moustiques
Cyperméthrine 52315-07-8 Pyréthrinoide type Il 3 A oui oui AP oui
alpha-Cyperméthrine 67375-30-8 Pyréthrinoide type I 3 A oui oui AP oui
Cyphénothrine 39515-40-7 Pyréthrinoide type I 3 A oui oui AP oui
Cyromazine 66215-27-8 Régulateur de croissance 17 AP oui
Deltaméthrine 52918-63-5 Pyréthrinoide type Il 3 A oui oui AP oui
Diflubenzuron 35367-38-5 Phénylurée 15 oui oui AP oui
Dinotéfurane 165252-70-0 | Néonicotinoide 4 A AP oui
Dioxyde de carbone 124-38-9 Composé inorganique AP

Empenthrine 54406-48-3 Pyréthrinoide type | 3 A NA oui
Esbiothrine 260359-57-7 | Pyréthrinoide type | (mélange) DIA oui
Esfenvalérate 66230-04-4 Pyréthrinoide type Il 3 A PPC oui
Etofenprox 80844-07-1 Pseudo-pyréthrinoide, diméthyl éther 3 A oui oui AP oui
Fipronil 120068-37-3 | Phénylpyrazole 2 B AP oui
Fluorure de sulfuryle 2699-79-8 Composé inorganique AP

Géraniol 106-24-1 Alcool terpénique insaturé UNE DIA non
Hexaflumuron 86479-06-3 Phénylurée 15 AP oui
Imidaclopride 138261-41-3 | Néonicotinoide 4 A AP oui
Imiprothrine 72963-72-5 Pyréthrinoide type | AP a priori oui
Indoxacarbe (S:R 75:25) 173584-44-6 | Oxadiazine 22 A AP oui
S-méthopréne 65733-16-6 Mimétique d’hormones juvéniles 7 A oui AP oui
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i T RAG | RAG | M e | UE | moustiques
Métofluthrine 240494-71-7 | Pyréthrinoide type | oui oui AP oui
epsilon-Momfluorothrine 1065124-65-3 | Pyréthrinoide type I AP

Perméthrine 52645-53-1 Pyréthrinoide type | 3 A oui oui AP oui
d-phénothrine 188023-86-1 Pyréthrinoide type | 3 A PPC oui
1R-trans-phénothrine 26046-85-5 Pyréthrinoide type | 3 A AP oui
Pipéronyl butoxide/PBO 51-03-6 Synergiste oui AP oui
Pralléthrine 23031-36-9 Pyréthrinoide type | 3 A DIA oui
Pyréthrines et Pyréthrinoides 8003-34-7 Pyréthrinoide naturel 3 A PPC oui
Pyriproxyfene 95737-68-1 Mimétique d’hormones juvéniles 7 C oui oui AP oui
Spinosad 168316-95-8 | Spinosynes 5 oui oui AP oui
Tétraméthrine 7696-12-0 Pyréthrinoide type | 3 A DIA oui
d-Tétraméthrine 1166-46-7 Pyréthrinoide type | 3 A DIA oui
Thiaméthoxame 153719-23-4 | Néonicotinoide 4 A AP oui
Transfluthrine 118712-89-3 | Pyréthrinoide type | 3 A AP oui
Triflumuron 64628-44-0 Phénylurée 15 oui NA oui

*AP : Approuvée ; PPC : Plus pris en charge ; NA : Non approuvée ; DA : Demande annulée ; DIA : Demande initiale d'approbation. Groupes et sous-groupes IRAC : https://irac-
online.org/modes-of-action/ ; WHO-PQ = WHO-Pre-qualification ; LAV = Utilisée ailleurs dans le monde en LAV ; UNE : Essence botanique, y compris synthétique, extraits et
huiles non raffinées avec un mode d’action inconnu ou incertain.
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3.2 Mécanismes de résistances connus chez les espéces cibles

Pour étre efficace, un insecticide doit entrer en contact avec l'insecte afin d’étre transporté
jusqu'a sa cible pour y exercer son activité toxique. Tous les mécanismes qui empéchent ou
modifient I'effet de I'insecticide au sein de I'organisme peuvent conduire a une résistance. La
résistance aux insecticides correspond a un événement d’origine génétique et héritable qui
conduit a une diminution de la sensibilité des insectes a un insecticide donné.

Il existe 4 grands types de résistance chez les moustiques et les arthropodes (cf. Figure 1) :

¢ les changements comportementaux ;
¢ la modification de la cuticule affectant la pénétration de l'insecticide (résistance cuticulaire) ;
e les mutations ponctuelles (ou résistance par modification de la cible), qui diminuent I'affinité de
la protéine cible pour l'insecticide ;
e la détoxication enzymatique de l'insecticide ou sa séquestration (résistance métabolique).
Bien que les bases physiologiques et moléculaires de ces mécanismes de résistance soient
distinctes, leur co-occurrence peut entrainer des résistances multiples et/ou croisées a

plusieurs familles d’insecticides.

Résistance comportementale
(évitement)

Résistance cuticulaire
{baisse de la pénétration)

Séquestration
(enzymes, transporteurs, ...}

m excrétion

Enzymes de
détoxication

Mutation de la cible
(Ace, Kdr, Rdl )

istance métaboliq
(PA50s, Estérases, GSTs, autres...)
Figure 1. Principaux mécanismes de résistance aux insecticides chimiques (David et al. 2013).
(La puce rouge représente l'insecticide.)

3.2.1 Résistance comportementale

La résistance comportementale correspond a un changement de comportement des vecteurs
ayant pour conséquence une survie accrue des vecteurs a l'insecticide. Les moustiques
résistants auront donc tendance a éviter le contact avec un ou plusieurs insecticides
(répulsion). lls peuvent aussi montrer des particularités phénologiques associées a une
exposition réduite. Par exemple, une vitesse de développement différente peut aboutir a la
surreprésentation de stades moins sensibles lors des traitements. Jusqu’a maintenant, des
modifications comportementales n’ont été observées que chez les vecteurs du paludisme en
Afrique ou l'activité de piqlre a évolué en réponse au déploiement des moustiquaires
imprégnées : les périodes préférentielles de piqlres ont été décalées plus tot avant la tombée
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de la nuit ou plus tard vers 'aube, et la recherche des hotes semble s’effectuer davantage en
extérieur (exophilie? et exophagie?®) plutét qu'en intérieur (endophilie* et endophagie®) (Reddy
et al. 2011, Moiroux et al. 2012, Sougoufara et al. 2014). Néanmoins, I'impact de ce
changement de comportement sur I'efficacité des mesures de contréle reste difficile a évaluer.
De plus, le caractére héréditaire de ces modifications comportementales n’a pas encore été
démontré car il est difficile de faire la distinction entre un comportement d’évitement
spécifiguement sélectionné par les insecticides et une certaine plasticité comportementale des
vecteurs en réponse aux insecticides. Bien que la surexpression de certaines protéines
impliquées dans la chémoréception ait été associée a une tolérance aux pyréthrinoides (ex.
protéines « Sensory Appendage Proteins » chez An. gambiae, Ingham et al. 2020), cette
tolérance semble étre plus associée a une séquestration accrue de I'insecticide plutdt qu’a un
changement de comportement du vecteur. A ce jour, aucun marqueur moléculaire directement
associé a un changement de comportement du vecteur sélectionné chez les populations
résistantes n’a encore été mis en évidence.

3.2.2 Reésistance cuticulaire

Les modifications structurales de la cuticule entrainant une pénétration réduite de l'insecticide
restent assez mal documentées chez les moustiques en termes d’importance dans le
phénotype global de résistance et de marqueurs moléculaires. |l est admis que ce type de
résistance peut étre la conséquence d’un épaississement de la cuticule et/ou d’'un changement
dans la proportion de ses constituants (chitine et protéines associées). Ce mécanisme, a lui
seul, n'occasionne en général que de faibles niveaux de résistance bien qu’il puisse par
définition conférer une résistance croisée a différents insecticides ayant des modes d’action
différents.

Aujourd’hui, il existe plusieurs mécanismes qui limitent la pénétration de I'insecticide a travers
la cuticule a savoir la surproduction :

» de protéines de structure de la cuticule (Balabanidou et al. 2018) ;

o denzymes de détoxication comme les cytochromes P450 impliquées dans la
biosynthése de la cuticule (ex. CYP4G16, CYP4G17 chez An. gambiae) ;

o d’enzymes d’oxydation (ex. laccase, tyrosinase) ;

e de transporteurs de type ABC impliqués dans des mécanismes de transferts trans-
cuticulaires et réduisant la pénétration des insecticides (lipophiles) par une
augmentation de la teneur de la cuticule en hydrates de carbone (Balabanidou et al.
2018).

Bien que la surexpression de génes cuticulaires et/ou d’autres génes impliqués dans la
dynamique de la cuticule soit fréequemment rapportée chez les populations résistantes,
'importance de ces marqueurs dans le phénotype de résistance reste souvent a confirmer. De
plus, ils sont encore peu utilisés pour détecter la résistance chez les moustiques.

Exophilie : propriété des moustiques a rester a I'extérieur des habitations.
Exophagie : propriété des moustiques a piquer a I'extérieur des habitations.
Endophilie : propriété des moustiques a rester a l'intérieur des habitations.
Endophagie : propriété des moustiques a piquer a l'intérieur des habitations.

a A~ W N
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3.2.3 Résistance par modification de la cible

La résistance par modification de la cible est la conséquence de mutations ponctuelles qui
limitent I'affinité de la protéine cible pour l'insecticide (revue dans Labbé et al. 2017).

Les insecticides chimiques visent un nombre limité de protéines cibles, généralement
localisées dans le systéme nerveux des insectes :

o les récepteurs GABA (codés par le géne Rd/) cibles des insecticides de la famille des
cyclodienes, des phénylpyrazoles (fipronil) et des isoxazolines ;

¢ les canaux sodium dépendants du potentiel (gene VGSC ou « para sodium channel »)
cibles des organochlorés (dont le DDT) et des pyréthrinoides ;

o l'acétylcholinestérase (géne ace-1) cible des organophosphorés et des carbamates ;

e les récepteurs nicotiniques a 'acétylcholine (génes nAchR codant pour les différentes
sous-unités des récepteurs) cibles des néonicotinoides et du spinosad ;

e et la chitine synthase cible des analogues d’hormones de croissance tels que le
diflubenzuron.

Les mémes mutations ont souvent été sélectionnées indépendamment chez différentes
espéces de moustiques et d’arthropodes (évolution convergente) car les génes codant pour
les cibles des insecticides sont eux-mémes trés conservés chez les insectes. Dans la plupart
des cas, un nombre limité de mutations affectant le site de liaison de linsecticide est
responsable de la résistance. Des mutations supplémentaires peuvent étre ensuite
sélectionnées permettant d’augmenter les niveaux de résistance et/ou de restaurer les
fonctions perturbées. Par ailleurs, un moustique peut présenter plusieurs mécanismes de
résistance de fagon concomitante, générant des phénomeénes de résistance multiples
(ex. présence de mutation kdr et ace-1 G119S conférant a la fois une résistance aux
pyréthrinoides et aux organophosphorés).

Chez les moustiques vecteurs, différentes mutations conférant une résistance ont été mises
en évidence vis-a-vis des différentes familles d’insecticides : cyclodiénes (mutation Rdl), DDT
et pyréthrinoides (mutations kdr des canaux sodium), organophosphorés et carbamates
(mutations dans le géne ace-1), inhibiteurs de la synthése de la chitine (mutation de la chitine
synthase). Les mutations de cible conférent une résistance a I'ensemble des insecticides de
la méme famille avec cependant des variations selon les molécules. Les principales mutations
de cible dont le réle dans la résistance est confirmé sont présentées dans le Tableau 2.

La résistance de type kdr (knockdown resistance) est due au remplacement d’'un ou de
plusieurs acides aminés de la protéine codant pour le canal sodium dépendant du potentiel.
Certaines mutations kdr affectent des positions plus ou moins conservées entre espéces (ex.
L1014F/S et V1016l/G chez An. gambiae et Aedes aegypti) tandis que d’autres sont plus
spécifiques (V410L et S989P chez Ae. aegypti). A noter que d’autres mutations affectant les
canaux sodium dépendant du potentiel ont été décrites mais leur role dans la résistance n’est
pas toujours démontré. Enfin, on peut noter que certaines mutations kdr ont été associées a
la résistance a d’autres insecticides tels que l'indoxacarbe et le métaflumizone (Silver et al.
2017).

Sur l'acétylcholinestérase (géne ace-1), seules trois mutations (G119S, F290V et F331W),
responsables de la résistance aux organophosphorés et aux carbamates, ont été identifiées
chez les moustiques (Alout et al. 2008). L'une d’elles (G119S) a été identifiée uniquement
chez les moustiques alors que les deux autres ont été décrites aussi chez d'autres arthropodes
(Hémiptéres, Lépidopteres, Acariens). On peut noter que la mutation G119S n’est a priori pas
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sélectionnée chez Ae. aegypti et Ae. albopictus car elle requiert le changement de plusieurs
bases de 'ADN pour modifier la séquence protéique de I'acétylcholinestérase a cette position
(Weill et al. 2004).

Sur le récepteur GABA (géne Rdl, pour Résistance a la dieldrine), les mutations A302S et
A302G responsables de la résistance aux insecticides cyclodiénes ont été identifiées chez
plusieurs especes d'insectes et sont considérées comme une réponse génétique convergente
a la surutilisation des insecticides cyclodiénes et/ou du fipronil.

Enfin, des études récentes ont montré 'association de trois mutations sur la séquence de la
chitine synthase (11043L, 11043M et 11043F) avec de fortes résistances au diflubenzuron dans
des populations de Cx. pipiens (Grigoraki et al. 2017, Fotakis et al. 2020), avec des fréquences
pouvant étre faibles (~4 % a Montpellier) ou fortes (60-70 % au nord de I'ltalie) (Fotakis et al.
2020).

Tableau 2. Principales mutations de cible conférant une résistance aux insecticides chimiques
chez les moustiques vecteurs

Espéce RdI kdr ace-1 chitine synthase
Aedes spp. A302S/G V410L, - -
S989P,
V1016Gl/I,
F1534C/S
Culex spp. A302S/G L1014F G119S, [1043M,
F290V, 11043L,
F331W [1043F
Anopheles spp. | A302S/G L1014F/S G119S -

Bien que les mutations affectant la cible des insecticides conférent souvent une résistance
élevée a l'insecticide, elles générent aussi fréquemment un codt sur la valeur sélective en
'absence d’insecticide. Cela a été observé pour les mutations kdr et ace-1. Concernant la
mutation ace-1 G119S, elle réduit aussi l'activité catalytique de I'acétylcholinestérase,
perturbant ainsi plusieurs caractéristiques physiologiques et comportementales de I'insecte.
Or, une compensation de ce co(t par duplication du géne ace-1, associant une copie ace-1
sensible et une copie mutée résistante, a été observée chez presque toutes les populations
de Cx. pipiens et d’An. gambiae traitées aux organophosphorés (Milesi et al. 2018). De plus,
il a été montré que la présence simultanée des mutations ace-1 et kdr pouvait diminuer le colt
de chacune de ces mutations (Berticat et al. 2008). Ces compensations du colt de la
résistance peuvent mettre en péril les stratégies de gestion de la résistance car I'existence
d'un co(t sélectif en absence de pression insecticide en est I'élément fondamental. Certaines
mutations de cible persistent d’ailleurs dans les populations naturelles malgré l'arrét de
I'utilisation de certaines familles d’'insecticides en LAV. Cette persistance, observée pour les
mutations sur les récepteurs GABA par ex., peut étre due a I'absence de colt ou a l'utilisation
de produits biocides pour d’autres usages (ex. fipronil).
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3.2.4 Résistance métabolique

Le terme « résistance métabolique » regroupe I'ensemble des mécanismes associés a une
biodégradation accrue de l'insecticide en métabolites généralement moins toxiques et plus
facilement excrétés. Néanmoins certaines enzymes, par exemple les estérases, peuvent aussi
contribuer a la séquestration des insecticides (ex. organophosphorés) et notamment dans les
corps gras (trophocytes en particulier). Au niveau évolutif, ce mécanisme de résistance a été
acquis par les insectes il y a plusieurs millions d’années pour détoxiquer les composés
secondaires de défense synthétisés par les plantes (Després et al. 2007). Cette coévolution
rapide a entrainé une trés forte diversification des enzymes impliquées dans la biodégradation
des xénobiotiques* chez les insectes. En pratique, la résistance métabolique est largement
répandue chez les moustiques et contribue de maniére importante au phénotype global de
résistance. Dans les populations naturelles, la résistance métabolique est souvent associée a
d’autres mécanismes de résistance tels que les mutations de cible ou bien la résistance
cuticulaire.

La résistance métabolique est en général la conséquence d’'une surproduction chez les
individus résistants d’'une ou de plusieurs enzymes de détoxication capables de métaboliser
et/ou de séquestrer l'insecticide (Liu et al. 2015). Les enzymes impliquées appartiennent
majoritairement aux mono-oxygénases a cytochrome P450 (P450 ou CYP pour les genes),
aux glutathion S-transférases (GST) ainsi qu’aux carboxylestérases (COE), bien que d’autres
familles d’enzymes puissent aussi étre impliquées telles que des glycosyl-transférases, des
sulfo-transférases et bien d’autres oxygénases. Ces enzymes peuvent avoir une action
individuelle sur la molécule insecticide mais aussi agir séquentiellement lorsque la
biodégradation de [linsecticide implique plusieurs étapes biochimiques. Les P450
interviennent durant la premiére phase de la détoxication et catalysent en général
I’hydroxylation des insecticides (ajout d’'un groupement —OH), bien que de nombreuses autres
réactions d’oxydation puissent étre catalysées. Les COE interviennent aussi durant la
premiére phase de la détoxication en catalysant I'hydrolyse des liaisons ester. La deuxiéme
phase de la détoxication fait généralement intervenir des enzymes de conjugaison telles que
les GST et glycosyl-transférases qui catalysent I'addition d’un groupement hydrophile a
l'insecticide.

Bien que la résistance soit généralement la conséquence d’'une surexpression constitutive de
ces enzymes chez les individus résistants, leur expression est aussi souvent inductible par les
xénobiotiques environnementaux. Ainsi, il a été montré que I'exposition des moustiques a
certains polluants (hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), herbicides, métaux
lourds, etc.) peut augmenter leur tolérance aux insecticides chimiques utilisés en LAV via une
stimulation de leur systéme de détoxication (Poupardin et al. 2008, Riaz et al. 2009,
Suwanchaichinda et al. 2002, Djouaka et al. 2008, Nkya et al. 2013).

Des cas de résistance métabolique ont été décrits chez la plupart des insectes ravageurs et
vecteurs de maladies, et affectent toutes les familles d’insecticides chimiques (cf. Tableau 3).
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Tableau 3. Principaux insecticides utilisés contre les vecteurs et mécanismes de résistance associés. (Adapté du rapport du CNEV, 2014)

Familles d’insecticides

Cible biochimique

Mécanismes de résistance connus

Mutations de la cible

Métaboliques

g:;‘;‘:: AChE Rég:';t:”' Réfg;e”' kdr ace-1 Rdl Nla | COE | GST | P450
Organochlorés X ++ ++ +
Cyclodiénes X ++ +
Organophosphorés X ++ ++ + +
Carbamates X ++ ++ +
Néonicotinoides X + ++
Pyréthrinoides X ++ + + ++
Phénylpyrazoles X ++ +
Avermectines X Inconnue +
Ln:if;iizi:::cf%llgi)eurs Récepteurs hormonaux et voie de biosynthése de la chitine Mutation des cibles +

Toxines de Bti

Toxine de Bs

Récepteurs de la paroi intestinale des larves de diptéres

Mutations des récepteurs

Mécanismes probables :
altération des toxines ,
immunité

AChE : acétylcholinestérase, ACh : acétylcholine, kdr : knockdown resistance, ace-1 : géne codant I'acétylcholinestérase, Rdl : resistance to dieldrin, Nla : sous-unité du récepteur
nicotinique de l'acétylcholine. X indique la correspondance entre famille d’insecticide et cible biochimique ; +/++ indique l'intensité de la résistance.
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Bien que les fondements biochimiques de la résistance métabolique soient connus, la
caractérisation de ses bases génétiques reste parcellaire chez les moustiques en raison de sa
complexité. En effet, les enzymes de détoxication appartiennent a de larges superfamilles
géniques. De plus, leur capacité a dégrader les insecticides peut étre spécifique mais aussi
redondante (une ou plusieurs enzymes dégradant un ou plusieurs insecticides a différents
degrés) et nécessite fréequemment plusieurs étapes biochimiques. Ainsi, a la différence des
mutations de cible qui sont généralement bien conservées entre espéces, la résistance
métabolique peut impliquer différents génes/alleles selon les espéces et [origine
géographique des populations. A cela s'ajoutent les contraintes techniques liées a la
caractérisation des génes impliqués qui requiert généralement I'utilisation d’approches lourdes
de séquencage trés haut débit qui sont fortement dépendantes du degré d’annotation des
génomes disponibles (David et al. 2013).

Au niveau génétique, la résistance métabolique peut étre la conséquence d’'une surexpression
d’'un ou de plusieurs génes de détoxication ou bien de duplications géniques affectant un ou
plusieurs génes (Liu et al. 2015). Des modifications structurales des enzymes de détoxication
(par mutation non synonyme) peuvent aussi augmenter leur activité vis-a-vis de I'insecticide
bien que ce mécanisme soit encore assez peu documenté chez les moustiques. Les P450 ont
été impliquées dans la résistance a toutes les familles d’insecticides (cf. Tableau 3). Cela inclut
les organochlorés, les pyréthrinoides, les carbamates, les organophosphorés mais aussi
certains IGR tels que le pyriproxiféne (Yunta et al. 2016). Les COE sont fréquemment
impliquées dans le métabolisme et la séquestration des organophosphorés, mais elles
peuvent aussi intervenir dans la résistance aux carbamates et aux pyréthrinoides. Enfin,
certaines GST sont capables de catalyser la déchloration du DDT (Lumjuan et al. 2011) mais
ces enzymes interviennent aussi fréquemment dans la conjugaison des pyréthrinoides et des
organophosphorés.

Chez les espéces les plus étudiées (Anophéles africains, Ae. aegypti, Ae. albopictus,
Cx. pipiens, etc.) la validation du rble de certains génes de détoxication dans la résistance aux
insecticides permet aujourd’hui de les utiliser comme marqueurs moléculaires pour suivre la
dynamique de la résistance métabolique sur le terrain (voir section 4.2).

3.2.5 Résistance aux toxines bactériennes

Les toxines du Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) et du Lysinibacillus sphaericus
(anciennement Bacillus sphaericus (Bs)) sont utilisées comme larvicides contre les vecteurs
et ciblent la barriére intestinale des larves. Ces bio-insecticides ont un mode d'action
complexe, impliquant une activation des toxines apres leur ingestion puis leur fixation sur des
sites/récepteurs spécifiques du tube digestif (Bruhl et al. 2020). Le Bs ne produit qu’une seule
toxine (Bin) tandis que le Bti produit plusieurs toxines (principalement Cry4A, Cry4B, Cry11 et
Cyt) connues pour leur action synergique (la toxine Cyt pouvant jouer le réle de récepteur pour
les toxines Cry). La résistance aux toxines Cry individuelles de Bti est fréquente chez les
ravageurs et, des résistances a plusieurs toxines Cry ont été observées (Heckel et al. 2020).

Chez les moustiques une résistance a la toxine Bin du Bs a été décrite chez Cx. pipiens avec
des ratios de résistance parfois trés élevés mesurés en Inde (RRso > 100) (Mittal et al. 2003)
ou bien en Tunisie (RRso > 5000) (Nielsen-Leroux et al. 2002). En France, une résistance a la
toxine du Bs a été observée deés les années 1990 (Mittal et al. 2003). Parmi les mécanismes
de résistance identifiés, au moins deux événements mutationnels différents sur la séquence
codant le récepteur de la toxine Bs (une délétion et une insertion d’un élément transposable
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au locus Cpm1) produisant des protéines tronquées ont été mis en évidence (Romao et al.
2006, Darboux et al. 2007).

Concernant le Bti, de nombreuses études de terrain ont été réalisées principalement par les
opérateurs et un seul cas de résistance a été détecté dans une population naturelle de
Cx. pipiens de New York (RRso > 30, Paul et al. 2005). Cependant, cette résistance n’a pas
été confirmée par la suite dans la région. En laboratoire, des expérimentations de sélection
contrélées sur plusieurs dizaines de générations ont été conduites chez Cx. pipiens,
Cx. quinquefasciatus et Ae. aegypti mais ces expérimentations n’ont pas permis d’obtenir des
niveaux de résistance importants (RRso < 4) bien qu'un RRso > 16 ai été obtenu chez
Cx. pipiens aprés 60 générations (revue dans Wirth 2010). Les études mécanistiques
suggérent des mécanismes complexes et multigéniques impliquant notamment des
cadhérines, des phosphatases alcalines et des aminopeptidases. Cette faible résistance des
moustiques au Bti est attribuée a I'action synergique des toxines Cry avec la toxine Cyt (Wirth
et al. 2004, 2005). Ainsi, la sélection d’'une mutation entrainant la résistance a une toxine
n'aurait que peu d’effet sur la résistance aux autres toxines tandis que I'apparition et la
sélection simultanées de plusieurs mutations spécifiques demeurent trés peu probables.
Plusieurs études suggeérent que les colts génétiques associés a ces mutations limiteraient
leur sélection dans les populations naturelles (Bruhl et al. 2020). Néanmoins, des résistances
aux toxines séparées de Bti ont pu étre obtenues en quelques générations au laboratoire et il
n’est pas exclu que des alléles de résistance a chacune des toxines puissent étre sélectionnés
de maniére séquentielle et cryptique (pas de résistance significative aux mélanges de toxines)
dans les zones ou ce bio-insecticide est utilisé de facon massive. Cette possibilité justifie une
surveillance de la résistance au Bfi chez les moustiques ciblés par I'utilisation de bioessais
adaptés a la détection de faibles niveaux de résistance.

3.3 Facteurs opérationnels, biologiques, génétiques et
environnementaux influengant la dynamique de résistance

L'analyse exhaustive des facteurs influengant la dynamique de la résistance reste difficile a
réaliser en raison de la complexité des interactions biotiques et abiotiques des espéces de
moustiques présentes avec leur environnement, de la pléiotropie* et des interactions entre
alléles de résistance. La dynamique des alléles de résistance dépend des changements
qualitatifs mais aussi quantitatifs liés a ['utilisation des insecticides. En effet, 'usage
hétérogéne d’'une méme classe d’insecticides (tel que le changement de molécules
insecticides) ou d’'une méme molécule insecticide (telle que la variation de la dose, des
fréquences de traitement, de formulation) peut sélectionner différents alleles de résistance
(Milesi et al. 2016).

Bien que la résistance peut étre sélectionnée rapidement dans les populations naturelles, cette
sélection peut aussi étre limitée par des contraintes de trois types :

e des contraintes génétiques liées, par exemple, au nombre d’événements de mutation
nécessaire pour obtenir un alléle de résistance ;

o des contraintes physiologiques associées a la fonction des protéines impliquées qui
peut étre perturbée directement par les mutations ou indirectement par les
changements métaboliques induits (colt génétique®) ;
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o et enfin des contraintes environnementales liées entre autres a I'hétérogénéité
spatio-temporelle des traitements insecticides, et plus généralement des pressions de
sélection.

La plupart du temps, les alléles de résistance sont le plus souvent présents naturellement au
sein des populations de vecteurs avant les traitements insecticides, a de trés basses
fréquences, ce qui les rend quasi indétectables. Les traitements insecticides vont éliminer les
vecteurs qui ne sont pas porteurs d’alléles de résistance (cf. Figure 2) et la fréquence des
alleles de résistance va augmenter progressivement pendant de nombreuses années jusqu’a
un certain seuil, appelé « point de bascule » (ou « tipping point* ») sans étre a 'origine d’échec
opérationnel. Lorsque ce seuil ou « tipping point » est atteint, la fréquence des individus
résistants peut augmenter trés rapidement et se traduire par des échecs plus ou moins
importants du contréle des vecteurs. Les alléles de résistance sont sélectionnés localement
par les insecticides et peuvent ensuite envahir trés rapidement les populations a I'échelle
mondiale (cas de Ester? chez Cx. pipiens (Labbe et al. 2005) du fait de I'utilisation trés large
des OP). Certains alléles ne sont jamais observés chez certaines espéces de moustiques bien
gu’elles soient soumises aux mémes traitements insecticides car la nature des séquences ou
de l'architecture génétique ne permettent pas I'apparition d’'un nouvel alléle par un événement
mutationnel unique (Weill et al. 2004). A linverse, d'autres alléles de résistance ont des
origines multiples, c’est-a-dire qu’ils sont issus d’événements mutationnels différents, mais ce
phénoméne reste marginal (cas de la mutation ace? F290V).
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Figure 2 : Facteurs influengant la dynamique de la résistance aux insecticides
dans les populations d'insectes (Dusfour, 2019)

A - Mise en place des traitement insecticides : la population majoritairement sensible meurt, seule une petite
proportion survit grace a un ou des alleles de résistance déja présent ou apparu par migration ou par mutation de

novo ;

B — Les facteurs favorisant la sélection de la résistance sont indiqués en rouge, tandis que les facteurs contre
selectionnant la résistance, y compris les méthodes de gestion de la résistance (IRM : Insecticide Resistance

Management), sont indiqués en vert ;

C — Apres plusieurs générations de sélection aux insecticides, la proportion d'individus résistants est majoritaire
dans la population et conduit & un échec opérationnel de la lutte.
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La résistance croisée a plusieurs classes d'insecticides peut conduire a une continuité spatio-
temporelle de la sélection et faciliter la propagation des moustiques résistants. Un seul géne
peut étre a l'origine de résistances croisées, tel que le géne CYP6M2 (cytochrome P450) qui
peut étre impliqué dans la métabolisation a la fois de la deltaméthrine et du DDT (David et al.
2013). La présence de plusieurs mécanismes de résistance chez un méme individu entraine
des résistances multiples* a différentes classes d’insecticides. Elles peuvent entrainer des
effets multiplicateurs® vis-a-vis d’un ou de plusieurs insecticides de méme classe ou de classes
différentes. De tels effets ont été observés, par exemple, chez Cx. pipiens portant les alléles
Ester? et ace-1 G119S pour la résistance aux OP (Raymond et al. 1989), entre ace-1 G119S
et un alléle non caractérisé pour la résistance aux OP (Alout et al. 2016), entre kdr et des
cytochromes P450 pour la résistance aux pyréthrinoides (Hardstone et Scott 2010); et chez
Ae. aegypti entre le répulsif DEET et les carbamates (Bonnet et al. 2009). De plus, ces
interactions entre alléles de résistance peuvent varier selon les conditions environnementales,
telle qu’une synergie positive pour la résistance (c.-a-d. augmentation du niveau de résistance)
dans la zone traitée mais un antagonisme pour le colt dans les zones non traitées
(c.-a-d. diminution des performances physiologiques). Par exemple, la présence de l'alléle kdr
diminue le colt associé a l'alléle ace-1 G119S chez Cx. pipiens (Berticat et al. 2008),
favorisant la propagation des individus porteurs des deux alléles.

La plupart des alléles de résistance sont colteux, c’est-a-dire qu’ils compromettent certaines
performances des individus porteurs de ces alléles. L’arrét des traitements insecticides devrait
donc étre associé a une diminution progressive de la fréquence de ces alléles. La plupart des
stratégies de gestion de la résistance s’appuient sur ce colt, en alternant les insecticides dans
le temps ou l'espace ou en conservant des refuges de populations sensibles. Pourtant,
certains alléles colteux sont maintenus dans les populations naturelles malgré l'arrét de
I'utilisation de certaines classes d’insecticides (ex. Ester? et ace-1 G119S toujours présents
dans la région de Montpellier, 10 ans aprés linterdiction et I'arrét des OP). Les populations
résistantes évoluent notamment par de nouvelles mutations qui ont pour conséquence de
réduire le colt génétique. De plus, d’autres pressions de sélection peuvent affecter la
dynamique des alléles de résistance, notamment leur maintien malgré I'arrét des traitements.
En effet, l'utilisation massive des produits phytosanitaires contre les ravageurs de cultures
sélectionne aussi des mécanismes de résistance dans les populations de moustiques (Reid
et McKenzie 2016, Mouhamadou et al. 2019). La présence de polluants dus aux activités
humaines peut aussi induire des réponses métaboliques croisées avec celles liées aux
insecticides pouvant ainsi affecter la dynamique de la résistance (Poupardin et al. 2012,
Nkya et al. 2013).

6 Effet supérieur a un simple effet additif
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4 Méthodes de détection de la résistance des
moustiques

4.1 Méthodes biologiques et tests synergistes

4.1.1 Tests biologiques in vivo

Les essais biologiques (ou bioessais) représentent la pierre angulaire du suivi de la résistance
aux insecticides. Leur principe repose sur le dénombrement des moustiques morts suite a
I'exposition & un insecticide donné. Plusieurs types de tests et méthodologies existent pour les
différents stades de développement des moustiques (larves ou adultes). lls permettent non
seulement de détecter la résistance mais aussi de la quantifier et de la caractériser de maniére
plus précise. L’'OMS fournit des recommandations pour mettre en ceuvre, interpréter et valider
ces bioessais afin d’évaluer et de suivre correctement la résistance aux insecticides dans les
populations naturelles (WHO 2005, 2016). La section ci-aprés décrit ces tests et met
'emphase sur des points importants de méthodologies et de validation des tests pour une
surveillance appropriée de la résistance. Des protocoles détaillés et standardisés sont
consultables sur le site du réseau WIN (the Worlwide Insecticide resistance Network,
https://win-network.ird.fr/).

4.1.1.1 Souches de référence

L’utilisation de souches sensibles de référence est indispensable a la validation des tests
insecticides quels gu’ils soient. Elles doivent étre exposées comme les populations étudiées
en tant que contréle d’efficacité de la molécule et pour estimer les ratios de résistance. Ces
souches sont des lignées maintenues en laboratoire et caractérisées pour leur sensibilité aux
insecticides (profil biologique et si possible génétique, voir section 3). Les souches les plus
couramment utilisées sont S-Lab pour Cx. pipiens s.l., Kisumu pour An. gambiae s.|., Bora
Bora, Rockefeller et Nouvelle-Orléans pour Ae. aegypti ou bien SPAM pour Ae. albopictus.
Ces souches sont disponibles sur le site du MR47 et/ou sur demande dans les laboratoires de
recherche® qui les maintiennent dans leurs insectariums. En absence de souches sensibles
bien caractérisées (ex. An. darlingi), il est communément accepté d’utiliser la population de
terrain ayant la plus forte sensibilité aux insecticides comme comparaison et de suivre la
dynamique dans le temps.

4.1.1.2 Les insecticides

Les tests biologiques utilisés pour le suivi de la résistance sont réalisés sur la substance active
(pureté > 90 %) et non sur les formulations. La substance active est mise en solution dans un
solvant tel que I'éthanol ou I'acétone. Dans le cas du Bti et du Lysinibacillus sphaericus (Ls),
les bioessais sont effectués avec une formulation commerciale dispersible dans I'eau et de
préférence préalablement titrée.

7 https://www.beiresources.org/About/MR4.aspx

8 Des souches d'insectes caractérisées peuvent étre obtenues auprés de laboratoires spécialisés en entomologie
médicale. En cas d’accord, il faut respecter les régles en matiére de transfert d’échantillons biologiques (ex.
signature d’'un « Matériel Transfer Agreement » et accord de Nagoya sur la biodiversité).
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4.1.1.3 Les conditions de test

Les conditions ambiantes peuvent grandement influencer I'efficacité des insecticides et la
survie des moustiques lors des périodes de test et d’observation (Glunt et al. 2014). C'est
pourquoi, il est trés important de contrbler la température et I'humidité relative durant toute la
durée du test, et de noter les valeurs maximales et minimales enregistrées. Les tests sur
adultes doivent étre effectués a une température de 27°C + 2°C et a une humidité relative de
80 % % 10 %. Aucun test ne doit étre effectué au-dessus d’'une température de 30°C. En
général au moins 5 réplicats de 20 et 25 moustiques par tube ou bouteille sont réalisés.

4.1.1.4 Testlarvaire ou « test en gobelets » OMS (WHO, 2005)

L’objectif de ce test est d’évaluer la sensibilité/résistance des larves de moustiques a un
insecticide donné et de détecter de possibles résistances croisées entre familles d’'insecticides
couramment utilisées en santé publique. Ce test se réalise en exposant des individus soit a
une dose diagnostique (DD) d’un insecticide donné soit a une série de concentrations
croissantes de ce méme insecticide. Malheureusement, trés peu de doses diagnostiques sont
disponibles a I'état larvaire (ex. la DD du téméphos est 0,02 mg/L sur Ae. aegypti) et les tests
dose-réponse sont généralement préconisés.

Brievement, le test consiste a exposer des larves de moustiques de stade L3 - L4 prélevées
sur le terrain (ou issues de femelles de moustiques gorgées récoltées sur le terrain et
ramenées en insectarium) a un insecticide en solution pendant 24h. La lecture de la mortalité
est effectuée immédiatement aprés I'exposition. Pour les IGR, qui agissent sur le
développement larvaire ou inhibent la mue imaginale, les tests se déroulent sur plusieurs jours
afin de pouvoir déterminer le taux d'inhibition de I'émergence des adultes. La mortalité® dans
le contréle (non-exposé) doit toujours étre mesurée sur la méme période de temps et utilisée
pour corriger la mortalité des moustiques traités si besoin (voir section 6.2.5).

Lors des tests dose-réponse, les larves sont exposées a au moins 5 concentrations
d’insecticide provoquant des mortalités comprises entre 0 % et 100 % afin de pouvoir générer
les droites de régression de type probit (a I'aide de logiciels informatiques (ex. SPSS de
Microsoft, package DRC sur R'%) ou de papier millimétré log-probit) et ainsi d’estimer les
concentrations correspondantes a 50 % de mortalité (Concentration Létale 50, CLso) ou 50 %
d’inhibition de I'émergence des adultes (IEso) pour les IGR.

Le rapport des CLso ou |IEso entre populations de terrain et souches de référence sensibles
permettent ainsi de mesurer le niveau de résistance d’une population par le calcul des Ratios
de Résistance 50, RRs.

Les RRso permettent ainsi d’évaluer le niveau de résistance des larves dans plusieurs
populations afin ensuite de proposer des actions de surveillance et de lutte adaptées a I'échelle
du territoire (voir section 6 pour I'interprétation des données de resistance).

Enfin, ces tests larvaires peuvent également permettre d’étudier l'implication de certains
mécanismes de résistances par I'utilisation de molécules synergistes (voir section 4.1.1.6).

9 OQu le taux d'inhibition de I'émergence

10 https://cran.r-project.org/web/packages/drc/index.html
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4.1.1.5 Tests sur moustiques adultes

4.1.1.5.1 Test en tubes de 'OMS (WHO, 1998 a,b ; 2016)

Le test en tubes de 'OMS est le test biologique de référence (le plus utilisé) pour la surveillance
de la résistance chez les moustiques adultes. Il permet I'exposition des femelles adultes a des
molécules insecticides par contact sur des papiers imprégnés d’un insecticide a une dose
donnée. Selon les insecticides, le mélange d’imprégnation est une substance active mise en
solution dans I'éthanol ou I'acétone adjoint d’huile de silicone' ou d’huile d’olive selon la
famille d’insecticide (cf. Tableau 4. Ainsi, les doses exprimées en pourcentage par 'OMS
représentent la quantité de substance active (en gramme) pour 100 ml d’huile. Le principe
consiste a exposer des moustiques femelles non gorgées, agées de 3 a 5 jours, a des papiers
imprégnés d’insecticide pendant 1 heure et de mesurer la mortalit¢ 24 heures aprés
I'exposition. Un lot de moustiques témoin exposé a un papier imprégné d’'un mélange de
solvant et huile uniquement fait office de contréle.

Ce systeme simple, robuste et standardisé permet de définir le statut de résistance d’'une
population (fréquence des individus résistants) en mesurant le taux de mortalité a une dose
diagnostique (DD) d’'un insecticide. Les DD ont été préalablement obtenues sur des colonies
sensibles de référence (WHO, 1998a) en multipliant par 2 la DL1oo observée ou la DLgg estimée
a partir de la droite de régression dose-réponse. La liste actualisée des DD OMS par
insecticide et par espéce est présentée dans le Tableau 4 ci-aprés.

Les bioessais en tubes peuvent également servir a réaliser des courbes doses-réponses afin
d’avoir une mesure plus fine de la résistance. Dans ce cas, les moustiques adultes sont
exposeés a au moins 5 concentrations d’insecticide provoquant des mortalités comprises entre
0 % et 100 % afin de pouvoir estimer les concentrations |étales et estimer les ratios de
résistance.

Enfin, ces tests biologiques permettent également d’étudier I'implication de certains
mécanismes de résistances par I'utilisation de molécules synergistes (voir section 4.1.1.6).

1 Silicon oil , Dow Corning® 556 Cosmetic Grade Fluid 539462510 Univar https://consumer.dow.com/en-
us/pdp.dowsil%E2%84%A2%20556%20cosmetic%20grade%20fluid.01010476z.htmlI?tab=buying&id=01010476z
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Tableau 4. Doses diagnostiques recommandées par ’'OMS pour les tests sur adultes.
(WHO 2016, WHO 2021).

Classes - , ,
(surfactant) Insecticide Anopheles spp. | Aedes spp. Cx. quinquefasciatus
Organochlorés
i N DDT 4% 4 %32 4 %°
(Huile de silicone)
Fénitrothion 1% - 1 %°
1,5 %f
Malathion 5% ° 5%
Organophosphorés 5%39
(Huile dolive sauf pour 100 mg/m?
le pyrimiphos méthyl) Pirimiphos-méthyl 170 ma/m2" 60 mg/m? -
mg/m
Chlorpyriphos-éthyl 1%
Bendiocarbe 0,1 % 0,2 %
Carbamates
) . Carbosulfan 0,4%
(Huile d’olive)
Propoxur 0,1 % 0,1 % 0,1 %°
L 0,05 % 0,05 %f
Alpha-cyperméthrine :
0,03 %' 0,08 %9
Cyfluthrine 0,15 %
Pyrethrino'fdes Deltaméthrine 0,05 % 0,03 % 0,025 %
(Huile de silicone) Etofenprox 0,5%
0,05 %"
Lambda-cyhalothrine 0,05 % ° 0,025 %
0,08 %9
Perméthrine 0,75 % 0,4 % 0,25 %°®

a une demi-heure d’exposition ; ® 4 heures d’exposition ; ° 2 heures d’exposition ; ¢ 3 heures d’exposition.
Ae. aegypti ; 9 Ae. albopictus ; " An. gambiae uniquement ; ' An. albimanus et An. stephensi uniquement.

4.1.1.5.2 Test en Bouteilles selon la méthode des CDC (CDC, 2010 ; WHO, 2016)

Le test en bouteilles est un test alternatif développé par les CDC pour mesurer les niveaux de
résistance des moustiques aux insecticides de santé publique. Ce systéme repose sur
I'utilisation de bouteilles en verre de taille et de volume standardisés’? imprégnées avec une
solution d’insecticide a une dose diagnostique exprimée en microgrammes de substance
active par bouteille. Le principe consiste a exposer des moustiques femelles non gorgées
(3-5 jours) a une dose et un temps discriminant (voir Tableau 5). La lecture de la mortalité
s’effectue directement aprés I'exposition. Le test en bouteilles CDC présente I'avantage d’étre
facilement utilisable sur le terrain en particulier sur des moustiques supportant mal les
conditions de captivité car il n’est pas nécessaire de respecter une période d’observation de
24 heures ou plus pour avoir le résultat final. D’autre part, il permet d’éviter de recourir a des
kits de tests et & des papiers imprégnés d’insecticide préparés au préalable, ce qui procure

2. 250-ml Wheaton Graduated Media/Lab Bottles: Clear Glass, With PTFE-Faced, Rubber-Lined Phenolic Cap
(Autoclavable) Wheaton™ 219817 https://www.fishersci.com/shop/products/wheaton-graduated-media-lab-
bottles-clear-glass-with-ptfe-faced-rubber-lined-phenolic-cap-autoclavable-4/06404g?keyword=true
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une plus grande flexibilité concernant I'insecticide et la concentration utilisés pouvant étre
évalués.

Cependant, cette méthode mesure essentiellement I'effet immédiat (ou effet « knock-down »)
caractéristique des insecticides a mode d’action rapide tels que les pyréthrinoides (et qui ne
reflete pas toujours la mortalité), tandis que le test en tubes OMS permet de mesurer
effectivement le taux de mortalité des moustiques aprés 24h d’observation. Par conséquent,
les résultats des tests CDC et OMS ne sont pas directement comparables.

Comme le test en tubes, le test CDC permet l'utilisation de molécules synergistes pour étudier
'implication de certains mécanismes de résistance métabolique (voir section 4.1.1.6).

Tableau 5. Doses et temps discriminants du test en bouteilles CDC. (WHO 2016)

Concentration en ?nsecticide par espece
nsecticide (Mg de substance ggtgseopr?ﬁ)boutenle Wheaton Temr?n?;zct:;iginant

Anopheles spp. Aedes spp.
Bendiocarbe 12,5 12,5 30
Cyfluthrine 12,5 10 30
Cyperméthrine 12,5 10 30
Deltaméthrine 12,5 10 30
Lambda-cyhalothrine 12,5 10 30
Perméthrine 21,5 15 30
DDT 100 75 45
Malathion 50 50 30
Fénitrothion 50 50 30
Pirimiphos-méthyl 20 - 30

4.1.1.5.3 Test en Bouteilles selon la méthode de 'OMS

Historiquement, 'OMS a établi un systéme de détection de la résistance des moustiques basé
sur une lecture du taux de mortalité a 24h aprés exposition a des papiers imprégnés a une
dose diagnostique (voir section 4.1.1.5.1). Malheureusement, certains insecticides (ex.
flupyradifurone, imidaclopride, clothianidine) récemment développés par lindustrie
« cristallisent » lorsqu’ils sont imprégnés sur des papiers Whatman (réduisant ainsi leur
biodisponibilité) ce qui ne permet pas leur évaluation par la méthode du test en tubes. Par
conséquent, 'OMS a récemment modifié le test en bouteilles CDC afin de permettre d’estimer
les niveaux de résistance des moustiques a ces nouveaux insecticides ayant des propriétés
physico-chimiques particuliéres.

Les insecticides sont mélangés a un solvant (généralement I'acétone) avant d’étre imprégnés
dans la bouteille, mais certains requierent toutefois I'ajout d’'un surfactant pour permettre une
imprégnation homogéne et ainsi assurer la reproductibilité du test.

Pour harmoniser les paramétres mesurés dans les essais en bouteilles par rapport aux tests
en tubes, la durée d'exposition des moustiques dans la bouteille est de 1 heure et la mortalité
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est enregistrée a 24 heures (et jusqu'a 72 heures pour les insecticides a action lente comme
le chlorfénapyr). Les bouteilles doivent étre imprégnées 24 heures avant le test et séchées de
maniére horizontale pendant la nuit. Le reste du protocole reste inchangé par rapport au test
en bouteilles CDC. Les doses diagnostiques disponibles pour le test en bouteilles OMS sont
présentées dans le Tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6. Doses diagnostiques et surfactant approprié
pour la réalisation des tests en bouteilles de ’OMS.

Doses diagnostiques en pg/bouteille
Insecticide (solvant/ surfactant)
Anopheles spp. Aedes spp.
4a
C ) 10¢
Clothianidine (acétone + 801005pm de Mero) (acétone + 1500 ppm de Mero)
. 80
Flupyradifurone nd (acétone + 1500 ppm de Mero)
Métofluthrine nd N
(acétone)
Pralléthrine nd 530
(acétone)

. 2 3
Transfluthrine (acétone) (acétone)
Chlorfénapyr 100¢ nd

(acétone)

nd valeur non disponible, 2 pour toutes les espéces sauf pour An. albimanus et An. stephensi;® An. albimanus et
An. stephensi (acétone + 200 ppm de Mero pour An. albimanus seulement'3); ¢ non disponible pour Ae. aegypti, 4
lecture a 72h

4.1.1.5.4 Applications topiques (WHO, 2006)

L’application topique a pour objectif de déterminer l'activité d’'une molécule insecticide en
l'appliquant directement sur le thorax de linsecte (WHO 2006). Cette application de
l'insecticide permet d’éliminer les effets confondants dus au comportement du moustique
(normalisation de la dose d’exposition par rapport a la masse de l'individu) et ainsi d’obtenir
une mesure directe de I'efficacité d’'un insecticide agissant par contact. Ce test permet aussi
de mesurer les niveaux de résistance d’'une population a un insecticide donné en comparant
les résultats obtenus avec ceux de la souche sensible de référence. Les doses sont exprimées
en nanogramme de substance active par milligramme d’insecte.

Le principe du test consiste a appliquer une solution insecticide a des concentrations
croissantes sur le thorax de femelles non nourries et agées de 2 a 5 jours préalablement
anesthésiées au dioxyde de carbone. A l'issue des 24 h d’observation, le nombre de femelles
mortes est décompté et les concentrations Iétales 50 et 95 % sont estimées a l'aide de la
méthode log-probit a I'aide de logiciels mathématiques. La comparaison des CLsg et/ou ClLgs
entre la population sauvage et la souche de référence sensible permet de calculer le ratio de
résistance pour un insecticide donné.

Bien que ce test permette une mesure plus précise des niveaux de résistance que le test en
tubes OMS, il demande un équipement, du temps et une technicité qui ne sont pas toujours
compatibles dans un contexte opérationnel de plan de surveillance de la résistance.

3 MERO EC733 : concentré émulsifiable contenant 81,7 % d’esters d’acides gras de colza dans de I'éthoxy-7-
tridecanol.

Version n°4 page 43/ 142 Juillet 2021



Anses o Rapport d’expertise collective Saisine « n°2020-SA-0029 — RMVI »

4.1.1.6 Recours aux tests synerqgistes

Lorsgu’une résistance a un insecticide est détectée dans une population de moustiques, il peut
étre utile de recourir a des tests synergistes afin d’évaluer l'implication des enzymes de
détoxication sur le phénotype de résistance. (WHO 2016). Des molécules synergistes* sont
disponibles pour certains groupes d'enzymes de détoxication métabolique, notamment les
estérases, les oxydases et les glutathion S-transférases (cf. Tableau 7). En effet, certaines
molécules permettent d’inhiber I'activité de certaines familles d’enzymes de détoxication : le
PBO intervient sur les oxydases comme les cytochromes P450s, le S,S,S-tributyl
phosphorotrithioate (DEF) est un inhibiteur des carboxylestérases, et le chlorfenethol inhibe
les GST.

La procédure d’utilisation des molécules synergistes est bien décrite pour les tests en tubes
OMS (WHO 2016), les tests en bouteilles CDC (CDC 2010) et les tests larvaires (Marcombe
et al. 2009).

Chez les larves, le test s’effectue en mesurant la mortalité de la population cible a une
exposition simultanée a l'insecticide et au synergiste (généralement pendant 24h).

Chez les adultes, le test s’effectue en mesurant la mortalité de la population cible a une
concentration diagnostique d’un insecticide aprés une préexposition de 1 heure au synergiste
(voir concentrations préconisées dans le Tableau 7). Une fois les mortalités corrigées en
fonction de la mortalité des témoins (cf. 4.1.1.7), il est possible de comparer les mortalités
induites dans les échantillons exposés au synergiste puis a l'insecticide a celles induites dans
les échantillons exposés a linsecticide seul (sans synergiste). Les conditions de test et le
nombre d’échantillons a tester restent les mémes que pour les tests biologiques classiques.
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Tableau 7. Liste des principales molécules synergistes utilisées lors des tests biologiques.

Concentration

Concentration

Dose utilisée

Nom Action utilisée pour les | utilisée pour les  pour les tests
(Abréviation) principale tests larvaires tests en tubes en bouteilles Source
(mgl/L) (%) (ng/bouteille)

. . Inhibe WHO 2016;
Pipéronyl butoxide  |'activite ] 4 400 CDC 2010;
(PBO) des Marcombe et

oxydases al. 2019
Chandre et
025 al. 1998;
S.5,S-tributy I‘In':'lb'(te’ 0.008 (Anopheles spp.) Stu;r; nza(;c1>t79
i activité . , ;
phosphorotrithioate des (Aedes spp. et o 125 2020-
(DEF) estérases Culex spp.) Marcombe et
(Aedes spp.) al. 2019;
CDC 2010
Maléate de diéthyle Inhibe Marcombe et
l'activité 1 8 80 al. 2019;
(DM) des GST* CDC 2010
Acide éthacrynique Inhibe
I'activité ND ND 80 CDC 2010
(EA) des GST*
Chlorfenethol Inhibe
I'activité ND ND 80 CDC 2010
(CF) des GST*

*Glutathion S-transférases
ND: non disponible

4.1.1.7 Validation des résultats

L’ensemble des tests précédemment décrits mesure une mortalité des moustiques exposés
pendant un temps prédéfini. Au-dela de 20 % de mortalité dans le groupe contréle, le test est
invalidé et doit étre refait. Dans le cas d’'une mortalité comprise entre 5 et 20 % (OMS) ou 10 %
(CDC) dans les lots témoins, la mortalité devra étre corrigée par la formule de Abbott (Abbott,
1925). De plus, le nombre de moustiques exposés doit étre suffisant et conforme au protocole
de test. La souche de référence doit montrer une pleine sensibilité aux insecticides testés.

Formule d’Abbott :

e, . % mortalité observée — % mortalité contréle
Mortalité corrigée (%) = = . x 100

100—% mortalité controle
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Tableau 8 . Avantages et inconvénients des différentes méthodes biologiques pour la détection de la résistance.

Méthode biologique

Indicateurs /mesures

Avantages

Inconvénients

Test larvaire

Test avec une dose
diagnostique

Standardisé, simple
Détection du phénotype de résistance
Nécessite peu d’individus

Peu sensible
Peu de doses diagnostiques disponibles
Pas d’information sur le niveau ou le type de résistance

Dose - réponse

Mesure les niveaux de résistance
Méthode simple et robuste

Requiert un grand nombre de larves par population
Méthode chronophage (tests sur les IGR)

Test en tubes

Test avec une dose
diagnostique

Standardisé, simple
Détection du phénotype de résistance
Nécessite peu d’individus

Peu sensible
Pas d’information sur le niveau ou le type de résistance

Dose - réponse

Mesure les niveaux de résistance
Méthode robuste

Requiert un grand nombre de femelles par population
Méthode chronophage

Test en bouteilles CDC

Test avec une dose
diagnostique

Standardisé, simple et rapide
Nécessite peu d’individus

Mesure de 'effet immédiat (knock-down) et non pas de la mortalité

Doses et temps discriminants disponibles pour un nombre limité
d’insecticides

Technicité particuliére

Dose - réponse

Mesure les niveaux de résistance

Requiert un grand nombre de femelles par population

Test en bouteilles OMS

Test avec une dose
diagnostique

Standardisé, nécessite peu d’'individus

Détection du phénotype de résistance pour les
insecticides ne pouvant pas étre imprégnés sur
papiers filtres

Peu sensible
Pas d’information sur le niveau ou le type de résistance
Technicité particuliére

Application topique

Dose - réponse

Mesure I'activité intrinseéque d’un insecticide

Mesure les niveaux de résistance sans effet
confondant lié au comportement du moustique

Nombre de moustique important, matériel spécifique, technicité
particuliére, chronophage

Difficilement applicable en routine pour la surveillance

Tests synergistes

(test larvaire, tests
adultes en tubes et en
bouteilles)

Test avec une dose
diagnostique ou dose -
réponse

Donne des indications sur les mécanismes de
résistance

Sensibilité et spécificité limitées des synergistes
Requiert un grand nombre de moustiques vivants par population
Technicité particuliére
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4.2 Méthodes moléculaires, biochimiques et physiologiques de
détection de la résistance

Bien que les tests biologiques (bioessais) constituent le moyen le plus utilisé pour évaluer et
suivre la dynamique de la résistance des moustiques aux insecticides, I'utilisation d’approches
biochimiques, moléculaires et physiologiques peuvent permettre de mieux appréhender les
mécanismes impliqués, mais aussi de détecter I'émergence de la résistance de maniére
précoce (c.-a-d. lorsqu’elle n’est pas encore détectable par des bioessais). En outre,
I'utilisation de marqueurs moléculaires dont I'importance dans le phénotype de résistance est
confirmée peut permettre d’augmenter l'efficacité et le débit de la surveillance et/ou de
diminuer ses colts car ils ne nécessitent pas [utilisation de spécimens vivants ni
d'infrastructures d’élevage spécifiques et permettent I'obtention de données robustes qui sont
comparables dans le temps et I'espace (ex. fréquences des alléles de résistance dans les
populations). Les approches moléculaires nécessitent des connaissances fondamentales et
techniques et des équipements spécifiques qui justifient la contribution des laboratoires de
recherche dans la surveillance de la résistance car non disponibles au niveau des opérateurs
de LAV.

4.2.1 Méthodes biochimiques

Les méthodes biochimiques sont en général utilisées pour mieux caractériser les mécanismes
impliqués lorsque la résistance est détectée par des bioessais. Ces méthodes visent
principalement a détecter une augmentation de l'activité des enzymes potentiellement
impliquées dans la résistance métabolique (P450, COE, GST, efc.) dans des populations
naturelles par rapport a une souche de référence sensible. Elles peuvent aussi étre utilisées
pour identifier des modifications structurales de I'acétylcholinestérase (AChE) en mesurant
son degreé d'inhibition par les carbamates et les organophosphorés.

Ces tests sont réalisés sur des broyats de moustiques (adultes ou larves) dans un tampon
préservant I'activité enzymatique et déposés dans des microplaques au contact de substrats
spécifiques de chaque famille enzymatique. Le produit de dégradation est révélé par un
colorant et l'intensité de la réaction est alors évaluée par la densité optique, mesurée par
spectrophotométrie ou spectrofluorimétrie. La comparaison a des courbes étalons permet de
mesurer pour chaque moustique l'activité globale des enzymes (oxygénases, estérases et
glutathion S-transférases) rapportée au mg de protéines contenu dans l|'échantillon et de la
comparer aux valeurs obtenues pour la souche de référence sensible. A I'exception de I'AChE,
pour laquelle le test biochimique est spécifique, les autres tests manquent toutefois de
spécificité dans la mesure ou l'activité enzymatique globale mesurée correspond souvent a
plusieurs dizaines d’enzymes dont seulement quelques membres sont impliqués dans la
résistance. Les résultats de ces tests doivent donc étre interprétés au regard des résultats
obtenus par bioessais et/ou d’autres approches moléculaires plus spécifiques. Un protocole
de référence est disponible pour réaliser ces tests biochimiques (WHO, 1998). Ce manque de
spécificité ainsi que les contraintes expérimentales associées a ces tests (hombreux réactifs
nécessaires, lecteur microplaque, compétences en biochimie) contribuent a une diminution de
leur utilisation au profit des marqueurs moléculaires qui sont souvent plus spécifiques et
montrent une meilleure sensibilité.
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4.2.2 Méthodes de biologie moléculaire

L’étude des bases génétiques de la résistance aux insecticides a permis d’identifier des
marqueurs de résistance aux différents insecticides chez les moustiques. Bien que leur
utilisation en conjonction de bioessais représente une réelle valeur ajoutée pour traquer la
résistance et identifier les mécanismes impliqués a I'échelle des territoires (Vontas et al. 2019),
ils ne sont pas utilisés par les opérateurs de LAV en France et encore peu développés au
niveau mondial car i) leur valeur prédictive est rarement totale, notamment lorsque plusieurs
mécanismes contribuent au phénotype de résistance et ii) leur utilisation en routine nécessite
des compétences en biologie moléculaire et des équipements spécifiques (ex. machine PCR
ou gPCR). Néanmoins, la plupart des tests moléculaires diagnostiques développés pour
traquer la résistance aux insecticides chez les moustiques sont robustes et permettent
d’obtenir un débit élevé (jusqu’a plusieurs centaines d’échantillons par jour) pour un colt
humain et expérimental modéré, et de générer des données robustes et comparables dans le
temps et I'espace (ex. fréquence d’'un marqueur de résistance).

Les marqueurs moléculaires actuellement disponibles chez les moustiques ciblent
principalement les mutations de cible (kdr, ace-1, Rdl) ainsi que certains génes codants pour
des enzymes de détoxication impliquées dans la résistance métabolique. Deux types de
marqueurs peuvent étre distingués : les marqueurs basés sur une modification de 'ADN
génomique (ADNg) et les marqueurs basés sur une quantification de 'ARN messager
(ARNm). La plupart des mutations sur les cibles des insecticides ainsi que certaines
duplications de génes peuvent étre facilement détectées via I'ADNg, tandis que la
quantification de I'expression des génes basée sur I'analyse des ARNm est plus contraignante
en termes d’échantillonnage, de conservation et de traitement des échantillons.

4.2.2.1 Détection des mutations de cible

Les mutations de cible dont le réle dans la résistance a été validé représentent des marqueurs
pertinents dans le cadre de programmes de suivi de la résistance. La recherche de ces
mutations et le suivi de leur fréquence dans les populations naturelles peuvent étre effectués
a partir d’ADNg par séquencgage d’une portion du géne impliqué ou bien plus simplement par
I'utilisation de tests diagnostiques rapides généralement basés sur I'amplification par PCR des
alleles résistants et sensibles. Afin d’améliorer I'efficacité du criblage, le traitement des
individus par groupe (pool d’échantillons) et le multiplexage (plusieurs marqueurs détectés
simultanément) des PCR peuvent étre utilisés. Une liste des techniques de détection des
mutations majeures est présentée dans le Tableau 9 ci-aprés.

Mutations kdr: Ces mutations affectant le géne codant pour le canal sodium dépendant du
potentiel sont les plus étudiées car elles conférent une résistance au DDT ainsi qu’aux
pyréthrinoides qui sont trés utilisés en LAV. Plus de sept mutations sont aujourd’hui identifiées
chez les Anophéles (Silva 2014). Le site 1014 est la position ou s’opérent les mutations les
plus fortement liées a la résistance chez la plupart des espéces de ce genre. La mutation
L1014F (kdr west) qui opére le changement d’'une leucine en phénylalanine est la plus
fréquente. D’autres mutations associées a la résistance ont été observées au sein du genre
dont la mutation L1014S (kdr east), qui confére une résistance plus importante aux
pyréthrinoides de type Il (deltaméthrine) et au DDT (Reimer 2008). Cependant, d’autres
especes comme Anopheles funestus ou An. darlingi ne sont pas porteuses de telles mutations
(Irving 2017, Orjuela 2019). La mutation kdr L1014F est également majoritairement présente
dans les populations de Culex pipiens et Cx. quinquefasciatus résistantes aux pyréthrinoides
bien que d’autres mutations a cette position ont été observées chez Cx. pipiens telle que
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L1014S (Scott 2015). Une douzaine de mutations kdr a été identifiée chez Ae. aegypti. Parmi
elles, les mutations V410L, S989P, V10161/G et F1534C ont été associées a la résistance et
sont les plus documentées (Chen 2020). Chez Ae. albopictus, les mutations kdr V1016G,
F1534C/S/L et 11532T ont été détectées dans des populations italiennes, américaines et
asiatiques (Auteri 2018).

Mutation ace-1 : La cible des organophosphorés et des carbamates est '’AChE. La mutation
G119S sur son géne ace-1 est fréquente chez les moustiques des genres Culex et Anopheles
mais elle est absente chez les Aedes (car elle est génétiquement contrainte, Weill 2004) au
profit de la résistance métabolique par amplification génique d’estérases. Chez les espéces
qui la portent, la mutation G119S est trés largement prépondérante. D’autres mutations ont
néanmoins été identifiées chez le genre Culex (F290V chez Cx. pipiens, F331W chez
Cx. tritaeniorhynchus).

Autres mutations : Le récepteur GABA est la cible des cyclodiénes, des organochlorés et des
phénylpyrazoles (Buckingham 2017). La mutation Rd/ (résistance a la dieldrine, A302S/G) est
courante chez les moustiques. Cependant, du fait du développement rapide de la résistance
et de leur forte toxicité environnementale, ces insecticides ne sont plus utilisés mais la
présence des mutations Rd/ persiste dans les populations a des fréquences non-négligeables
soit car elles sont toujours sélectionnées par des insecticides, soit parce qu’elles ont
probablement un faible colt sur la valeur sélective en I'absence d’insecticide. Des études
récentes ont permis d’identifier deux mutations de la chitine synthase (11043L et 11043M)
associées a la résistance au diflubenzuron dans des populations de Cx. pipiens (Fotsakis
2020).

Mise a part la mutation sur ’AChE qui peut étre détectée par un test biochimique, les autres
mutations sont recherchées par analyse de 'ADNg. Le séquencage des régions d’intérét a
permis de développer des tests spécifiques dérivés de I'amplification par « Polymerase Chain
Reaction » (PCR) et parfois par « Loop-mediated isothermal amplification » (LAMP). Ces
techniques d’amplification utilisées pour le diagnostic des mutations sont listées ci-aprés.
Leurs mises au point ont été faites sur des populations ciblées et bien que les génes cibles
soient particulierement conservés, une certaine vigilance est recommandée quant a leur
utilisation dans de nouvelles zones géographiques. Il est ainsi important de s’assurer de la
bonne hybridation des amorces utilisées qui pourraient étre affectées par des variations de
polymorphisme.

Tableau 9. Liste des techniques de détection des mutations majeures sur les cibles des insecticides
chez les espéces d’intérét.

Mutations Espéces d’intérét Principales techniques | Références non exhaustives
de cible diagnostiques
RdI
A302S An. gambiae PCR-RFLP Wondji 2011
An. arabiensis AS-PCR

An. funestus

|
A302G An. gambiae AS-PCR MR4 2014
An. arabiensis
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Mutations Espéces d’intérét Principales techniques | Références non exhaustives
de cible diagnostiques
Kdr
L1014F An. arabiensis AS-PCR Martinez-Torres 1998; Ranson 2000
An. gambiae MCA Verhaeghen 2006
An. albimanus HRM Liew 2004
Cx. quinquefasciatus AS-LAMP Badolo 2012
Cx. pipiens PCR-RFLP Tan 2012
Cx. tritaeniorhynchus
T
L1014S An. arabiensis AS-PCR Martinez-Torres 1998; Ranson 2000
An. gambiae MCA Verhaeghen 2006
HRM Liew 2004
T
V1016l Ae. aegypti AS-PCR Villanueva-Segura 2020
MCA Saavedra-Rodriguez 2007
Tagman PCR Guidez 2021
T
V1016G Ae. aegypti AS-PCR Pichler 2021
Ae. albopictus HRM Wuliandari 2015
T
F1534C Ae. aegypti AS-PCR Villanueva-Segura 2020
Ae. albopictus HRM
Tagman PCR Yanola 2011
PCR-RFLP Kushwah 2020
T
F1534S Ae. albopictus AS-PCR Zhu 2019
T
S989P Ae. aegypti HRM Villanueva-Segura 2020
AS-PCR Kushwah 2020
Ace-1
G119S An. gambiae AS-PCR Park 2020
An. arabiensis Tagman/MCA Bass 2010
An. funestus PCR-RFLP Weill 2004
An. albimanus
Cx. pipiens
Cx. quinquefasciatus
T
F290V Cx. pipiens AS-PCR Alout 2009
T
F331W Cx. tritaeniorhynchus
Chitine Synthase
11043M Cx. pipiens PCR-RFLP Grigoraki 2018
T
11043L Cx. pipiens AS-PCR Grigoraki 2018

AS-PCR (Allele-Specific Polymerase Chain Reaction) : Des amorces spécifiques des alléles résistants et
sensibles permettent I'amplification de fragments de différentes tailles selon la présence de la mutation. La
révélation se fait en général sur gel d’'agarose. PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism) : Apres I'amplification du fragment d’ADN d’intérét par PCR, celui-ci sera soumis a une
digestion enzymatique. L’enzyme de restriction fragmente alors le fragmente d’ADN amplifié selon des motifs
d’acide nucléique prédéterminés aboutissant a la fragmentation ou non du fragment selon la présence/absence de
la mutation recherchée. La révélation se fait par migration sur gel d’'agarose. La méthode dite QPCR Tagman est
une gPCR utilisant des amorces classiques et des sondes spécifiques de chaque alléle (sensible et résistant)
marquées avec des fluorophores distincts. La machine qPCR détecte la quantité de fluorescence émise par chaque
sonde au cours de l'amplification. Aprés I'amplification, la quantité relative de chaque fluorophore indique la
présence des alleles sensibles et résistants. Les méthodes de MCA (Melt Curve Analysis) et HRM (High
Resolution Melt) reposent sur I'analyse des courbes de dissociation du produit amplifié par PCR par une
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augmentation progressive de la température. Ces courbes de fusion auront une température de dénaturation de
I’ADN double brin différente en fonction de la taille et de la composition des fragments amplifiés. Ces courbes
pourront étre analysées et ainsi différencier la présence des alléles sensibles et résistants. AS-LAMP (Allele-
Specific Loop-Mediated Isothermal Amplification) est une méthode d’amplification d’acide nucléique qui se
réalise a température ambiante et ne nécessite pas de machine PCR. La révélation du fragment amplifié peut étre
effectuée par colorimétrie ou fluorescence.

4.2.2.2 Détection de la résistance métabolique

La mesure du niveau d’expression de certains génes codant pour des enzymes de
détoxication, dont le réle dans la résistance aux insecticides est confirmé, peut étre utilisée
pour détecter la résistance métabolique et suivre sa dynamique spatio-temporelle dans les
populations naturelles. Cette mesure est généralement effectuée via la mesure de la quantité
d’ARN messager (ARNm) du géne ciblé (considérée comme représentative de la quantité de
'enzyme de détoxication) chez des individus de la population étudiée en comparaison
d’individus issus d’une ou de plusieurs populations sensibles de référence de la méme espéce.
La technique de RT-gPCR (Reverse Transcription quantitative PCR) est généralement utilisée.
Elle consiste en une rétro-transcription des ARNm en ADNCc puis en une quantification relative
par gPCR des ADNc du géne ciblé entre les populations testées et la population de référence.
Le niveau d’expression des génes de détoxication pouvant varier selon I'age, le sexe, le stade
de développement ainsi que I'état physiologique des individus, les mesures doivent étre
normalisées par rapport a I'expression d’'un géne de ménage et des individus standardisés
doivent étre utilisés (généralement des femelles adultes de 3-5 jours n’ayant pas effectué de
repas sanguin). Les enzymes de détoxication étant fréquemment inductibles par la présence
de xénobiotiques, il est aussi préférable d'utiliser des individus non-préalablement exposés
aux insecticides ou aux polluants organiques. La quantité d’ARNm contenue dans un
moustique étant faible et variable entre individus, I'analyse de I'expression des génes par RT-
gPCR est généralement effectuée sur des pools d’au moins une dizaine d’individus par
population. Enfin, ’TARNm étant fragile par nature, il est nécessaire d’utiliser des individus frais,
préservés a -70°C ou bien stockés dans une solution de stabilisation de I'ARNm
(ex. RNAlater). Ainsi, bien que I'approche par RT-qPCR reste le moyen le plus fiable pour
mettre en évidence la surexpression d’enzymes de détoxication chez les populations
résistantes, les contraintes associées a I'échantillonnage de 'ARNm restreignent fortement
'usage de cette approche dans le cadre des programmes de suivi de la résistance.

La surexpression des enzymes de détoxication chez les populations résistantes est parfois
associée a une augmentation du nombre de copies des génes correspondants via des
amplifications géniques sélectionnées par l'usage répété des insecticides. Dans ce cas, |l
devient alors possible de quantifier cette variation du nombre de copies (ou CNV pour “gene
Copy Number Variation”) par qPCR directement a partir de ’TADNg. Dans ce cas, il est possible
d'utiliser des spécimens individuels, permettant ainsi d’accéder a la fréquence du marqueur
de résistance étudié dans les populations. De plus, 'ADNg n’étant pas soumis aux variations
rencontrées avec 'ARNm et étant beaucoup plus stable, il est alors possible d'utiliser des
spécimens morts (de n'importe quel stade) simplement conservés a sec. Par la suite, ’ADNg
peut étre conservé a -20°C facilitant ainsi le suivi temporel de la résistance. Enfin, cette
approche permet le suivi des mutations de cible (kdr, ace-1, etc.) ainsi que de la résistance
métabolique a partir des mémes échantillons. Bien qu’'une augmentation du nombre de copies
ne refléte parfois que partiellement le niveau d’expression des génes, les données récentes
montrent que des CNV sont fréquemment corrélées a la surexpression des enzymes de
détoxication conférant une résistante aux PYR, Carbamates et OP (Faucon et al. 2005,
Faucon et al. 2007, Lucas et al. 2019, Cattel et al. 2020a, Weill et al. 2000). Ce type de
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marqueur devrait étre privilégié pour le suivi de la résistance aux OP chez Ae. aegypti et
Ae. albopictus car ces espéces sont dépourvues de la mutation G119S du géne ace-1 et pour
lesquelles la résistance est fréquemment causée par des amplifications géniques affectant les
carboxylestérases (amplification du gene CCEAE3A, Grigoraki et al. 2015, Grigoraki 2016;
Cattel et al. 2020b). Le Tableau 10 présente les génes de détoxication dont le réle dans la
résistance métabolique a été validé et pouvant étre utilisés pour le suivi de la résistance chez
les principaux moustiques d'intérét sanitaire. On peut noter que peu de marqueurs ont encore
été identifiés chez Ae. albopictus en lien avec I'émergence relativement récente de la
résistance chez cette espéce.

Tableau 10. Principaux marqueurs moléculaires utilisables pour détecter la résistance métabolique

Famille CNV
R L . . ™
Espéce Geéne S Insecticides détecta? Références
CYP6M2 P450 PYR, DDT, CARB oui
CYP6P3 P450 PYR, DDT, CARB oui Stevenson et al. 2011
An. gambiae CYP6Z1 P450 DDT, CARB oui David et al. 2013*
CYPYK1 P450 PYR, DDT oui Lucas et al. 2019
GSTE2 GST PYR, DDT oui
CYP9J32 P450 PYR oui
CYP9J26 P450 PYR oui
Stevenson et al. 2012,
CYP9J28 P450 PYR oui Kasai et al. 2014,
Faucon et al. 2015,
CYP9J24 P450 PYR oui Smith et al 2016*
Ae. aegypti : Y
CYPOM6 P450 PYR oui Moyes et al. 2017",
Faucon et al. 2017,
CYP6BB2 P450 PYR oui Cattel et al. 2020a,
Cattel et al. 2020b
CCEAE3A COE OP oui
GSTE2 GST PYR, DDT oui
CYP6P12 P450 PYR non Grigoraki et al. 2015
Ae. albopictus
CCEAE3A COE oP oui Ishak et al. 2016
CYPOM10 P450 PYR oui
CYP6AAT P450 PYR non Weill et al. 2000
ini Hardstone et al. 2010,
Cx. pipiens / CYP4H24 P450 PYR non
quinquefasciatus Scott et al. 2015%,
CPI1J013917 (Est2) COE OP oui Gong et al. 2017,
CP1J013918 (Est3) COE OP oui

' Seules les enzymes dont la capacité & dégrader les insecticides a été validée sont indiquées.

2 Variations du nombre de copies (CNV) détectées dans les populations naturelles (résistance éventuellement
détectable sur ADN génomique). * articles de synthése.
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4.2.2.3 Autres marqueurs d’intérét

Bien que les principaux marqueurs moléculaires identifiés concernent les mutations des cibles
des insecticides chimiques et les enzymes de détoxication impliquées dans leur
biodégradation, d’autres marqueurs d’intérét ont aussi été identifiés. Dans le cas de la
résistance aux toxines bactériennes, il est possible de détecter par PCR une mutation (alléle
cpm1) conférant une résistance a la toxine Bin du Lysinibacillus sphaericus chez
Cx. quinquefasciatus (Wirth 2010). Chez An. gambiae, la surexpression d’'une protéine des
appendices salivaires (géne SAP2) contribue a la résistance aux pyréthrinoides, probablement
via la séquestration de I'insecticide (Ingham et al. 2020).

4.2.3 Méthodes physiologiques

Les essais physiologiques in vitro représentent une approche complémentaire pour identifier
des mécanismes de résistances développés par les moustiques mais aussi pour étudier
impact de ces mécanismes de résistances sur I'efficacité des insecticides. Méme si ces tests
in vitro se prétent difficlement a une mise en ceuvre plus opérationnelle, ils permettent
néanmoins d’obtenir une meilleure compréhension sur I'évolution de la résistance et les
nouveaux mécanismes physiologiques dits de compensation (Perrier et al. 2021) impliquées
dans la modulation de I'efficacité des molécules insecticides.

4.2.3.1 Les neurones isolés de moustiques

Les cellules nerveuses sont couramment utilisées pour étudier le mode d’action des molécules
a effet insecticide et I'influence des mécanismes de résistances sur l'efficacité des insecticides
car elles expriment les canaux ioniques et les récepteurs membranaires, cibles des répulsifs
et des insecticides. De plus, il est facile de les maintenir en culture a court terme, grace a la
mise au point d’'un protocole de dissociation mécanique des tétes de moustiques
(Lavialle-Defaix et al. 2011 ; Figure 3).
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Figure 3. Schéma récapitulatif du protocole de dissociation mécanique des tétes de moustiques
permettant d’obtenir les neurones isolés maintenus en culture a court-terme.
(Lavialle-Defaix et al. 2011)
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4.2.3.2 Technique électro-pharmacologique adaptée aux cellules nerveuses isolées
de moustiques pour détecter les résistances

Une fois les cellules nerveuses isolées, les variations de I'activité électrique des neurones sont
étudiées avec la technique électrophysiologique du patch-clamp en configuration cellule
entiére (cf. Figure 4). Cette technique permet d'enregistrer des courants ioniques transitant a
travers les récepteurs et/ou canaux ioniques membranaires (sensibles et/ou présentant des
mutations ponctuelles silencieuses).

pipette de
patch

i ”

aspiration aspiration

neurone configuration

cellule entiére

configuration
cellule attachée

Figure 4. Schéma de la technique de patch-clamp, configuration entiére (Bodereau-Dubois Béatrice, 2011)

Les courants ioniques transmembranaires enregistrés en présence des différents insecticides
testés sont mesurés dans des conditions de potentiel imposé (cf. Figure 5) afin i) de détecter
des mécanismes de résistance, ii) de comparer les effets insecticides entre neurones isolés
des souches sensibles et résistantes et iii) d’adapter des stratégies de combinaisons de
différentes molécules insecticides et synergistes pour optimiser I'efficacité du traitement sur
neurones isolés de souches résistantes.

Anopheles gambiae souche Kis Anopheles gambiae souche KdrKis
OomV
-90mV— - — S
_______________________ ’
;..L : W ‘lr.—v—m————-“-
b 100 pA 200 pA
2ms 2ms

Figure 5. Exemple d’effets d’un pyréthrinoide de type I, la perméthrine (10-5M) sur les canaux sodium
exprimés dans des neurones isolés de moustiques Anopheles gambiae, souches sensible Kis (gauche) et
KdrKis (droite) montrant une résistante aux pyrethrinoides par I'intermédiaire de la mutation kdr L1014F.
(Communication personnelle, Laboratoire SiFCIR)

Les courants ioniques sodium, dépendants du potentiel, sont enregistrés par la technique de patch-clamp. L’effet
classique du pyréthrinoide observé sur le courant sodium (souche Kis) (courant maintenu (a), réduction de
I'amplitude (b) et queue de courant de désactivation (c) n’est plus détecté sur des courants sodium de neurones
isolés d’An. gambiae souche KdrKis.
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4.2.3.3 Technique RT-PCR sur neurones isolés de moustiques

Dés la fin des années 80, la technique de la RT-PCR sur cellule unique a été mise au point
pour réaliser des profils d’expression de cellules isolées. Mais c'est le développement de
I'association des techniques d’électrophysiologie (patch-clamp) et de biologie moléculaire (RT-
PCR sur cellule unique) qui a permis de réaliser des corrélations phénotype-génotype a
I'échelle de neurone individuel. La méthode comprend trois étapes principales: (1)
caractériser les propriétés électrophysiologiques des cellules par la technique du patch-clamp,
(2) prélever le cytoplasme de la cellule dans la pipette de patch-clamp pour le transférer dans
un tube et (3) procéder a 'amplification des transcrits d’'intérét par RT-PCR. Cette stratégie
combinant le patch-clamp et la RT-PCR sur cellule unique s’avére particulierement idéale pour
détecter des transcrits codant des canaux ioniques et des récepteurs membranaires
présentant ou non des mutations ponctuelles.

4.2.3.4 Technique d'imagerie calciue sur neurones isolés des souches de
moustiques sensibles et résistants

L’'imagerie calcique est une technique permettant de visualiser les variations de calcium
intracellulaire dans une cellule. Le calcium joue un rdle essentiel dans la signalisation
intracellulaire dépendante du calcium et il est impliqué dans la régulation de la sensibilité des
cibles aux insecticides (Apaire-Marchais et al. 2016). La mesure des variations de calcium
intracellulaire au sein des corps cellulaires de neurones est possible grace a [I'utilisation
d’indicateurs fluorescents spécifiques du calcium. Dans le cas des neurones de moustiques,
le marqueur fluorescent Fura-2 est utilisé. Il permet deffectuer des mesures
spatio-temporelles ratiométriques des variations de calcium intracellulaire. Cette sonde dite a
« double excitation/ simple émission » posséde la particularité d’émettre a deux longueurs
d’onde distinctes suivant sa conformation. Lorsqu’il est sous forme libre, le Fura-2 présente
une longueur d’onde optimale d’excitation a 380 nm, sous sa forme liée au calcium, sa
longueur d’'onde d’excitation passe alors a 340 nm. Dans les deux cas, la longueur d’onde
d’émission permettant d’enregistrer la fluorescence émise est de 510 nm. L’emploi de cette
double excitation permet donc de calculer un rapport entre la fluorescence émise a 340 nm et
a 380 nm (R = 340/380) qui reflete les variations de calcium (cf. Figure 6) observées en
présence de différents insecticides sur des souches de moustiques sensibles et résistants.

Figure 6. Visualisation des variations de la concentration en calcium intracellulaire au sein d’un corps
cellulaire de neurone isolé d’Aedes aegypti souche Bora Bora (a), souche Vauclin (Martinique) (b) en
présence d’un pyréthrinoide de type I, la deltaméthrine (10-6M) grace a la technique fluorescente
d’imagerie calcique. (Communication personnelle, Laboratoire SiFCIR)

La deltaméthrine provoque une augmentation de calcium intracellulaire non détectée sur des neurones isolés de
la souche Vauclin, barre d’échelle 10 pym.
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5 Etat des lieux de Ila résistance des
moustiques vecteurs aux insecticides en
France

5.1 Territoire Métropolitain

La France hexagonale et la Corse comptent 65 espéces de moustiques. Les principaux
vecteurs potentiels et effectifs sont Anopheles maculipennis, An. labranchiae, Culex pipiens,
Cx. modestus et Aedes albopictus. Bien que de nombreuses autres espéces puissent étre
naturellement infectées (ex. virus tahyna) ou vecteurs de zoonoses (ex. virus myxomateux,
Dirofilaria immitis), les cas de paludisme a Plasmodium sp. sont devenus extrémement rares
depuis les années 1950. Les principales arboviroses transmises depuis 2010 sont les virus
West-Nile (Culex sp.), du Chikungunya, de la Dengue et Zika (Ae. albopictus).

Jusqu’en 2019, en France hexagonale et en Corse, les traitements LAV étaient mis en ceuvre
par les opérateurs publics historiques (ex. EID et Conseils départementaux), qui régulent
également les espéces sources de nuisances (ex. Ochlerotatus caspius, Oc. detritus,
Oc. sticticus, Aedes vexans). Les produits utilisés sont 'Aqua K-Othrine (deltaméthrine) en
traitement spatial autoporté ou manuel (’Aquapy a base de pyréthre et de piperonyl butoxide
a pu étre utilisé jusqu’en 2017).

Ces opérateurs publics ont participé a la surveillance et a la lutte contre I'introduction et la
dissémination du « moustique tigre » depuis 1998, dans le cadre d’une convention avec la
DGS. A ce titre, 'EID Méditerranée assurait la coordination de la surveillance et notamment
celle du suivi de la résistance. Pour Ae. albopictus, des bioessais larvaires et adultes
(conformes aux recommandations de 'OMS 2005 et 2009) ont été effectués de 2016 a 2019
par comparaison avec la souche de référence Ae. aegypti Bora Bora.

Historiquement, 'EID Méditerranée a effectué des suivis de sensibilité des espéces cibles
sources de nuisances (Oc. caspius et Oc. detritus).

Entre le début des années 1970 et le début des années 1990, Cx. pipiens a acquis plusieurs
mécanismes de résistances a une grande variété d’insecticides (DDT, pyréthrinoides,
carbamates, organophosphorés, toxines de Lysinibacillus sphaericus, etc.).

Une collaboration de longue date (30 ans) avec I'Institut des Sciences de I'Evolution de
Montpellier (ISEM) a permis didentifier les mécanismes de la résistance aux
organophosphorés et carbamates chez Cx. pipiens. La surproduction d’enzymes de
détoxication et la modification de cible ont été détectées successivement en 1972 (Ester’),
1978 (ace-1 G119S), 1984 (Ester”) et 1986 (Ester?). La résistance au Lysinibacillus sphaericus
a été détectée dés 1994 (RRso = 6000).

Depuis 2020, la compétence de la LAV est exercée par les ARS, qui en ont confié la mise en
ceuvre a des opérateurs publics et privés dans le cadre de marchés publics
(cf. décret n°® 2019-258 du 29 mars 2019 relatif a la prévention des maladies vectorielles).
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5.1.1 Niveaux de résistance

Aedes albopictus

Concernant le « moustique tigre » Ae. albopictus, bien qu’une surveillance de sa présence en
métropole ait été effectuée au niveau départemental par les opérateurs depuis son
implantation sur le territoire en 2004 (premiére observation en 1999), aucun suivi de résistance
aux insecticides n’a été effectué jusqu’en 2016. Suite a l'intensification des opérations de LAV
a base de deltaméthrine contre ce vecteur a partir de 2006 (notamment en régions PACA et
Occitanie) un suivi de la résistance a ensuite été effectué sur des populations sentinelles
échantillonnées entre 2016 et 2019 dans différents départements : Hérault, Gironde, Drome,
Rhoéne, Bas-Rhin, Corse et Var.

Des bioessais ont été effectués avec le Bti sur des larves et avec la deltaméthrine sur des
adultes issus d'ceufs récoltés a I'aide de pieéges pondoirs. Les niveaux de résistance larvaire
au Bti (Vectobac® 12AS) ont été évalués par des bioessais dose-réponse sur des larves de
stade L3 (trois réplicats de cing concentrations de 0,02 a 0,16 mg de s.a. par litre) et les
rapports de résistance (RRso) calculés en comparaison avec la lignée sensible Bora-Bora
(espece Ae. aegypti). La sensibilité a la deltaméthrine a été évaluée selon le protocole de
I'OMS en exposant des adultes femelles agées de 3-6 jours pendant une heure a des papiers
imprégnés de deltaméthrine a 0,05 %. Le nombre de moustiques subissant un effet choc
(Knock Down, KD) a été mesuré régulierement pendant 1h afin de calculer les KDrs0 et KDrgo
(temps d’exposition correspondants a 50 % et 90 % de moustiques KD). La mortalité a aussi
été mesurée 24h aprés exposition. Ce suivi a confirmé I'absence de résistance au Bti dans les
populations étudiées entre 2016 et 2019. Concernant la deltaméthrine, les bioessais réalisés
sur les populations prélevées entre 2016 et 2019 ont montré des RRso < 2 suggérant
également une absence de résistance. On peut néanmoins observer une Iégére augmentation
des valeurs de RRso entre 2016 et 2018 sur 'ensemble des populations ainsi que des valeurs
de RRsp plus élevées obtenues pour la Corse en 2016, 2018 et 2019. Le Tableau 11 résume
les données obtenues.
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Tableau 11. Niveaux de résistance au Bti et a la deltaméthrine observés pour les populations
d’Aedes albopictus collectées entre 2016 et 2019.

Tiré des rapports sur la “Surveillance du moustique Aedes albopictus en France métropolitaine” édité par 'EID
Méditerranée de 2016 a 2019.

Année Département (population) RRs Bti RRso deltaméthrine
Hérault (Vertbois) 1,45 0,86
Gironde 0,88 0,71
2016
Dréome-Rhone (St Martin d'Héres) 1,08 0,82
Corse 1,43 1,15
Hérault (Grande Motte) 1,04 0,9
Gironde 1,33 0,9
2017 Dréme-Rhéne 1,19 0,81
Bas-Rhin 2,5 1,13
Haute Corse 0,97 0,92
Var (Cannet les Maures) 1,03 1,36
Gironde 1,18 1,19
2018
Alsace 1,85 1,04
Haute Corse 0,61 1,4
Rhéne-Alpes (Chindrieu) 1,38 1,11
2019 Alsace (Strasbourg) 1,32 0,9
Corse (Corte) 1,21 1,12

Globalement, ce suivi entre 2016 et 2019 suggére que les populations d’Ae. albopictus de la
métropole restent sensibles au Bti sur 'ensemble du territoire. De méme, les bioessais réalisés
sur les adultes avec la deltaméthrine (mesure des KDvso pendant une heure) suggérent que
les populations de la métropole restent sensibles a la deltaméthrine bien qu’une légére
augmentation des RRs soit observée entre 2016 et 2019. Bien que la mortalité a 24h semble
avoir été mesurée et représente un indicateur de résistance plus pertinent que la mesure des
KDr, ces données ne figurent pas dans les rapports édités par 'EID Méditerranée. On notera
aussi 'utilisation d’'une lignée d’Ae. aegypti (lignée de laboratoire Bora-Bora) comme référence
pour 'ensemble des bioessais. Enfin des papiers imprégnés a 0,05 % de deltaméthrine (dose
diagnostique préconisée avant 2020 par 'OMS) ont été utilisés tandis que la dose
diagnostique préconisée depuis 2020 par I'OMS pour détecter la résistance chez
Ae. albopictus est de 0,03 %.

Dans un contexte d’émergence de la résistance aux pyréthrinoides chez le moustique tigre en
Europe (ltalie), 'Anses a financé un projet de recherche sur la résistance d’Ae. albopictus a la
deltaméthrine (projet TigeRisk2). Dans ce cadre, un suivi de la résistance a la deltaméthrine
a été effectué sur quelques populations de France métropolitaine échantillonnées en 2020.
Les populations incluent : Saint-Martin d’Héres (SMH 38), Aiton (AIT 73), Strasbourg (BIS 67),
Albens (ALB 73), Nice (NIC 06), Montpellier (MON 34). Les données de mortalité obtenues
sur des individus F1 (adultes femelles agées de 3-5 jours) de chaque population avec des
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papiers imprégnés avec 0,03 % et 0,015 % de deltaméthrine sont présentées dans la Figure 7
ci-dessous.

Albopictus metropole 2020 Deltamethrine
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Figure 7.Mortalité des population d’Aedes albopictus échantillonnées en 2020
aprés exposition a la deltaméthrine

Les lignées de laboratoire « Spam » (Montpellier) et « Réunion S » sont considérées comme sensibles. Les
pourcentages de mortalité a 24h apres 1h d’exposition a des papiers imprégnés avec 0,03 % et 0,015 % de
deltaméthrine (+/- Ecart type) sont indiqués pour chaque population en comparaison de 3 populations sensibles
de référence. Données issues du projet Anses TigeRisk2.

Bien que les papiers imprégnés utilisés montrent une toxicité Iégérement inférieure a celle
attendue selon les normes de 'OMS (mortalité théorique attendue ~100 % pour la dose de
0,03 %) probablement due aux conditions d’'imprégnation utilisées, ce suivi montre que les
populations échantillonnées en 2020 conservent une bonne sensibilité a la deltaméthrine avec
des taux de mortalité mesurés 24h aprés exposition similaires a ceux observés pour les
souches de référence (souches SPAM de Montpellier et S-Run).

En Corse, le suivi opérationnel avait démontré une baisse de l'efficacité des traitements
indiquant une baisse possible de la sensibilité des moustiques ciblés. Le suivi de la résistance
aux insecticides était confié par 'ARS a I'Observatoire de 'Environnement de Corse (OEC)
qui effectuait I'échantillonnage (un seul site); 'EID Méditerranée effectuait ensuite les
analyses.Tous les tests réalisés entre 2010 et 2019 ont confirmé la sensibilité d’Ae albopictus,
a I'état larvaire au Bti (Vectobac® 12AS) et au stade adulte a la deltaméthrine. Depuis 2020
et la mise en ceuvre du nouveau dispositif réglementaire de LAV au niveau national, c’est la
Collectivité de Corse, attributaire du marché public, qui réalise I'échantillonnage.

Culex pipiens

Les espéces du genre Culex n’ont jamais fait I'objet d’'une surveillance de la résistance par les
opérateurs de démoustication. Des données de résistance sont cependant disponibles dans
la littérature scientifique pour certaines populations du sud de la France et en particulier autour
de Montpellier ou la résistance est suivie de maniére réguliére dans le cadre de recherches
sur la dynamique de la résistance. Cependant une grande partie de ces données représente
les fréquences des mécanismes de résistance et non pas les niveaux de résistances des
populations naturelles obtenus a partir de tests insecticides.
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Des données portant sur le suivi des alléles de résistance aux organophosphorés sont
disponibles car cette famille d’insecticides a été utilisée pour la démoustication depuis les
années 1960 jusqu’a leur interdiction en 2007 (N.B. : leur utilisation a été interrompue dés
2006). Ces données sont essentiellement des mesures de fréquences des alléles de
résistance aux organophosphorés depuis 1986 (locus Ester et ace-1) dans des populations le
long de la c6te méditerranéenne (ou la pression insecticide est forte) ou éloignées de plus de
20 km de la céte (zone non traitée contre la nuisance) (cf. Figure 8, Milesi et al. 2016). En
2012, la fréquence des différents alléles Ester était soit proche de zéro (pour les loci Ester’ et
Ester?) soit stable autour de 30-35 % en zone traitée comme en zone non traitée pour le locus
(Ester®). La fréquence allélique associée a la mutation ace-1 G119S était estimée autour de
70 % en 2005 avant I'arrét des organophosphorés et est passée autour de 35 % en 2012 aprés
I'arrét de leur utilisation.

Une étude sur la résistance aux toxines de Lysinibacillus sphaericus a été publiée suite a un
échec du contréle de la nuisance en 1994 (Nielsen-Leroux et al. 1997). Aprés sélection du Ls
au laboratoire pendant plusieurs générations, la colonie (génération F8) montrait une
résistance de plus de 10 000 fois par rapport a une souche de référence sensible. Du fait de
la sélection au laboratoire, cette information ne refléte pas le niveau de résistance de la
population naturelle mais celui que confére lallele de résistance s'il était fixé dans la
population. Aujourd’hui le Bti est le larvicide utilisé de maniére quasi exclusive depuis 2008,
mais en cas de détection de cas d’arbovirose, un seul adulticide de la famille des
pyréthrinoides, la deltaméthrine, est autorisé.

Aucun suivi de la résistance aux pyréthrinoides n’a été mené chez les espéces du genre Culex
en France car ces espéces ne font pas I'objet de traitement pour le contrdle de la transmission
des arbovirus. En novembre 2019, une population de Culex pipiens molestus a été collectée
en zone résidentielle a Montpellier a des fins de recherche. Dans cette population, une
fréquence de l'alléle kdr (L1014F) de 58 % (N = 30) a été observée (données non publiées,
Laboratoire Astre).
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Figure 8.Fréquence maximale des alléles de résistances du locus Ester sur la période 1986 — 2012.
(Milesi et al. 2016)

Les fréquences maximales de chaque alléle de résistance pour chaque année d’échantillonnage sont présentées
avec les bornes associées : Ester’ (bleu), Ester? (rouge) et Ester* (vert). Les fréquences alléliques prés de la mer
sont présentées en A et les fréquences a 20 km a l'intérieur des terres en B.

5.1.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

Il n’existe pas de plan de gestion de la résistance aux insecticides chez les moustiques en
France hexagonale et en Corse.

Il est prévu que le suivi portant sur Ae. albopictus soit renouvelé avec inclusion d’autres
populations (Rhéne, Var, Occitanie)'*. Une attention particuliére devra étre portée sur les
populations des Alpes-Maritimes potentiellement en connexion avec I'ltalie ou des alléles de
résistance ont déja été identifiés.

5.1.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

L’EID Méditerranée est actuellement le seul opérateur public a disposer des moyens humains
et matériels pour mener un suivi de la résistance aux insecticides. Depuis 2009, a la suite de
la fermeture du Laboratoire des bactéries et champignons entomopathogénes de I'Institut
Pasteur de Paris (IPP), 'EID Méditerranée est dépositaire du stock de la souche standard de
Bti IPS82. Il s’agit du produit technique de référence le plus concentré disponible sur le marché

4 Projet de recherche TigeRisk2
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(titre : 15 000 UTI/mg) utilisé dans le cadre des tests d’efficacité biologique en laboratoire
notamment lors des procédures d’homologation, pour les bio-tests destinés a évaluer le titre
des formulations a base de Bti et les mesures de la sensibilité des espéces cibles au Bti. Trés
stable lorsque les conditions de conservation (4°C) sont bien respectées, sa disponibilité
au-dela de 5 ans ne sera plus assurée une fois que ce stock sera épuisé, a moins d’en
reprogrammer la fabrication.

Depuis 2020, il n’existe plus de coordination de la LAV comparable a celle mise en ceuvre par
I'EID Méditerranée jusqu’en 2019 en lien avec la DGS.

5.2 Territoires Ultramarins

5.2.1 Martinique

L’1le de la Martinique (14°38 N ; 61°2 W) est située dans la Caraibe et couvre une superficie
de 1128 km?, peuplée de prés de 370 000 habitants. Depuis 2015, la Martinique est
administrée par une Collectivité Territoriale (CTM) unique issue de la « fusion » de la Région
et de ce Département Frangais d’Amérique (DFA). Les 34 communes de I'lle bénéficient d'un
climat tropical humide et la température varie entre 20 et 32°C avec 2 saisons, la saison séche
(de Janvier a Auvril) et la saison humide (de Mai a Décembre), qui impactent fortement sur la
distribution et 'abondance des populations de moustiques.

La dengue est la principale arbovirose endémo-épidémique transmise a la Martinique par
'unique vecteur présent sur l'ile, & savoir Ae. aegypti. Les 4 sérotypes du virus circulent
périodiqguement et malheureusement, la dengue hémorragique, apparue en 1995, est en
pleine expansion en Martinique et dans la Caraibe plus largement. Bien que les espéces
An. aquasalis et An. albimanus soient présentes a la Martinique, aucun cas de paludisme
autochtone n’a été enregistré depuis la fin des années 1960. Parmi les 24 espéces de
moustiques présentes sur [l'lle, Cx. quinquefasciatus et Ae. taeniorhynchus exercent
principalement une nuisance liée a leurs piqlres. Par ailleurs, Lutzomyia cayennensis
(phlébotome) est un vecteur sporadique de Leishmaniose ; concernant Culicoides paraensis
(Cératopogonidé ; « yen-yen »), cette espece est impliquée dans une nuisance croissante
depuis plusieurs années.

En Martinique, la LAV a été pilotée par I'Etat (DDAS, puis ARS) a partir de 1968. Le
Département s’est engagé dans la démoustication de « confort » a partir de 1990, pour limiter
les nuisances culicidiennes. Depuis 1991, la LAV est mise en ceuvre par le Centre de
démoustication et de recherches entomologiques Lutte antivectorielle (CEDRE-LAV). Cette
structure « mixte » constituée d’agents de 'ARS de la Martinique et de la CTM apparait comme
« originale » et « unique » dans le paysage frangais.

La stratégie de la LAV suit le programme de surveillance, d’alerte et de gestion des épidémies
(PSAGE) mis en place en 2006. Ce programme intégre une surveillance clinique (médecins
sentinelles), sérologique, virologique, épidémiologique (ARS) et entomologique (CEDRE-LAV)
tout en développant des actions de sensibilisation des populations par une mobilisation
communautaire et sociale basée sur le programme COMBI - « Communication for Behavioral
Impact » (Asriwatia et al., 2017).
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La lutte proprement dite est axée sur I'assainissement de I'environnement individuel et collectif
et sur une utilisation rationnelle d’insecticides chimiques et/ou d’agents biologiques. Le
contrble anti-larvaire est prioritaire. Pendant plus de 30 ans le téméphos a été utilisé sur I'ile,
remplacé depuis 2010 par le Bti (Vectobac) qui est désormais le seul larvicide utilisé en LAV.

Pour les traitements adulticides, le DDT et le lindane ont été utilisés dans les années 1950,
puis remplacés par le malathion et le fénitrothion qui ont également été abandonnés a partir
des années 1970 a cause de leur toxicité potentielle pour ’lhomme, I'environnement et la faune
non cible (Yébakima, 1991). Depuis le milieu des années 1990, la deltaméthrine (Aqua
K-Othrine - formulation EC) est désormais la seule substance active utilisée pour les
pulvérisations spatiales (en Ultra Bas Volume, a la dose de 1 g /hectare) et les traitements
intra-domiciliaires.

5.2.1.1 Niveaux de résistance

Depuis le début des années 1990, la surveillance de la résistance aux insecticides est
effectuée par le CEDRE-LAV (Yébakima 1991), avec I'appui de laboratoires de I'IRD et de
I'Institut Pasteur de Paris. Ce suivi est réalisé en Martinique par I'exposition des femelles
d’Ae. aegypti et de Cx. quinquefasciatus a des papiers imprégnés d’une dose diagnostique ou
par le biais de dose-réponse, conformément aux recommandations de 'OMS. Des applications
topiques d’insecticides sont également réalisées de maniére occasionnelle dans le cadre de
programmes de recherche. La surveillance de la résistance au stade larvaire se fait par le
« test en gobelets » OMS soit a une dose unique soit par dose-réponse (voir section 4).
Aucune surveillance réguliere n’est faite sur les anophéles a cause de la difficulté de maintenir
en elevage des populations sauvages d’An. aquasalis.

Aedes aegypti

Les derniéres données de résistance publiées en 2012 sur 9 populations échantillonnées sur
I'lle (Figure 9 et tableau 12) ont montré une résistance significative des moustiques a la
deltaméthrine avec des ratios de résistance 50 (RRso) allant de 3,7 a Riviére Salée a 6.7 a
Saint-Anne comparés a la souche sensible de référence Bora Bora (Marcombe et al. 2012).
Les ratios de résistance calculés a partir des tests larvaires démontrent également une forte
résistance des larves d’Ae. aegypti au téméphos en 2011, 12 (Saint-Joseph) < RRso < 36 (Gros
Morne). Les populations peuvent étre considérées comme sensibles au Bti avec des RRsg
compris entre 1 a Saint Joseph et 2,2 a Sainte-Anne. Cependant, des travaux
complémentaires de séquencage a haut débit ont toutefois montré que 6 des 9 populations
testées possédaient des mutations non synonymes situées dans des loci potentiellement
associés a la résistance au Bti, dont 1 mutation située dans le géne codant pour un récepteur
potentiel de la toxine Cry11 (Paris et al. 2013). D’autre part, la mutation kdr V1016l sur la
séquence du canal sodium dépendant du potentiel est présente a une forte prévalence
(> 87 %) dans les populations locales et fortement associées a la résistance a la deltaméthrine
(Marcombe et al. 2009). Enfin, des marqueurs génomiques et transcriptomiques liés aux
génes de détoxication de la famille des glutathion S-transférases (GST), cytochromes P450
(CYP6Zs, CYP9J) et carboxylestérases (COE) sont présents dans les populations de
moustiques et jouent un rdéle majeur dans la résistance aux insecticides pyréthrinoides et
organophosphorés (Marcombe et al. 2013).
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Figure 9. Carte de la Martinique montrant les populations échantillonnées au niveau macro-géographique
(9 populations). Marcombe et al. 2012.
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Tableau 12. Statut de résistance d’Aedes aegypti au Bti, au téméphos (larves) et a la deltaméthrine
(adultes) sur I'ile de la Martinique. Marcombe et al. 2012.

Insecticide Bti Téméphos Deltaméthrine
Popu|ati°n / RR50 RRgs RR50 RRgs RR50 RR95 Mortalité
Souche (IC RRs) (IC RRgs) (IC RRs) (IC RRgs) (IC RRsp) (IC RRgs) (24h)
Bora Bora' 100 %

1,30 1,79 0,87 0,92 0,91 0,78
SBE' 100 %
(1,26-1,29) (1,58-1,83)| (0,84-0,87) (0,92 - 0,95) (1-0,92) (0,81-0,7)
1,63 1,6 14,69 54,41 5,86 10,29
AJPB 19 %
(1,58-1,71) (1,37-1,97) | (13,33 - 16,67) (42,5-73,75) (5,21-6,93) (8,15-15,81)
1,42 1,2 13,13 53,73 4 5,76
SPIER 70 %
(1,46-1,41) (1,19-1,3) (12 - 15,15) (41,61 - 74,53) (3,86 - 4,21) (5,3 - 6,86)
1,87 2,21 35,94 149,49 5,36 6,95
GRMN 64 %
(1,91-1,89) (2,03-2,66) | (29,67 - 44,85) (102,32 -216,56) | (4,86 - 6,14) (5,9-9,62)
1,02 0,73 12,81 26,27 5,79 8,48
SJOS 29 %
(0,89-1,18) (0,57-0,96) | (10,67 - 16,06) (16,25 - 42,34) (521-7) (6,8 - 13,38)
1,87 1,9 31,56 138,64 5,64 8,05
LAM 55 %
(1,77 -2,03) (1,42-2,66) | (28,33 -35,76) (112,68 - 176,25) (5-6,79) (6,45 -12,81)
1,81 1,95 14,69 35,76 6,43 9,43
FDF 23 %
(1,74-1,92) (1,55-2,58) | (13,67 - 16,36) (29,64 - 45) (5,5-8,64) (7-18,19)
1,27 1,16 27,5 152,88 5,71 714
VCLN 20 %
(1,28-1,27) (1,13-1,26) | (24,67 - 31,52) (116,79 -211,41) | (5,14-6,79) (5,95 -10,52)
1,4 1,2 28,75 81,69 3,71 4,76
RSAL 90 %
(1,42-1,39) (1,18-1,3) | (26,33 - 32,73) (64,82 - 110) (3,57-3,79) (4,25-4,71)
2,26 2,34 19,06 55,93 6,71 12,19
SAN 42 %
(2,32-2,29) (2,12-2,88) | (17,67 - 21,52) (45 - 72,66) (5,71-8,57) (9,05 -21,52)

T Souche de référence sensible. Les CLso et CLgs (exprimées en mg/litre) de la souche sensible Bora Bora étaient
respectivement de 0,062 et 0,14 pour le Bti et de 0,0032 et 0,0059 pour le téméphos.

Culex quinquefasciatus

La résistance des populations de Cx. quinquefasciatus, possible vecteur du virus West Nile, a
été mesurée en 1999 dans 23 sites (cf. Tableau 13) pour le téméphos, le propoxur, le
chlorpyriphos-éthyl et la perméthrine. Ainsi, de fortes résistances ont été enregistrées pour le
téméphos (8,1 au Diamant < RRsp < 42,1 a Sainte-Anne) et pour le chlorpyriphos (8,6 a
Saint-Pierre < RRsp < 122,9 au Lamentin) comparées a la souche sensible de référence S-Lab
(Yébakima et al. 2004). Il est a noter que I'élevage de la souche S-Lab est interrompu au
CEDRE-LAV. Toutes les populations collectées étaient également résistantes au propoxur
(carbamate).

Cette résistance accrue aux insecticides organophosphorés est associée a une forte
diminution des génotypes sensibles a deux loci (Ester et ace-1), ainsi qu'a un remplacement
d'alléle au locus Ester (Figure 10). Enfin, toutes les populations échantillonnées étaient
résistantes a la perméthrine avec des RRso variant de 9,7 a 2800.
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Figure 10. Evolution des fréquences alléliques Est-1 et Ester en Martinique entre 1990 et 1999.
Yebakima et al., 2004

Pour l'alléle Est-1, Est-1° est représenté en blanc et Est-1¢2en noir. Pour Ester, les alléles Ester?, Esterd? et
EsterB! sont représentés respectivement en blanc, gris et noir.
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Tableau 13. Caractéristiques des échantillons de Cx. quinquefasciatus collectés entre 1990 et 1999.
(Yebakima et al. 2004)

Communes Date de récolte | Type de gite larvaire
1 Carbet 05/90 Bouche d’égout
2 Case Pilote (Haut) 05/90 Réservoir d’eau
3 Case Pilote (Bas) 05/90 Ruisseau
4 Lamentin (Calgon) 05/90 Bidon de 200 litres
5 Vauclin (Grande Case) 05/90 Bidon
6 Trinité 05/90 Station d’épuration
7 Marigot 05/90 Station d’épuration
8 Carbet (Fond Capot) 04/91 Fosse septique
9 Fort de France (Volga-2) 07/91 Bidon
10 Fort de France (Redoute) 04/91 Bidon de 200 litres
11 Lamentin (Bas mission) 07/91 Bouche d’égout
12 St Esprit 04/91 Fosse septique
13 Ste Luce 03/91 Station d’épuration
14 St Pierre (Marché) 03/99 Réservoir d’eau
15 Carbet (Canal) 03/99 Canal
16 Fort de France, Schoelcher (Donatien) 03/99 Ruisseau
17 Fort de France, Chateau-Boeuf (Hbpital) 03/99 Bouche d’égout
18 Lamentin (Tirailles) 03/99 Vide sanitaire (hypogé)
19 Diamant 03/99 Bouche d’égout
20 Ste Anne (Lacroix) 03/99 marécage
21 Ste Anne (Lubin) 03/99 Ruisseau
22 Trinité (Caribou) 03/99 Canal
23 Ste Marie (Rhum) 03/99 Station d’épuration

5.2.1.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

La surveillance de la résistance aux insecticides est effectuée par le CEDRE-LAV qui entretien
des échanges ponctuels avec les territoires de la Guadeloupe, la Guyane, Saint-Martin et
Saint-Barthélemy. Depuis 1999, une coopération internationale avec les autres pays de la
Caraibe est financée par le fond de coopération régional (FCR).

Bien qu’une surveillance active de la résistance soit effectuée en routine, il n’y a pas de plan
de gestion de la résistance au niveau de la Martinique. Les moyens de gestion sont limités, le
CEDRE-LAV promeut un usage raisonné de la deltaméthrine et méne une lutte intégrée
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s’appuyant sur différentes méthodes alternatives : lutte mécanique par élimination des gites
larvaires, aspiration des moustiques adultes (InsectaZooka aspirator), utilisation de poissons
larvivores (souches locales de « Guppy» Poecilia reticulata et de « Gambusie »
Gambusia affinis), pose de pieges, utilisation de produits répulsifs, etc.

Les moyens techniques (laboratoire et insectarium) et humains alloués a I'action de suivi de
la résistance sont satisfaisants. Le laboratoire est fonctionnel et les protocoles de tests OMS
(test larvaires, test en tubes et test topique) sont maitrisés. Les agents en laboratoire sont
volontaires pour acquérir des nouvelles compétences (ex. test en bouteilles).

5.2.1.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

Compte tenu du contexte particulier de la Martinique (cf. contaminations a la chlordécone), la
population exprime une certaine méfiance vis-a-vis de I'utilisation des pesticides et la limite
d’acceptabilité des traitements LAV pourrait étre atteinte a bréve échéance.

La principale contrainte réside dans I'absence de formulations et/ou d’insecticides adulticides
(hors formulations avec la deltaméthrine) qui pourraient permettre d’offrir une alternative de
traitement dans un contexte de résistance aux pyréthrinoides qui est importante. La LAV reste
un marché de niche pour les industriels fabricants d’insecticides et a ce titre, trés peu de
molécules alternatives sont notifiées dans le cadre du réglement sur les produits biocides
[RPB, réglement (UE) n°528/2012].

La Martinique est également soumise a des contraintes logistiques qui s'illustrent par la
difficulté du maintien de certaines souches de moustiques sensibles (ex. souche de référence
Culex S-Lab qui n’est plus en élevage ; An. aquasalis difficile a maintenir en insectarium) et
parfois par des contraintes dues au contexte épidémique (cf. orientation des moyens en
fonction des priorités opérationnelles) et aux conditions météorologiques.

La consolidation des compétences humaines apparait nécessaire. Des formations spécifiques
aux techniques de tests insecticides permettraient de garantir la pérennité du suivi de la
résistance en Martinique.

Enfin, la question de la surveillance de la résistance des moustiques aux insecticides se pose
au-dela du 31 décembre 2022, du fait du changement de gouvernance de la LAV attendu dans
les territoires ultra-marins. Les choix établis par 'ARS (cf. modéle de marché public) et la
posture politique de la CTM risquent d’influencer la désignation d’un ou plusieurs opérateurs
publics et/ou privés, alors que le CEDRE-LAV bénéficie actuellement, du fait de sa structure
mixte (ARS-CTM), d’une autonomie de décision relative.

5.2.2 Guadeloupe

La Guadeloupe est un archipel des Caraibes constitué de sept iles. Ce territoire est administré
par une Collectivité Territoriale (CT) unique, issue de la « fusion » de la Région et de ce
Département Frangais d’Amérique (DFA), qui inclue Saint-Martin et Saint-Barthélemy. La
Guadeloupe proprement dite est composée de deux iles : la Grande-Terre a I'Est et la Basse-
Terre a I'Ouest, séparées par un bras de mer, appelé « la Riviére-Salée ». La Guadeloupe est
bordée par la mer des Caraibes a I'Ouest et par I'océan Atlantique a I'Est. Les autres iles et
flets sont : I'lle de Marie-Galante, I'archipel des Saintes, la Désirade et des ilets inhabités.

La Guadeloupe bénéficie d’'un climat tropical, tempéré par les influences maritimes. On
distingue ainsi deux saisons : une saison séche de janvier a juin et une saison humide de juillet
a décembre. La température varie peu tout au long de 'année mais un contraste climatique
existe entre Basse-Terre et Grande-Terre, ce qui entraine un climat spécifique sur chacune
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de ces iles. Grande-Terre et ses plateaux calcaires connaissent régulierement de sévéres
sécheresses, alors que le relief perpendiculaire au flux des alizés de Basse-Terre régule le
régime des pluies. Il est également a noter que le climat au sommet du volcan de la Soufriere
est frais (15 a 22°C), brumeux et parfois venteux. Enfin, I'archipel subit le passage des
ouragans de mai a novembre.

La surveillance de la résistance aux insecticides dans les populations adultes d’Ae. aegypti et
de Cx. quinquefasciatus est réalisée en Guadeloupe de maniére ponctuelle. En effet, les
données existantes sont les travaux de J. Rosine en 1999 mettant en avant la forte résistance
aux pyréthrinoides et organophosphorés, puis de 'ARS entre 2006-2008, et de projets de
recherche en 2011 (Dusfour et al. 2015) puis de 2014 a 2017 (Goindin et al. 2017). Ces
données ont été obtenues par I'exposition des moustiques femelles adultes a des papiers
imprégnés par le biais de relations dose-réponse et le calcul des ratios de résistance (RRso)
(WHO 2016). Ces tests standardisés sont effectués a 'aide de tubes comme recommandé par
'OMS. La surveillance de la résistance chez les larves se fait par le test en « gobelets » soit
a une dose unique soit par dose-réponse (WHO 2005). Aucune surveillance n’est faite sur les
anophéles. Bien que les espéces An. albimanus et An. aquasalis soient présentes sur
I'archipel, aucun cas de paludisme autochtone, n’a été enregistré depuis la fin des années
1960 (Sautet 1954 ; ARS Guadeloupe 2018). Par ailleurs, des tests en cage visant a évaluer
I'efficacité des pulvérisations sont effectués régulierement.

Anse Bertrand

Deshaies

Saint Frangois

® Sites Aedes aegypti
Q Sites Culex quinquefasciatus
Routes

0 7.5 15 km [ Limite département
|

Figure 11. Carte de la Guadeloupe (a I'’exception de Saint Martin) représentant les sites de collectes
pour la réalisation des tests insecticides.

5.2.2.1 Niveaux de résistance

Aedes aegypti

Les derniéres données de résistance publiées en 2017 (Goindin 2017) pour les iles de la
Guadeloupe (Figure 11) et de Saint-Martin ont montré une résistance significative des
moustiques femelles a la deltaméthrine avec des ratios de résistance (RRso) allant de 8 a 28

Version n°4 page 69 / 142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

selon les sites d’étude (6 populations échantillonnées). Les ratios de résistance calculés a
partir des tests larvaires démontrent également une résistance des larves au téméphos
(8,9 < RRsp < 33,1) et une baisse de sensibilité au malathion (1,7 < RRsp < 4,4).

Les mutations kdr V1016l et F1534C affectant les canaux sodium dépendants du potentiel
sont présentes a une trés forte prévalence (> 85 %) dans les populations locales et sont
fortement associées a la résistance a la deltaméthrine. Par ailleurs, des marqueurs associés
a la résistance métabolique de la famille des glutathion S-transférases (GSTEZ2), cytochromes
P450 (CYP6BB2, CYP6M11, CYP9J23) et carboxylestérases (CCEAE3A) ont été mis en
évidence.

Il est a noter qu’un projet de recherche récent a permis de montrer aussi une résistance a la
transfluthrine (pyréthrinoide) (communication personnelle)'.

Tableau 14. Résultats des tests de résistance des populations d’Aedes aegypti de Guadeloupe et de Saint-
Martin & la deltaméthrine (adultes), au malathion (larves) et au téméphos (larves)
(Goindin et al. 2017).

Les sites sont localisés sur la figure 11.

. . Deltaméthrine
Population  / Téméphos Malathion (0,06 %)
Lignée CLso* (*ICo5 %) - CLso (£ICo5 %) o %
(mg/L) ik (mg/L) ik #KD | ortalité
0,265 0,285
Les Abymes 33,12 4,38 96 79
(0,237-0,302) (0,265-0,307)
. . 0,123 0,168
Saint Frangois 15,37 2,58 98 79
(0,111-0,136) (0,155-0,183)
. 0,233 0,277
Baie-Mahault 29,12 4,26 99 90
(0,211-0,259) (0,256-0,299)
int- i 0,071 0,203
Saint-Martin 8,87 312
(Ouest) (0,062-0,081) (0,187-0,221)
100 88
int- i 0,128 0,239
Saint-Martin ) 16 ) 3.67
(Est) (0,112-0,144) (0,219-0,262)
0,132 0,111
Anse Bertrand 16,5 1,70 94 64
(0,115-0,152) (0,1701-0,122)
. 0,151 0,109
Deshaies 18,87 1,67 98 83
(0,132-0,172) (0,099-0,119)
0,008 0,065
Bora Bora 1 1 - -
(0,008-0,009) (0,061-0,068)

*CLso: Concentration Iétale pour 50 % des individus.
**Ratio de résistance RRso = CLso échantillons terrain/ CLso souche de référence sensible Bora Bora.

Culex quinquefasciatus

La résistance des populations de Cx. quinquefasciatus sur I'lle de la Guadeloupe, a été
mesurée en 2016 dans trois sites (Figure 11) pour le malathion, le téméphos et la
deltaméthrine (Delannay, 2018). Des résistances a la deltaméthrine (20 < RRsp < 29) et au
malathion (5 < RRsp < 10) ont été détectées. Pour le téméphos le RRs se situe entre 1 et 2.

5 Dr Vega-Rua, Institut Pasteur de la Guadeloupe
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Les marqueurs moléculaires associés sont les mutations L1014F sur le géne du canal sodium
(cible des pyréthrinoides) et S119 ace-1 (cible des organophosphorés). De plus, une
association entre I'expression des génes CYP9J45, CYP9J40 et CYP6AAY et la résistance a
la deltaméthrine a été rapportée.

Tableau 15. Résultats des tests de résistance des populations de Culex quinquefasciatus de Guadeloupe
a la deltaméthrine (adultes), au malathion (larves) et au téméphos (larves)
(Delannay et al 2018).

Les sites sont localisés sur la figure 11.

Téméphos Malathion Deltaméthrine
Population / .
Lignée CLso* (*ICo5 %) RRsc™ CLso (*ICos5 %) RRso CLso (*ICo5 %) RRso
(mgl/L) (mg/L) (mgl/L)
0,006 2 0,129 5,38 0,029 29
Les Abymes
(0,005-0,006) (1,6-2) (0,113-0,150) | (4,71-6,25) (0,023-0,034) | (23-34)
. ) 0,003 1 0,018 0,75 0,020 20
Saint Frangois
(-) (-) (0,010-0,026) | (0,42-1,08) (0,015-0,023) | (15-23)
0,005 1,67 0,234 9,75 0,026 26
Gourbeyre
(0,004-0,006) (1,33-2) | (0,207-0,268) | (8,63-11,16) (0,021-0,031) | (21-31)
0,003 0,024 0,001
SLab - - -
() (0,022-0,026) ()

*CLso: Concentration |étale pour 50 % des individus.
**Ratio de résistance RRso = CLso échantillons terrain/ CLso souche de référence sensible Slab.

5.2.2.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

La Guadeloupe ne posséde pas de plan de surveillance en routine de la résistance. Les
opérations de détection et de suivi de la résistance sont ponctuelles comme en témoigne la
bibliographie et les auditions des organismes impliqués. En effet, TARS de Guadeloupe en
charge de la lutte ne posséde pas linfrastructure pour réaliser les tests biologiques et
moléculaires. L'Institut Pasteur de la Guadeloupe, par le biais d’'une convention avec 'ARS,
est en charge des tests biologiques et de la caractérisation moléculaire de la résistance. Il est
cependant a noter que le recours a des pulvérisations de deltaméthrine reste anecdotique
depuis la mise en évidence de la résistance a celle-ci. La lutte larvaire a 'aide du Bti est
aujourd’hui principalement utilisée.

5.2.2.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

L’ensemble des missions de surveillance entomologique et de LAV sont réalisées par 'ARS
de Guadeloupe. Ces derniéres années, la baisse des effectifs et la diversification des missions
de santé publique ont réduit sa capacité a faire un suivi de la résistance aux insecticides.

5.2.3 Guyane

La Guyane, est une région monodépartementale frangaise en Amérique du Sud, limitrophe du
Brésil au Sud-Est et au Sud, et du Suriname a I'Ouest. Les compétences des deux entités
administratives (région et département) sont regroupées dans le cadre d'une Collectivité
Territoriale unique (CTG). D’'une superficie de 83 846 km?, elle détient une population de
296 711 d’habitants (2019). La forét équatoriale recouvre 97 % du territoire, et la population
est principalement distribuée le long du littoral et des fleuves. Ce département a ainsi une
faible densité de population (3,3 hab./km?). Mais la population de la Guyane est en forte

Version n°4 page 71/ 142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

hausse du fait d'un fort taux de natalité et d'une immigration importante venant des pays
proches. La Guyane posséde un climat équatorial humide et connait une saison humide de
décembre a juillet et une période plus séche durant le reste de I'année.

La surveillance de la résistance aux insecticides dans les populations adultes d’Ae. aegypti,
principal vecteur d’arboviroses sur ce territoire et Cx. quinquefasciatus est menée en Guyane
par I'exposition des femelles sur des papiers imprégnés a une dose diagnostique. Ces tests
standardisés sont effectués dans les tubes comme recommandé par 'OMS soit par I'Institut
Pasteur de la Guyane soit par les Services de la Direction de la Démoustication (SDD) de la
Collectivité Territoriale de Guyane. Les adultes d’An. darlingi sont quant a eux exposés lors
des tests en bouteilles normalisés par le CDC. La surveillance de la résistance chez les larves
se fait par le test en « gobelets » soit a une dose unique soit par dose-réponse.

La surveillance de la résistance bien que réalisée annuellement n’est pas toujours effectuée
sur les mémes sites/populations. Des données historiques sont disponibles mais les doses
diagnostiques pour moustiques adultes ont varié au cours du temps. Les résultats présentés
ci-dessous (Tableaux 16 et 17) ne représentent que les doses recommandées actuellement
par 'OMS.

En ce qui concerne la surveillance de la résistance aux larvicides, I'approche dose-réponse
n’a été que peu utilisée. L'utilisation de doses diagnostiques obtenues localement ou de doses
opérationnelles ont été privilégiées.

Entre 2007 et 2017, le SDD réalisait la surveillance larvaire des espéces Ae. aegypti et
Cx. quinquefasciatus alors que I'lPG réalisait la surveillance de la résistance chez les adultes.
Depuis 2017, les tests sur Ae. aegypti sont entierement réalisés au service de démoustication
alors que I'lPG a la charge deffectuer, a la demande, des tests sur les populations
anophéliennes. L’ensemble de ces tests fait partie de travaux effectués dans le cadre de
conventions bipartites entre I'ARS et les organismes suscités. Des résultats obtenus dans le
cadre d’essais ou de projets de recherche sont également mentionnés ci-aprés. Enfin, des
essais d’efficacité des pulvérisations de deltamethrine et de fénitrothion ont été réalisés de
maniére ponctuelle (Dusfour, 2011).
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Figure 12. Carte de la Guyane et emplacement des sites de collectes.

5.2.3.1 Niveaux de résistance

Aedes aegypti

Cette espece est fortement liée a la présence de 'Homme. Elle se distribue sur le littoral et le
long du fleuve Maroni jusqu’a Maripasoula.

La résistance a la deltaméthrine est connue depuis les années 2000 et atteint des niveaux
élevés sur tout le territoire Guyanais (Guidez et al. 2020, Tableau 16). Les dernieres données
de dose-réponse a la deltaméthrine montrent un RRso supérieur a 700 (Faucon et al. 2015).
Entre 2010 et 2018, la mortalité a 24h aprés exposition a une dose de 0,05 % était bien en
deca du seuil de sensibilité OMS de 98 % sur 'ensemble du territoire a I'exception de I'ile
Royale (l'une des iles du Salut, Figure 12). Cependant, la résistance y a été détectée en 2015
(Guidez et al. 2020). La réalisation des tests doses-réponses était difficile car 'obtention de
100 % de mortalité s’est révélée impossible avec des papiers imprégnés (cristallisation de
l'insecticide pour les fortes concentrations de deltaméthrine).

Version n°4

page 73/ 142

Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

Tableau 16. Résultats de tests en tubes a la dose de 0,05 % de deltaméthrine sur les femelles
d’Aedes aegypti entre 2010 et 2019 (Extrait de Guidez et al. 2020 et des rapports de la CTG).

Les sites sont placés sur la Figure 12.

Année | Population % KD (1h) ET'® (% KD) % Mort. (24h) | ET (% Mort)
Cayenne 24.9 7,6 23,9 12,2
Kourou 15,1 3,7 171 5,8

2010 |Regina 6,8 6,6 23,6 10,1
Saint-Georges-de-I'Oyapock 30,1 8,6 40,1 8,0
Saint-Laurent du Maroni 20,6 57 25,8 9,1
Cacao 8,8 7,5 10,0 5,8
Cayenne 22,7 13,3 39,3 18,5
Matoury 10,2 52 20,5 12,3

2011
Regina 2,3 4,5 1,9 3,3
Remire-Montjoly 22,6 11,1 22,4 6,3
Saut Sabbat 43,2 10,8 36,8 19,2
Cayenne 2,0 2,3 2,0 2,3
Loka 13,0 8,9 14,0 12,4

2012
Maripasoula 9,1 6,9 6,1 54
Matiti 10,1 5,1 7,1 3,9
lles du Salut 98,0 3,0 92,5 4.5

2013 | Kourou 11,2 9,0 9,1 7,6
Saint-Georges-de-I'Oyapock 21,0 10,5 21,0 16,1
Apatou 7,0 6,8 15,2 171
Cayenne 14,6 12,0 22,6 24,5
lles du Salut 94,0 3,8 82,7 10,8
Kourou 33,6 26,1 17,8 10,4

2014
Mana 8,4 5,8 12,0 7.5
Maripasoula 6,6 8,4 14,4 8,5
Saint-Georges-de-I'Oyapock 8,1 7,6 12,0 11,8
Saint-Laurent du Maroni 7,2 8,5 42,3 54
Apatou 3,1 2,1 10,7 10,4
Cayenne 2,8 1,9 4,8 1,9
lles du Salut 85,6 12,7 64,1 17,1

2015
Kourou 0,0 0,0 1,0 2,0
Matoury 9,5 11,5 17,0 26,2
Saint-Laurent du Maroni 0,0 0,0 3,1 2,1
Kourou 7,0 2,0 3,0 3.8

2016 | Maripasoula 7,0 3,8 0,0 0,0
Saint-Georges-de-I'Oyapock 29,2 12,6 11,2 5,3

2017 Matoury - - 30 -
Rémire-Montjoly - - 47 -
Cayenne - - 8,5 -

2019 | Kourou - - 16 -
Macouria - - 17 -

16 Erreur type
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Des tests réalisés avec l'alpha-cyperméthrine (Tableau 17 ci-aprés) révelent également la
présence de résistance a cette molécule et une mortalité a la dose diagnostique de 0,05 %
variant de 0 a 5 % sur le territoire.

En 2016, la résistance au bendiocarbe et au propoxur (carbamates) a été mesurée par
I'exposition des moustiques femelles a une dose de 0,1 % (dose diagnostique établie chez les
Anopheles). Alors que la mortalité enregistrée pour le bendiocarbe était entre 91 et 96 %
laissant apparaitre un début de résistance, celle au propoxur variait entre 13 et 76 % selon les
sites (Guidez et al. 2020, Tableau 17).

La résistance au fénitrothion recherchée a la dose de 0.5 % a été enregistrée sur le territoire
a I'exception de Maripasoula (cf. Tableau 17). En 2016, les mortalités variaient de 45 a 100 %
selon les sites. De méme, la résistance au malathion est présente en Guyane. En effet, des
tests réalisés a la dose 0,8 % recommandée par ’'OMS démontrent la présence de résistance.
Or, le doute sur la validité de cette dose en 2014 a poussé a la réalisation de tests a la dose
de 5 %. Certaines populations démontrent également une baisse de sensibilité (Guidez et al.
2020, Tableau 17).

L’identification des mécanismes de résistance a permis d’identifier des marqueurs
moléculaires de résistance aux insecticides chimiques chez cette espéce. Les mutations 11016
et F1534 des canaux sodium dépendants du potentiel sont fortement associées a la résistance
a la deltaméthrine (Guidez et al. 2020). Par ailleurs, des marqueurs génomiques (duplications
de génes) et transcriptomiques (surexpression de génes) liés a la résistance métabolique de
la famille des cytochromes P450 (CYP6BB2, CYP6M11, CYP9J28) et des carboxylestérases
(CCEAES3A) ont été mis en évidence (Cattel et al. 2019, Dusfour et al. 2015, Faucon et al.
2015).

En 2013, la résistance au Bti a d’'une part été surveillée par le biais d’'une dose diagnostique
élaborée au sein du SDD (1,2 mg/L) et d’autre part par dose-réponse a l'aide de la formulation
Vectobac G (RRso = 0,83 & Cayenne et RRso = 0,90 a Saint-Georges-de-I'Oyapock). Aucune
perte de sensibilité n’a été enregistrée (Dusfour et al. 2013). Une série de tests d’évaluation
de résistance au téméphos a été effectuée en 2006/2007 a la dose opérationnelle de 0,2 mg/L
montrant une résistance a cette molécule aujourd’hui non autorisée (Girod et al. 2008).
Cependant, des tests effectués a la méme dose en 2012 par le service de démoustication de
la CTG indiquent un retour de la sensibilité des populations a cet insecticide.
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Tableau 17. Résultats de tests en tubes sur les femelles d’Aedes aegypti entre 2010 et 2019
(Extrait de Guidez et al. 2020).

Molécule Dose Population Année % Mort. (24h) SE (%)
Cayenne 2016 5 5
Kourou 2016 3 3,8
Alpha-cyperméthrine | 0,05 %
Maripasoula 2016 0 0
Saint-Georges-de-I'Oyapock 2016 0
Maripasoula 2016 91
Bendiocarbe 0,1 %
Saint-Georges-de-I'Oyapock 2016 96 3,2
Cayenne 2011 13,6 1,9
Propoxur 0,1 % Maripasoula 2016 76 3,2
Saint-Georges-de-I'Oyapock 2016 76 3,2
2009 43 12,4
Cayenne 2011 74 13,5
2016 94 4
2009 47,6 15,3
Kourou
2016 45 1,9
Fénitrothion 0,5 %
2012 100 0
Maripasoula
2016 100 0
2008 29,3 18,5
Saint-Georges-de-I'Oyapock
2016 96,0 4,6
Saint-Laurent-du-Maroni 2009 85,4 7.9
Cayenne 2014 31,8 26,4
2014 9 7,8
Kourou
2015 4,1 3,4
2014 20,8 11,7
Matoury
0,8 % 2015 13,4 8,7
2008 12,1 3,2
Saint-Georges-de-I'Oyapock 2014 8,8 55
2015 4,9 4,8
Malathion
Saint-Laurent-du-Maroni 2015 10,2 7,8
Cayenne 2014 99,4 1,4
2014 98,5 2
Kourou
2015 94,6 5,2
5% Matoury 2015 100 0
2014 100 0
Saint-Georges-de-I'Oyapock
2015 87,6 14,8
Saint-Laurent-du-Maroni 2015 100 0
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Culex quinquefasciatus

En 2016, cette espéce était résistante a la deltaméthrine a la dose 0,025 % avec des taux de
mortalités entre 1 et 9 %. Ces tests ont été réalisés lors de I'épidémie de Zika pour laquelle
cette espéce a été suspectée d’étre vectrice (Guidez et al. 2020).

Tableau 18. Résultats de tests en tubes sur les femelles de Culex quinquefasciatus.

Localité % KD (1h) SE (%) % Mort. (24h) SE (%)
Kourou 1,0 2,0 1 2
Rémire-Montjoly 14,4 3 51 2,5
Saint-Georges de 'Oyapock 3,0 3,8 9 3,8

Anopheles darlingi a fait I'objet d’une surveillance réguliére depuis 2014 dans la population
de Blondin (Saint-Georges-de-I'Oyapock) et La Césarée (Macouria) a l'aide du test en
bouteilles CDC. Des mortalités a 30 min (temps diagnostique) entre 83 et 100 % enregistrées
a Blondin, en zone de transmission du paludisme, ont laissé entrevoir un début de résistance
a la deltaméthrine (12,5 pg/bouteille), perméthrine (21,5 pg/bouteille) et alpha-cyperméthrine
(12,5 pg/bouteille) entre 2014 et 2016. Cependant, la baisse de la sensibilité n'a pas été
retrouvée en 2018. L’unique test effectué avec le malathion (50 pg/bouteille) n’a pas permis
d’observer une perte de sensibilité (Vezenegho et al. 2021). L’étude des séquences du canal
sodium n’a pas permis de mettre en évidence de mutations kdr permettant de suspecter
d’autres types de mécanismes (ex. métaboliques).

L’évaluation de la résistance a la deltaméthrine, la perméthrine et I'alpha-cyperméthrine dans
la population de Trois-palétuviers (Saint-Georges-de-I'Oyapock) en 2017 et 2018, n'a pas
permis de détecter une perte de sensibilité.

5.2.3.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

La surveillance de la résistance des moustiques vecteurs fait partie du contrat annuel entre
I'ARS et I'Institut Pasteur de la Guyane (IPG). Le choix des sites d’echantillonnage est effectué
par 'lPG. En ce qui concerne Ae. aegypti, les villes importantes sont inclues de maniére
annuelle ou tous les 2 ans. Des sites moins peuplés ont également été investigués pour
évaluer la répartition spatiale de cette résistance. Un total de 4 sites par an a été investigué
depuis 2010.

Depuis 2017, ces tests sont effectués par le laboratoire d’entomologie de la Collectivité
Territoriale de Guyane en ce qui concerne Ae. aegypti. La surveillance des deux vecteurs
majeurs (Ae. aegypti et An. darlingi) a pu étre menée de maniére réguliére ces derniéres
années.

5.2.3.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

En ce qui concerne An. darlingi, plusieurs écueils se sont posés et notamment I'obtention
d’'une quantité suffisante de moustiques de terrain, puisque qu’il n’a pas été possible de les
élever. Les sites de fortes densités et de transmission du paludisme ont été choisis. Par
ailleurs, An. darlingi ne posséde pas de souche de référence. Ainsi, la population de La
Césarée a été utilisée comme souche sensible.
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5.2.4 Mayotte

Mayotte, située dans I'archipel des Comores, comporte deux iles principales; Grande Terre
(360 km?) et Petite Terre (14 km?). Le climat est de type tropical maritime. La saison chaude
(saison des pluies) va de novembre a avril (27 a 30°C) et la saison séche s’étend de mai a
octobre (22 & 25°C).

Le paludisme, presque exclusivement a Plasmodium falciparum, est endémique dans I'lle. En
2017, 19 cas de paludisme ont été identifiés a Mayotte dont six cas autochtones. Huit espéces
d’anophéles ont été observées sur I'lle de Mayotte, dont quatre sont considérées comme des
vecteurs primaires de la maladie : An. gambiae s.s. trouvé en permanence sur toute I'ile,
An. funestus actuellement localisé dans le nord de I'lle (Bandraboua, BAN), An. mascarensis
et An. merus peu documentées et semblant jouer un réle mineur (Elissa et Karch 2005 ;
Maillard et al. 2015). An. gambiae s.l., An. funestus et An. arabiensis peuvent également
transmettre la filariose lymphatique a Wuchereria bancrofti mais, c’est Cx. quinquefasciatus
qui assure essentiellement la transmission dans les zones urbaines (Julvez et Mouchet 1994,
Fontenille et al. 2009). Cx. quinquefasciatus présente une compétence vectorielle modérée
pour la fievre de la vallée du Rift. Sur les 47 espéces de moustiques présentes a Mayotte, 12
autres espéces sont considérées comme des vecteurs ou vecteurs potentiels de la fiévre de
la vallée du Rift (EFSA, 2020). Parmi celles-ci, Ae. aegypti qui est le vecteur principal de la
dengue et Ae. albopictus, signalé pour la premiére fois a Mayotte en 2001, qui est celui du
Chikungunya (Fontenille et al. 2009).

Le service de LAV a été créé en 2002 et dépend de I'ARS Mayotte. Il est composé de 74
personnes qui se répartissent en quatre secteurs : logistique, laboratoire d’entomologie, lutte
contre les arboviroses et lutte contre le paludisme et autres parasitoses. Cependant, depuis
les années 1950, Mayotte a fait I'objet de nombreux traitements adulticides et larvicides. A
partir de 1954, des pulvérisations intra-domiciliaires de dieldrine ont été réalisées a Mayotte.
En 1973 des pulvérisations expérimentales de DDT-fénitrothion sont faites alors que le
téméphos est testé comme larvicide a Sada et Chiconi puis utilisé régulierement par la suite
sur toute Ile jusqu’a son retrait et son remplacement par du Bti. A partir de 1976 des
pulvérisations alternées de DDT-malathion sont faites. Chaque maison était traitée trois fois
par an au malathion (2 g/m?) et une fois par an au DDT (2 g/m?). En 1984, le malathion est
remplacé par le fénitrothion du fait d’'un début de résistance chez Cx. quinquefasciatus. Des
essais avec la deltaméthrine sont aussi realisés en 1984 et son emploi se généralise
rapidement. Entre 2007 et 2009 des aspersions intra-domiciliaires sont réalisées dans chaque
maison. Les premiers essais de moustiquaires imprégnées aux pyréthrinoides datent de 1996
(Subra et al. 1973 ; Galtier et Blanchy 1982 ; Julvez et al. 1987 ; Robert et Lagneau, 2009 ;
Maillard 2017). Une distribution systématique a été faite de 2012 a 2016. En 2017, suite a une
reprise de transmission autochtone du paludisme dans un village de gratte'’, situé dans la
brousse entre Koungou (KOU) et Bandraboua, une distribution ciblée de moustiquaires a été
faite. Mayotte étant rentré en phase d’élimination du paludisme, cette distribution continue
avec des traitements intra-domiciliaires.

Outre la lutte chimique, I'emploi de poissons larvivores (Poecilia reticulata) a été fortement
développé. Enfin, des actions de sensibilisation sont organisées via des spots télévisés et
aussi par l'intermédiaire des imams.

7 Village forestier temporaire
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5.2.4.1 Niveaux de résistance

Des larves d'Ae. aegypti, Ae. albopictus, An. gambiae et Cx. quinquefasciatus ont été
prélevées entre 2010 et 2011 respectivement a Petite terre (PT), Kaweni (KWI), Dzoumogné
(DZOU) et Tzoundzou 1 (TZ1) (voir Figure 13) et utilisées au stade L3 d’apres le protocole
décrit par ’OMS afin de déterminer leurs niveaux de résistance au téméphos, Bti, spinosad,
diflubenzuron, pyriproxyféne et méthopréne. Des tests en tubes OMS sur moustiques adultes
ont également été réalisés (Pocquet et al. 2014). Les résultats obtenus sont résumés dans le
Tableau 19. Ainsi, parmi les quatre espéces de moustiques étudiées, Cx. quinquefasciatus
présente les plus hauts niveaux de résistance aux insecticides. Cette espéce s’avere
résistante au téméphos et a la deltaméthrine mais pas aux autres insecticides testés
(Tableau 19). Une mortalité de 10 % a été trouvée pour la deltaméthrine aprés 24h d’exposition
alors que 99 %, 100 % et 97 % de mortalité ont été trouvées avec respectivement An. gambiae,
Ae. aegypti et Ae. albopictus. Les mécanismes impliqués dans ces résistances ont été
identifiés par Pocquet et al. (2013). Chez Cx. quinquefasciatus a Mayotte, la résistance au
téméphos est conférée par une modification de la cible de cet insecticide (mutation du géne
ace-1) et par une surexpression de certaines estérases impliquées dans la séquestration et la
dégradation des organophosphorés (surexpression encodée par l'alléle Ester?). La résistance
a la deltaméthrine est quant a elle conférée par une mutation de la cible des pyréthrinoides
(mutation kdr). Des mécanismes de résistance a d’autres familles d’insecticides ont également
été détectés chez cette espéce a Mayotte, notamment une modification de la cible de la
dieldrine (mutation du géne Rdl) et une suractivité des Glutathion S-transférases (Pocquet et
al. 2013; Jourdain et Perrin, 2015).
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Tableau 19. Niveaux de résistances des moustiques de Mayotte a six larvicides et un adulticide.
Pocquet et al. 2014

Espéce (localisation) Biocide RRso* RRos5*
An. gambiae (DZOU) Téméphos 4,84 12,9
Bti 1,02 0,83
Spinosad 1,54 1,80
Diflubenzuron 0,99 1,59
Pyriproxyféne 0,19 0,21
Méthopréne 0,38 1,95
Deltaméthrine 1,01 1,11
Cx. quinquefasciatus (TZ1) | Téméphos 17,2 18,9
Bti 1,46 1,04
Spinosad 1,52 1,69
Diflubenzuron 1,11 1,75
Pyriproxyféne 1,43 4,88
Méthopréne 0,87 4,06
Deltaméthrine 4,21 4,88
Ae. aegypti (PT) Téméphos 0,84 1,04
Bti 0,81 0,78
Spinosad 1,09 0,94
Diflubenzuron 1,17 0,56
Pyriproxyféne 0,54 1,60
Méthopréne 0,94 0,87
Deltaméthrine 1,03 1,01
Ae. albopictus (KWI) Téméphos 1,01 1,02
Bti 1,33 1,16
Spinosad 1,40 1,63
Diflubenzuron 0,57 0,53
Pyriproxyféne 1,02 0,83
Méthopréne 0,30 0,28
Deltaméthrine 0,92 0,86

*Souches sensibles : KIS (An. gambiae), SLAB (Cx. quinquefasciatus), Bora Bora (Ae. aegypti) et PLP
(Ae. albopictus). RRsp =resistant Ratio 50.
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Figure 13. Carte de Mayotte avec les zones d’échantillonnages

La distribution des principaux alléles de résistance identifiés chez Cx. quinquefasciatus a été
étudiée dans dix localités réparties sur toute I'lle et qui était Tzoundzou 1 (TZ1), Kaweni (KWI),
Bouyouni (BOU), Acoua (ACO), MTsangamouji (MTS), Kahani (KAH), Sada (SAD),
Mramadoudou (MRA), M'Tsamoudou (MSA) et Dembeni (DEM) (Figure 13). Les résultats
obtenus sont présentés dans le Tableau 20. Son analyse montre que l'alléle résistant ace-1
(mutation G119S) montre une distribution spatiale hétérogéne avec un gradient général de
décroissance est-ouest. Ester’ est distribué sur toute I'lle sans relation géographique
particuliére. L’alléle résistant Rdl (mutation A302S) montre un fort gradient de distribution
géographique, indiquant I'existence d’'une pression de sélection* plus forte a I'est de Il'ile.
L’allele kdr résistant (mutation L1014F) de résistance a la deltaméthrine apparait fixé sur
I'ensemble de I'lle, ce qui rend difficile I'emploi de cet insecticide contre Cx. quinquefasciatus
a Mayotte.

Ces différents résultats ne sont pas surprenant lorsqu’ils sont confrontés a I'historique de la
LAV a Mayotte.
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Tableau 20. Fréquences des alléles ace-1, kdr, Rdl et du phénotype Ester? chez Culex quinquefasciatus
provenant de 10 localités de Mayotte

Localité ace-1 Kdr RdI Ester?
TZ1 0,61 1,00 1,00 nr*
KWI 0,61 0,98 0,75 0,47
BOU 0,41 1,00 0,42 0,57
ACO 0,32 1,00 0,10 0,72
MTS 0,26 1,00 0,16 0,52
KAH 0,22 0,99 0,28 0,67
SAD 0,15 1,00 0,26 0,34
MRA 0,38 Nr nr 0,56
MSA 0,61 1,00 0,10 0,81
DEM 0,39 0,90 0,44 0,64

*nr : non réalisé.

5.2.4.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

Depuis les travaux de Pocquet et al. (2013, 2014) aucun travail de suivi de résistance n’a été
réalisé. Pourtant, trois agents de 'ARS Mayotte ont été formés par I'IRD il y a deux ans, mais
il existe des freins d’ordre pratique pour assurer la mise en place d’'un dispositif de suivi
pérenne.

5.2.4.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

L’ARS Mayotte a identifié le besoin d’'un accompagnement pour la mise en place du suivi de
la résistance. L'intervention ponctuelle d’'une personne compétente impulserait la mise en
pratique des acquis théoriques des agents formés a I'IlRD et permettrait d’initier un suivi de la
résistance sur les biocides actuellement utilisés et qui sont 'AQUA K-OTHRINE
(deltaméthrine), la K-OTHRINE ULTRA (deltaméthrine, tétraméthrine, PBO) et le VECTOBAC
12AS (Bti).

Les problématiques environnementales liées a I'assainissement, la gestion des déchets et a
'accés a I'eau potable freinent les actions de LAV. L’existence de nombreuses constructions
anarchiques en téles (bangas) difficilement accessibles rend difficile les opérations de LAV et
impacte fortement l'efficacité des traitements. Ces particularités et contraintes propres a
Mayotte seraient a prendre en compte dans la mise en place d’un suivi de la résistance.

5.2.5 La Réunion

La Réunion est une ile volcanique de 2512 km? située au sud-ouest de l'océan Indien qui
posséde une population d’environ 850 000 habitants principalement localisée en zone urbaine
le long du littoral. Bien que 12 espéces de moustiques appartenant aux genres Aedes,
Anopheles, Culex et Orthopodomyia aient été décrites sur l'lle (Boussés et al. 2013),
Ae. albopictus et Cx. quinquefasciatus sont les espéces les plus abondantes et se rencontrent
couramment dans les zones urbaines, périurbaines et rurales, parfois jusqu'a 1200 m d’altitude
(Bousses et al. 2013 ; Delatte et al. 2013). Les populations d’Ae. albopictus de I'lle sont
génétiquement plus proches des populations de l'océan indien que d’Asie, d’Amérique et
d’Europe (Mousson et al. 2005 ; Maynard et al. 2017), ce qui suggére un flux migratoire
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important lié a l'intensification des échanges commerciaux dans la région (Manni et al. 2017 ;
Latreille et al. 2019). Bien qu’Ae. aegypti était historiquement présent a La Réunion, cette
espéce semble avoir été fortement impactée par compétition suite a l'arrivée d’Ae. albopictus
avec seulement deux populations isolées subsistants aujourd’hui dans des ravines sur les
communes de Saint-Joseph et de Trois Bassins. Du point de vue épidémiologique, la Dengue
sévit de maniere quasi-endémique a La Réunion et dans les iles du sud-ouest de I'Océan
Indien depuis plusieurs années. D’autres épidémies d’arboviroses telles que le Chikungunya
ont déja frappé la région (2005-2006) et peuvent a tout moment émerger ou ré-émerger de
par la présence d’Ae. albopictus.

A la Réunion, les traitements de LAV ont été principalement basés sur 'utilisation du téméphos
en traitement anti-larvaire jusqu’en 2006 puis remplacés par des traitements adulticides avec
la deltaméthrine lors de I'épidémie de Chikungunya en 2005-2006 (forte intensité de
traitements durant cette période). Au cours de cette épidémie, d’autres substances actives (ex.
fénitrothion ; pyriproxyféne) ont été utilisées. A partir de 2006, la LAV a essentiellement reposé
sur l'utilisation de la deltaméthrine comme adulticide (Aqua K-Othrine en pulvérisation spatiale)
et du Bti comme larvicide. Entre 2005 et 2010, il est a noter une forte intensité de la LAV du
fait d’indices entomologiques élevés. A partir de 2012, 'ARS a engagé une démarche de
réduction de la pression insecticide par un meilleur ciblage des actions de LAV (traitements
ciblés autours des cas de transmissions et arrét des nébulisations spatiales de nuit) mais cela
a été mal accepté par les populations locales. A partir de 2017, l'intensité de la LAV a connu
une recrudescence avec la reprise des pulvérisations spatiales de nuit. Cette pratique a été
suspendue en 2018 avant de reprendre en 2019 dans un contexte épidémiologique et sociétal
difficile. Lors de son audition, ’ARS mentionne I'existence d’'un grand nombre de prestataires
3D extérieurs au service de LAV. Les prestations 3D sont principalement des traitements
insecticides préventifs a des fréquences plus ou moins élevées dans des lieux recevant du
public. Ces traitements a la deltaméthrine, ainsi que I'usage d’insecticides par les particuliers
représentent des pressions de sélection supplémentaires sur les populations de vecteurs sur
lesquelles 'ARS n’a que peu de visibilité.

5.2.5.1 Niveaux de résistance

Culex quinquefasciatus

Une étude des mécanismes de résistance aux insecticides dans les populations de
Cx. quinquefasciatus de I'lle de la Réunion a été menée en 2008 a I'aide de tests insecticides
larvaires et de génotypages des alléles de résistance connus (Tantely et al. 2010). Des
collections de larves et d’adultes ont été effectuées sur 'ensemble de I'ile (cf. Figure 14) et
conservées au laboratoire du CYROI (Groupement d’Intérét Public « Cyclotron Réunion
Océan Indien »).

Version n°4 page 83 /142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

St Denis _/-5--\; i
N 7N
—~ (7 ) Ste Suzanne
stBemard (8 X\ NS
( 4\\.,.--3'—'—"" ‘ . e = ™
N - | e { ¢ ) Bras Panon
La Possession = _ \_-/; N
. . | \ ;
! o} \1_0/, St Benoit
. ~ > f/- \
._.\. 2 .—\11/ Ste Rose
N 12 B
el &P La Plaine
. des Palmistes
St Pierre \2{_/- A
0 20 \1 _/I
Km St Joseph

Figure 14. Site d’échantillonnage sur I'ile de La Réunion (Tantely et al. 2010).

Parmi les populations échantillonnées, deux ont été mises en élevage pour effectuer des
bioessais sur les larves de la génération F1. Ces bioessais ont révélé la présence de
résistance aux organophosphorés, aux pyréthrinoides et aux organochlorés (Tableau 21). Des
tests larvaires ont aussi été effectués pour tester l'effet du PBO aprés sélection a la
perméthrine pendant 4 générations. Ces tests ont montré un facteur de synergie de 'ordre de
30 (DLso avec PBO / DLsp sans PBO), supportant la présence d’alleles de résistance
métabolique de type « oxydases » aux pyréthrinoides dans les populations.

Tableau 21. Niveaux de résistance larvaires de Culex quinquefasciatus a différents insecticides.
Tantely et al. 2010.

RRso RRso RRso RRso RRso RRso
perméthrine |deltaméthrine |téméphos |malathion |chlorpyriphos |dieldrine
ga'“te' 36 8,6 3,5 3,5 90 31
uzanne
Saint-Leu 42 17 2,3 5,6 170 72

Les rapports de résistance (RRso) ont été calculés a partir de la dose létale qui entraine 50 % de mortalité (DLso)
de la population par rapport a une colonie de référence sensible aux insecticides (S-lab).

Les alléles de résistance aux insecticides, notamment Ester?, ace-1 G119S pour les
organophosphorés et RdI? pour les organochlorés (Tableau 22) ont également montré une
structure spatiale, avec des fréquences plus élevées dans les sites cotiers et des fréquences
plus faibles sur les hauts plateaux centraux.
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Tableau 22. Fréquence allélique au locus Ester, ace-1 et Rdl dans les populations échantillonnées en 2008.
(Tantely et al. 2010)

Collection Effectif Ester? ace-1G119S RdI?
Saint-Joseph Larves 38 0,9 0 0,56
Saint-Pierre Adultes 56 0,88 0 0,7
Saint-Leu Larves 24 1 0,04 1
Possession Larves 56 0,82 0,029 0,96
Saint-Bernard Adultes 41 0,9 0 0,39
Saint-Denis Adultes 53 0,76 0,08 1
Sainte-Suzanne Larves 24 - 0,02 0,48
Saint-André Adultes 28 0,93 0,07 0,39
Bras Panon Adultes 56 0,98 0 0,57
Saint Benoit Adultes 49 0,86 0,05 0,41
Sainte Rose Larves 41 0,95 0 0,18
Plaine des Palmistes Adultes 40 0,12 0 0,08

Une étude de la dynamique de l'alléle de résistance a la dieldrine Rd/® en populations
naturelles conduite entre septembre 2011 & ao(t 2012 a montré des variations importantes de
la fréquence allélique de RdI” en fonction du site d’étude (de 10 % a Saint-Benoit (> 500m) a
96 % a Saint-Denis (< 60m) (Tableau 23, Lebon et al. 2021 in press).

Tableau 23. Fréquence allélique au locus Rdl dans les populations échantillonnées en 2011-2012
(Lebon et al. 2021).

Altitude Fréquence ’(?r::: Tz:/ae;)ne annuelle
Saint-Benoit <60m 0,244 (0,047 — 0,395)

> 500m 0,101 (0 - 0,437)
Saint-Denis <60m 0,96 (0,781 —-1)

> 500m 0,74 (0,229 - 1)
Saint-Paul <60m 0,926 (0,647 — 1)

> 500m 0,569 (0,187 — 0,979)

Version n°4 page 85/ 142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

Aedes albopictus

Des travaux de recherche ont montré une résistance modérée a la deltaméthrine (RRs0=8) sur
des populations collectées en 1999 (Paupy, 2000). La sensibilit¢ des populations
d'Ae. albopictus de La Reéunion vis-a-vis de divers insecticides (Bti, téméphos et
deltaméthrine) a été évaluée en 2010 (CNEV, 2014). Les résultats obtenus a I'époque
suggéraient une sensibilité des populations adultes testées pour ces trois insecticides,
notamment pour la deltaméthrine avec des valeurs de KDtso (« Knock-Down » time médian)
d’environ 9 min proches des populations sensibles et des Rapports de Résistance (RRso)
inférieurs a 2 (Jacquet et al., 2010). Des travaux sur des populations collectées en 2008, 2011
et 2012 rapportaient aussi de faibles fréquences de I'alléle de résistance aux organochlorés
Rdl (7,5 % a 24,5 %, (Tantely et al. 2010, Lebon et al. 2021 In press).

A partir de 2013, un suivi régulier de la résistance des populations d’Ae. albopictus aux
pyréthrinoides a été effectué par 'ARS de La Réunion a l'aide de bioessais sur différentes
populations réparties sur 'ensemble de l'lle. Selon I'ARS la résistance a la deltaméthrine a
connue une augmentation rapide a La Réunion durant la derniére décade. Ainsi, dés 2017 des
taux de survie élevés a la deltaméthrine ont été observés pour la plupart des population testées
(bioessais sur femelles F1, dose diagnostique de 0,05 %, 1h d’exposition)'®. La présence de
résistance a la deltaméthrine a ensuite été confirmée en 2018 et 2019 selon la méme
méthodologie. Les tests opérationnels par nébulisation a froid d’Aqua K-Othrine
(deltaméthrine) ont aussi confirmé la résistance des populations d’Ae. albopictus, y compris
dans des sites ayant été peu ciblés par les traitements adulticides effectués dans le cadre de
la LAV (données ARS La Réunion). Dans ce contexte de résistance a la deltaméthrine, 'Anses
a financé en 2020 un projet de recherche visant a suivre et a caractériser la résistance
d'Ae. albopictus a la deltaméthrine qui inclut I'lle de La Réunion'®. Dans ce cadre, un suivi de
la résistance a la deltaméthrine a été effectué par 'ARS de la Réunion sur une dizaine de
populations échantillonnées sur I'ensemble de I'lle en 2020. Les données de mortalité
obtenues sur femelles F1 de chaque population avec des papiers imprégnés avec 0,03 % et
0,015 % de deltaméthrine confirment la présence de résistance pour I'ensemble des
populations testées avec des taux de survie significativement plus élevés que pour les
populations sensibles de référence utilisées (souches « SPAM » Montpellier et « S-Run » de
La Réunion) ainsi que des populations de France métropolitaine ou du sud-est asiatique (Laos)
testées avec les mémes papiers. Ce suivi sera reconduit en 2021 et suivi d’'une caractérisation
des mécanismes de résistance aux pyréthrinoides circulants a La Réunion par des approches
de biologie moléculaire et de séquengage a haut deébit.

Un suivi de la résistance d’Ae. albopictus au Bti a aussi été effectué par des bioessais larvaires
jusqu’en 2019. Aprés cette date, I'ARS La Réunion (rapport d'audition) a montré que les
populations d’Ae. albopictus de La Réunion demeuraient sensibles au Bti. Depuis 2020, la
surveillance de la résistance d’Ae. albopictus au Bti repose essentiellement sur des tests
opérationnels ponctuels. Enfin, bien que le téméphos ait été utilisé a La Réunion jusqu’en 2006
et que cette molécule ait été intégrée a des essais d’efficacité opérationnels entre 2008 et
20112, aucun suivi de la résistance aux organophosphorés n’a été effectué sur Ae. albopictus
a La Réunion depuis 2011.

8 Données Anses, saisine n°2018-SA-0136

19 Projet TigeRisk2 coordonné par le CNRS LECA Grenoble en partenariat avec I'ARS La Réunion, L'institut Pasteur
du Laos, I'|SEM de Montpellier et des opérateurs de la métropole (EID-RA et EID-Med).

20 Anses— Les Cahiers de la Recherche N°3 [J Santé, Environnement, Travail- Octobre2013
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Aedes aegypti

La sensibilité¢ d'une population résiduelle d’Ae. aegypti a la deltaméthrine a été suivie
annuellement depuis 2013 a l'aide de bioessais sur adultes femelles F1 avec des papiers
imprégnés de deltaméthrine a la dose diagnostique de 0,05 %. Selon 'ARS, ce suivi semble
montrer que cette population était encore sensible a la deltaméthrine en 2019. Les bioessais
réalisés sur cette population en 2020 avec de papiers imprégnés avec 0,03 % de deltaméthrine
confirment que cette population reste encore sensible a la deltaméthrine.

5.2.5.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

L’ARS de La Réunion fait partie de la COI?' (Commission de I'Océan Indien) qui, outre La
Réunion, inclut Madagascar, I'lle Maurice, les Seychelles et les Comores. Mayotte n’en fait
pas partie, ce département étant plutot intégré dans un réseau propre aux ARS. L’ARS travaille
avec la COl et planifie elle-méme la mise en ceuvre de la surveillance. Un lien d’échange sur
les techniques ainsi que sur les résultats de certains tests de résistance est établi avec les
partenaires de la zone Océan Indien.

Actuellement le suivi de la résistance concerne Ae. albopictus et Ae. aegypti vis-a-vis de la
deltaméthrine mais depuis deux a trois ans, la COIl a connu des difficultés d’approvisionnement
en papiers imprégnés depuis le fournisseur affilié a 'OMS (Malaisie) ce qui a impacté les suivis
de la résistance. Les cadres du service de LAV de 'ARS de La Réunion décident de la mise
en place des actions de suivi et de surveillance. Cependant, les décisions sont prises en lien
avec les orientations de la COIl. Une action de veille est également organisée au niveau de la
zone Océan Indien. Il n'existe pas de centre de référence pour le suivi de la résistance a
La Réunion. La COI permet également la formation d’agents. Ainsi, en 2017, les agents de
I'ARS ont pu bénéficier, grace a la COIl, de deux formations sur la mise en place des tests
OMS a l'Institut Pasteur de Madagascar.

5.2.5.3 Contraintes et limites opérationnelles et/ou organisationnelles

Les traitements effectués par les entreprises 3D sont des prestations commerciales qui
échappent a la politique de LAV conduite par 'ARS de La Réunion et peuvent donc en sus de
'usage d’insecticides par les particuliers, contribuer a la sélection de la résistance. Dans ce
cadre, les quantités de biocides utilisées par les prestataires 3D sont inconnues. Les quantités
d’insecticides utilisées en agriculture ne sont également pas connues de 'ARS alors que les
zones agricoles peuvent étre proches des zones ciblées par la LAV.

Le contexte d’épidémie de dengue et les moyens humains ne permettent pas, au regard des
autres activités conduites par le laboratoire, de développer l'activité de surveillance de la
résistance (fréquence d’échantillonnage). Une augmentation du nombre de sites est toutefois
recherchée lors de la mise en évidence d’'une situation particulierement intéressante
(ex. échantillonnage 2020-2021 : nouvelles populations de Ae. albopictus testées, celles qui
partagent le site de collecte des Ae. aegypti).

De plus, le service de LAV est notamment confronté aux contraintes suivantes :

o difficulté d’obtenir une souche sensible locale et une souche sensible de référence du
fait, respectivement de la dispersion sur tout le territoire des divers usages des
pyréthrinoides et de la taille du laboratoire ;

21 https://www.commissionoceanindien.org/presentation-coi/
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o difficulté d’obtenir des papiers imprégnés (arrivée tardive, papiers périmés, efc.) ;
o difficulté d’assurer une continuité temporelle dans la lecture des résultats (évolution de
la dose diagnostique, technique d’imprégnation des papiers imprégnés, etc.).

Cependant, 'ARS de La Réunion travaille avec divers centres de recherche (CIRAD, IRD, IP
de Madagascar, EID, CNRS Grenoble, efc.). Cela permet au service de LAV d’étre informé
des avancées dans le domaine de la résistance, de comparer les observations expérimentales
effectuées avec d’autres localités, mais aussi d’avoir une exploitation plus approfondie des
échantillons (méme si quelquefois les liaisons entre les différentes régions de 'Océan Indien
peuvent étre compliquées). Ce travail en réseau permet en partie de pallier aux limitations
liées aux compétences et aux infrastructures et équipements.

5.2.6 Collectivités d’Outre-Mer

5.2.6.1 Nouvelle-Calédonie

La Nouvelle-Calédonie est un archipel, peuplé de 270 000 habitants, situé dans le Pacifique
Sud au Nord du tropique du Capricorne, constitué d’une dizaine d’lles, dont la principale est
Grande-Terre, a 1 500 km a I'Est de I'Australie et 1 800 km au Nord de la Nouvelle-Zélande.
La Nouvelle-Calédonie est une collectivité qui dispose d'un statut particulier de large
autonomie « sui generis » instauré par l'accord de Nouméa. Les 33 communes bénéficient
d’un climat tropical, modéré par un flux d’alizé, avec une période chaude et humide (de
novembre a mars) et une période fraiche (de juin a aolt). Les températures annuelles varient
en moyenne de 22 a 25°C et le taux d’humidité oscille entre 73 % et 81 %.

La dengue est la principale arbovirose transmise par Ae. aegypti. Parmi les 20 espéces de
moustiques présentes, Cx. quinquefasciatus est actuellement principalement nuisant ; a noter
gu’aucune espece d’anophéle n’est recensée. Par ailleurs, Ae. vigilax est vecteur probable de
filariose lymphatique dont la transmission est sporadique.

En Nouvelle-Calédonie, la Direction des Affaires Sanitaires et Sociales (DASS) coordonne la
stratégie de la LAV mise en ceuvre par les Communes qui sont compétentes pour mettre en
ceuvre les actions de lutte. Historiquement les actions de LAV ont essentiellement été menées
sur Nouméa et Grand-Nouméa. Le Syndicat intercommunal a vocation multiple (SIVM) du
Nord de Grande-Terre fait appel a une entreprise privée pour les traitements.

La Nouvelle Calédonie est autonome d'un point de vue réglementaire sur l'utilisation des
biocides et n’est pas dépendante des directives européennes. De fait, elle peut avoir recours
a des biocides qui ne sont plus ou pas autorisés en Europe. Les organophosphorés comme le
téméphos et le malathion (utilisés jusqu’en 2015 uniquement sur Noumeéa) pourraient
potentiellement étre employés pour les traitements. Cependant, en raison des réticences de
la population, seuls le Bti et la deltaméthrine sont utilisés.

La surveillance de la résistance aux insecticides est effectuée par I'Institut Pasteur de
Nouvelle-Calédonie dans le cadre d’une convention avec la DASS.

Ce suivi est effectué par I'exposition de femelles d’Ae. aegypti sur des papiers imprégnés
(tests en tubes) a une dose diagnostique (0,05 % pour la deltaméthrine et 5 % pour le
malathion), conformément aux recommandations de 'OMS. La surveillance de la résistance
chez les larves se fait par le test en « gobelets » soit a une dose unique soit par dose-réponse.
Aucune surveillance réguliere de la résistance n’est faite sur Cx. quinquefasciatus.
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5.2.6.1.1 Niveaux de résistance

Au début des années 1970, les premiéres observations de résistance ont été mises en
évidence pour une population d’Ae. aegypti de Nouméa, concernant deux organochlorés
(dieldrine et y- hexachlorocyclohexane ou lindane) (Mouchet, 1972). A cette époque, toutes
les souches dAe.aegypti testées présentaient une sensibilité normale aux
organophosphorés.

Aedes aegypti

Les résultats des tests de résistance publiés en 2015, réalisés sur 34 populations du Grand
Nouméa, ont montré une évolution significative de la résistance des femelles a la
deltaméthrine avec des taux de mortalités allant de 98 % (Nouméa Normandie) a 45 %
(Nouméa Vallée des Colons A) (Guillaumot et al., 2015) (cf. Figure 15).
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Figure 15. Evolution de la mortalité d’Aedes aegypti soumis a la deltaméthrine sur le Grand Nouméa
entre 2003 et 2013. (Guillaumot et al., 2015)
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Figure 16. Evolution de la mortalité d’Aedes aegypti soumis a la deltaméthrine sur le Grand Nouméa
entre 2003 et 2016.

Les lignes pointillées orange et rouge correspondent aux seuils OMS de 98 % (résistance probable) et 90 %
(résistance) de mortalité. Les points noirs représentent la mortalité moyenne observée sur la saison. (Source
Rapport d’activité IPNC 2016)

Version n°4 page 89 / 142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

Tests OMS : Malathion 5%
100+
= Ville
&
754 Bora
5 |
§ Dumbea
o gnd Kone
o
] . MiDore
E: | Noumea
21 I
g . Duvea
04
B-Dla Ou\.ta EII.!ncth[ Namundt Hsgl 2 O.Umn Ka!lrnm(ru Fl:»hu ]
Tests OMS Denamethrme 0. 05°
IO{J~
-5-!;- | Ville:
754
& | e
T . Dumbea
=
N g4 . Kone
- |
g . MiDare
| oumes
§ 254 .N me:
= | . Ouvea
0
Cuvea Ellar:r-u[ m:znon 1 :|sul f EIG \c'Df" Normandie m.:mr_n 2 Fls.1.’ 2 Cuemo na  Katmmona Fobinson Kana

Figure 17. Résultats des tests en tubes OMS réalisés sur des populations d’Aedes aegypti de 2015/2016.
(Source Rapport d’activité IPNC 2016)

Aucune résistance au malathion n’a été constatée (100 % de mortalité) en dehors du secteur
de Noumeéa ou 2 populations d’Ae. aegypti ont démontré une possible résistance vis-a-vis de
cet insecticide (mortalités de 95 et 96 %).

Figure 18. Limites géographiques des 5 secteurs du réseau de surveillance entomologique (RSE)
et nombre de maisons recensées.
(Rapport d’activité de I'Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie, 2015)

La base de tirage totalise 10330 maisons, soit environ un tiers des habitations des communes concernées.
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Les mutations F1534C, [1011M et V1016G associées a la résistance kdr ont été identifiées.
Néanmoins, les prévalences de 21 % et 23 %, pour les mutations 11011M et F1534C
respectivement, ne sont pas suffisantes pour expliquer une forte résistance aux pyréthrinoides
dans les populations d’Ae. aegypti de Nouvelle-Calédonie supposant ainsi le rbéle des
marqueurs métaboliques détectés dans le phénotype de résistance. (Dusfour, 2015).

Des marqueurs de la résistance métabolique liés aux génes de détoxication de la famille des
GST, des cytochromes P450 et des estérases (a et B) ont été mis en évidence (CYP9J28,
CYP12F7, CYP6BB2, CYPOM6, CYP6M11, CCE3, GSTE2). Ceci peut s’expliquer par la
pression de traitement exercée sur le Grand Nouméa ou une réduction des doses
d’insecticides et la rotation des molécules (PYR et OP) a été mise en ceuvre. Les autres
populations de Nouvelle-Calédonie restent sensibles a la deltaméthrine.

5.2.6.1.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

Il nexiste plus de plan de suivi de la résistance aux insecticides. Seuls des projets de
recherche ponctuels ont permis d’identifier la résistance des populations d’Ae. aegypti.

5.2.6.1.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

La contrainte essentielle réside dans le manque de moyens, notamment financiers qui ne
permettent pas d’assurer la continuité du programme de surveillance, au profit de projets
ponctuels de recherche. Faute de moyens humains suffisants, I'élevage de la souche sensible
de Cx. quinquefasciatus a été interrompu. De méme, les compétences humaines sont
insuffisantes pour couvrir I'intégralité du territoire calédonien.

5.2.6.2 Polynésie Francaise

Situés au centre du Pacifique Sud, les 5 archipels polynésiens couvrent une vaste zone
maritime d’une superficie comparable a celle de I'Europe (5,5 millions km?) : les fles de la
Société, les Marquises, les Gambier, les iles Australes et les Tuamotu (formés d’atolls). A
18 000 km de Paris, la Polynésie Frangaise compte 126 iles, dont 76 sont occupées par une
population de prés de 270 000 habitants. 70-75 % de la population polynésienne se trouve a
Tabhiti et le reste est réparti sur les autres iles, de fait la potentielle propagation des arboviroses
concerne d’avantage Tahiti, Moorea, et éventuellement Raiatea et Bora Bora (les 4 fles les
plus peuplées).

Quarante-huit communes bénéficient d’un climat chaud et humide, tempéré par les alizés du
Sud-Est. L’alternance entre saisons séches et saisons humides est relativement peu
contrastée : le climat est chaud et pluvieux de novembre a avril et, frais et sec de mai a octobre.
Les températures moyennes oscillent entre 25,8°C en février (mois le plus chaud), et 24,3°C
en aolt (mois le plus froid) et le taux d’humidité varie entre 70 % et 90 %.

La LAV est une prérogative des communes. Cependant, a Tahiti, au sein de la Direction de la
Santé (DS), le Centre d’Hygiéne et de Salubrité Publique (CHSP) met en ceuvre les actions
de LAV sur le territoire polynésien. Une section de LAV constituée de plusieurs agents, répartis
sur Tahiti, Moorea et les différents archipels de la Polynésie Frangaise, méne essentiellement
des actions de sensibilisation et d’intervention en contexte épidémique (ex. lors de I'épidémie
de Zika en 2013-2014).

La Polynésie Francaise, du fait de son statut particulier de Pays d’Outre-Mer (POM, non
soumis au statut général des Collectivités locales), suit une réeglementation locale des produits
biocides (en dehors de la réglementation européenne en la matiére). Les produits
principalement utilisés sont TAQUA K-OTHRINE (deltaméthrine) comme adulticide et le
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VECTOBAC WG (Bti) en tant que larvicide. Pour des raisons d’acceptabilité de la population
vis-a-vis du malathion (utilisé il y a environ 10-15 ans), celui-ci est n’est plus utilisé, méme en
cas d’épidémie. Néanmoins, les substances de la famille des organophosphorés
(ex. téméphos) restent encore potentiellement utilisables.

La surveillance de la résistance aux insecticides est effectuée par I'Institut Louis Malardé
(ILM), établissement public a caractére industriel et commercial, autonome mais en réseau
avec [llInstitut Pasteur et de nombreux partenaires internationaux. L’ILM réalise des
évaluations ponctuelles sur demande de la DS dans le cadre de conventions.

Ce suivi est effectué par I'exposition de femelles d’Ae. aegypti, d’Ae. polynesiensis et de
Cx. quinquefasciatus sur des papiers imprégnés (tests en tubes) a une dose diagnostique pour
la deltaméthrine (respectivement 0,05 %, 0,006 % et 0,05 %). Les souches sensibles de
références utilisées sont Bora Bora pour Ae. aegypti et, TIA (motu Tiaraunu sur I'atoll de
Teriaroa) pour Ae. polynesiensis, cette population issue d’'une zone trés isolée de toute activité
humaine peut s’apparenter a une souche de référence puisqu’elle n’a probablement jamais
été exposée a des traitements insecticides. Il n’y a pas d’élevage de souche de référence pour
Cx. quinquefasciatus.

Le suivi de la résistance aux insecticides a été réalisé sur les zones urbaines de Tahiti (cf. zone
historique de la LAV); il n’y a pas de données disponibles récentes pour les autres iles de
Polynésie Francaise.

5.2.6.2.1 Niveaux de résistance

Dés les années 1960, les premiéres observations de résistance ont été mises en évidence
pour Ae. aegypti concernant deux organochlorés (dieldrine et lindane) (Mouchet, 1967). A
cette époque aucune résistance aux organophosphorés n’était observée sur les larves.

Au début des années 1970, Ae. polynesiensis de Tahiti était sensible a tous les produits
organochlorés (DDT, dieldrine et lindane) et organophosphorés testés (malathion, fenthion,
téméphos, bromophos, chlorpyrifos et fénitrothion) (Mouchet, 1972).

En 1991 et 1992, la sensibilité des principaux moustiques vecteurs de Polynésie Frangaise
(Ae. aegypti, Ae. polynesiensis et Cx. quinquefasciatus) a été évaluée pour six
organophosphorés (bromophos, chlorpyriphos, fenthion, fénitrothion, malathion et téméphos),
deux pyréthrinoides (deltaméthrine et perméthrine) et un carbamate (propoxur). Le Tableau 24
intégre les résultats des bioessais menés sur les larves (F1).
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Tableau 24. Statut de résistance d’Aedes aegypti, Aedes polynesiensis et Culex quinquefasciatus sur I'ile

de Tahiti. (FAILLOUX, 1994)

Ae. aegypti Ae. polynesiensis Cx. quinquefasciatus
Molecule RRso RRso RRso
(IC9s) (IC95) (IC95)
Bromophos 14 0.6 4.6
(1,0-3,9) (0,1-1,0) (3,4-6,4)
Chlorpyriphos 08 0.4 5,7
(0,7-3,8) (0,1-0,7) (4,2-7,6)
Fenthion 10 0.3 2,4
(0,9-1,1) (0,1-0,5) (1,8-3,2)
Fénitrothion 0.8 0.5 5,0
(0,7-0,9) (0,4-0,6) (3,9-6,4)
. 1,5 0,6 0,3
Malathion (1,3-1,7) (0,5-0,9) (0,2-0,4)
Téméphos 2,3 1.8 4,3
(1,9-2,9) (1,4-2,4) (3,4-5,3)
e 0,8 0,8 1,2
Deltaméthrine (0,7-0,9) (0,7-0,9) (0,6-3,4)
Perméthrine 18 6.7 2.1
(1,4-2,4) (5,3-8,4) (1,3-3,4)
Propoxur 17 0.5 06
(1,3-2,2) (0,4-0,7) (0,5-0,7)

Selon 'OMS, des RRs0<5 indiquent une sensibilité de la population a I'insecticide testé, ainsi
Ae. aegypti n’était pas considéré comme résistant

Ae. polynesiensis s’est montré sensible a 'ensemble des insecticides testés, sauf pour la
perméthrine (RRso = 6,7).
Les résultats démontraient une résistance de Cx. quinquefasciatus au chlorpyriphos (RRso =

5,7) et au fénitrothion (RRso 5,0). Pour cette espéce, la résistance accrue aux
organophosphorés est associée a une forte production d’estérase Ester2. (Failloux, 1994)

Les derniéres données de résistance publiées en 2018 par I'lLM, ont montré une résistance
des femelles d’Ae. aegypti a la deltaméthrine avec des taux de mortalité allant de 82,2 %
(Pirae, VAA) a 66,4 % (Punaauia, MAT) (Figure 19).
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Figure 19. Localisation des populations d’Aedes aegypti (MAT, VAA et TIA),
d’Aedes polynesiensis (BC) et de Culex quinquefasciatus (Cx)
dont la sensibilité a la deltaméthrine a été évaluée en Polynésie Francaise.
(Rapport ILM, Tests de sensibilité aux insecticides, 2018).

Dans son rapport de 2018, I'lLM indique une possible émergence de la résistance
d’Ae. polynesiensis a la deltaméthrine (96 % de mortalité a 24h a la dose diagnostique établie
sur Ae. aegypti), qui devra étre confirmée par des méthodes biologiques et ou moléculaires
complémentaires.

Cx. quinquefasciatus a révélé une mortalité inférieure a 90 % a la deltaméthrine, sans que les
mécanismes de résistances ne soient déterminés.

5.2.6.2.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

Il n’existe pas de plan de suivi de la résistance aux insecticides. Seuls des projets de recherche
ponctuels ont permis d’identifier la résistance des populations locales de moustiques vecteurs.

5.2.6.2.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

Les contraintes et limites sont liées au territoire de la Polynésie Frangaise qui représente la
superficie de 'Europe. Malgré la concentration de la population sur 4 fles de la Société (environ
80 % de la population polynésienne), I'étendue du territoire constitue un défi logistique pour la
mise en ceuvre d’un suivi de routine.

A l'instar de la situation de Saint-Barthélemy (Antilles), il n’existe aucun contréle de I'utilisation
des insecticides mis en ceuvre par les entreprises privées pour limiter la nuisance dans les
hotels (ex. des traces de chlordécone ont été observées alors que I'usage de cette molécule
n’est pas autorisé).
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5.2.6.3 Wallis et Futuna

Le Territoire des fles Wallis et Futuna est situé dans le Pacifique Sud. D’une superficie de 142
km?, le Territoire se caractérise par son exiguité et son isolement : 22 000 km de la métropole,
2 000 km de la Nouvelle-Calédonie, 3 000 km de la Polynésie Frangaise. Les pays les plus
proches sont les iles Fidji au Sud-Ouest de Futuna (a 280 km) et les fles Samoa a I'Est de
Wallis (& 370 km) (cf. Figure 20). L’archipel est composé de trois iles principales, Wallis d’'une
part, et Futuna — Alofi d’autre part, séparées d’environ 230 km. La population du territoire est
d’un peu plus de 12 000 habitants, qui vivent pour les deux tiers a Wallis et un tiers a Futuna.

Il n'existe pas de communes a Wallis et Futuna, mais les trois circonscriptions administratives
(calquées sur les trois royaumes que compte le territoire : Uvéa pour Wallis, Alo et Sigave pour
Futuna) bénéficient d’'un climat tropical maritime, chaud et humide, pluvieux de forte nébulosité
sans saison séche. Les températures sont comprises entre 22°C et 32°C. La pluviométrie
annuelle est supérieure a 3 000 mm. Les variations diurnes et saisonniéres sont trés faibles.

Wallis-et-Futuna reléve du statut de collectivité d’outre-mer.

ILES HOORN

Figure 20. Localisation de Wallis et Futuna

La LAV est mise en ceuvre par 'Agence de Santé et le suivi de la résistance des moustiques
aux insecticides a été confié a I'Institut Pasteur de Nouvelle Calédonie.

La dengue est la principale arbovirose transmise de maniére épidémique par
Ae. polynesiensis. Ae. aegypti est présent uniquement dans llle de Wallis avec une
distribution limitée a I'environnement péri-domiciliaire (Calvez et al., 2020).

5.2.6.3.1 Niveaux de résistance

Aucune donnée n’est actuellement disponible pour ce territoire.
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5.2.6.3.2 Plan et bilan du dispositif de surveillance

Il n’existe pas de plan de suivi de la résistance aux insecticides.

5.2.6.3.3 Contraintes/limites opérationnelles et/ou organisationnelles

Les contraintes et limites sont liées a l'isolement du territoire.
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6 Propositions pour la mise en place d’un plan
de surveillance intégrée de la résistance
(PSIR) aux insecticides chez les moustiques
vecteurs en France

6.1 Préambule

Les modifications rapides du climat ainsi que l'intensification des activités humaines a I'échelle
mondiale (en particulier les échanges commerciaux) accroissent les probabilités
d’introductions d’espéces exotiques et invasives ou entrainent la modification des aires de
répartitions d'espéces déja présentent localement. Les espéces vectrices de maladies
humaines et animales ne font pas exception. Il est donc prévisible que les actions de lutte
contre ces espéces s’intensifient et par conséquent que I'on soit de plus en plus souvent
confronté aux problémes de résistances aux insecticides. Cela est déja le cas pour des
espéces telles que Aedes aegypti et Anopheles gambiae dans de nombreuses régions du
monde tandis que la résistance chez le moustique tigre Aedes albopictus est en augmentation
rapide dans certaines régions telles que I'Océan Indien ou bien I'ltalie ou I'accentuation des
traitements insecticides suites aux épidémies récurrentes de Chikungunya a contribué a
'augmentation des niveaux de résistances aux insecticides pyréthrinoides (Pichler et al. 2019 ;
Kasai et al. 2019). Si la metropole est encore relativement préservée, les territoires francais
ultra-marins sont eux déja touchés par les résistances aux insecticides chez les moustiques,
en particulier ceux qui sont responsables de la transmission d’arboviroses (voir section 5).
Dans ce contexte, il est essentiel qu’un plan de surveillance intégrée de la résistance (PSIR)
soit mis en place rapidement sur 'ensemble du territoire Frangais (France hexagonale, Corse
et territoires ultra marins) afin de garantir une réponse rapide et adaptée en cas d’émergence
et/ou de développement de résistances.

Une des particularités de la France est sa diversité géographique et administrative qui
comprend I'Europe Occidentale, 'Amérique du Sud, les Antilles, 'Océan Indien, la zone
Pacifique, Saint-Pierre et Miquelon, la Nouvelle Calédonie et les Terres Australes et
antarctiques (TAAF). Cela a un impact sur la diversité des espéces vectrices rencontrées avec
des situations de niveau et de fréquence de résistance qui peuvent étre trés variables dans
'espace et dans le temps. Le réchauffement climatique est également un facteur pouvant
affecter la distribution, la capacité vectorielle et la sensibilité aux insecticides des moustiques
vecteurs d’agents pathogénes (Benelli et al. 2021). De plus, les territoires ont des contextes
épidémiologiques trés variés, allant de I'absence de maladies humaines transmises par les
moustiques (ex. Nord de la France hexagonale) a une transmission sporadique (ex. Dengue
et Chikungunya au Sud de la France hexagonale), saisonniére (ex. paludisme en Guyane),
annuelle (ex. Dengue a la Martinique ou en Guyane) et/ou épidémique (ex. Chikungunya a la
Réunion), voire a tendance endémique (Dengue a la Réunion). Enfin, la proximité de ces
territoires avec d’autres pays ou la résistance aux insecticides est déja présente peut avoir
pour conséquence une diffusion des alléles de résistance sur le territoire Frangais par
migration (ex. Italie, région de I'Océan Indien, Caraibes, Brésil). Le PSIR tient compte de ces
particularités épidémiologiques et géographiques en particulier pour le recours a des
autorisations de molécules a titre dérogatoire qui pourra s’effectuer dans le cadre d’'une
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situation exceptionnelle (ex. forte résistance et risque sanitaire élevé) s’il n’existe pas d’autres
alternatives.

Le principe général du PSIR est de « détecter précocement I'’émergence de résistances
aux insecticides utilisés et/ou utilisables a I’échelle d’un territoire et d’apporter des
réponses graduées et appropriées en fonction du niveau de risque de résistance afin
de ralentir son extension dans I’espace et dans le temps ». Ce plan s’inspire des méthodes
et des indicateurs de surveillance de la résistance déja utilisés par TOMS (WHO 2012,
2016a,b) et le réseau international WIN?? (Dusfour et al. 2019) pour faire face a 'augmentation
des résistances chez les moustiques vecteurs de maladies émergentes.

Le PSIR se caractérise par des actions a mener a deux échelles :

o Surveillance périodique de la résistance aux _insecticides a I’échelle
populationnelle : Cela implique d’effectuer une surveillance réguliére des niveaux et
des mécanismes de résistance aux insecticides dans des « sites sentinelles » pré
établis a l'aide de méthodes biologiques, moléculaires et/ou biochimiques. Les
méthodes de captures et d’échantillonnage, les indicateurs mesurés ainsi que
l'interprétation des données sont discutés dans la section 6.2.

o Stratification du niveau de risque de résistance (RiR) a I’échelle du territoire pour
assister la prise de décision : Cela implique d’estimer le niveau de risque de
résistance aux insecticides sur 'ensemble d’un territoire en se basant sur les données
de surveillance populationnelle. Les actions de surveillance et de lutte seront ainsi
ajustées en fonction du niveau de risque (classé selon 4 niveaux) et de la situation
épidémiologique dans le territoire concerné. La délimitation du « territoire » dépendra
des contraintes locales (géographique et/ou administrative) et devra étre
préalablement définie (ex. échelle d’'un département, d’une région, d’'une collectivité).
L’échelle de stratification du risque de résistance ainsi que I‘arbre décisionnel pour
guider les actions de surveillance et de lutte sont décrits dans la section 6.3.

22 https://win-network.ird.fr/
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6.2 Surveillance de la résistance aux substances actives utilisées
en lutte

La surveillance a I’échelle populationnelle devra se faire de maniére périodique, dans
des sites définis (dits « sites sentinelles », section 6.2.1) afin de suivre I’évolution de la
résistance dans l'espace et dans le temps. Les tests de résistance devront cibler
prioritairement les insecticides couramment utilisés en LAV dans le territoire concerné
(ex. deltaméthrine pour les tests de résistance sur adultes et Bti pour les tests de résistance
sur les larves) mais un élargissement aux autres insecticides utilisés en LAV et aux molécules
utilisables a titre dérogatoire est prévu en cas de résistance avérée aux insecticides utilisés
pour la LAV. Le monitoring de la résistance pourra s’appuyer sur les activités effectuées en
routine par les opérateurs en charge de la surveillance entomologique afin d’optimiser
I'utilisation des ressources humaines et financiéres.

6.2.1 Méthodologie pour la surveillance de la résistance aux insecticides

6.2.1.1 Sélection des sites sentinelles

Pour effectuer un suivi efficace de la résistance aux insecticides, la surveillance doit étre
effectuée a travers des sites sentinelles qui ont été préétablis pour leur capacité a
représenter I'éventail des espéces de vecteurs d'intérét épidémiologique et des zones éco-
epidémiologiques et géographiques d’un territoire donné. La mise en place d’un tel réseau de
sites sentinelles vise a détecter précocement I'apparition d’une résistance et de suivre son
évolution dans I'espace et dans le temps a I'échelle du territoire. Une connaissance précise
du contexte géographique, écologique, entomologique et épidémiologique permettra aux
autorités compétentes de définir I'emplacement exact et le nombre idéal de sites sentinelles
pour la surveillance de la résistance. La distribution et le nombre de sites devront étre ajustés
en fonction des données collectées (voir section 6.3).

Les critéres généralement utilisés pour la sélection des sites sentinelles sont les suivants :

¢ Niveau de risque épidémiologique (ex. zones a fort risque de transmission
d’arboviroses et/ou de paludisme, zones frontaliéres)

o Fréquence et quantité d'insecticides utilisés a la fois pour la santé publique et
I'agriculture (ex. zone d’irrigation colonisées par les vecteurs de paludisme ; zones
urbaines et péri urbaines pour les Aedes)

e Densité de population humaine (urbaine ou rurale)

¢ Niveau de risque entomologique (Présence et abondance des vecteurs a travers
I'historique de la surveillance entomologique)

o Accessibilité/spécificité des sites

Version n°4 page 99 / 142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

Les informations a renseigner sur les sites sentinelles sélectionnés pour le suivi de la
résistance sont présentées dans le Tableau 25.

Tableau 25. Exemple de tableau énumérant les informations nécessaires pour répertorier les sites
sentinelles existants et proposés pour le suivi de la résistance aux insecticides. Source WHO 2017.

Site Site Date des Fréquence Informations
Localité Localisation? | sentinelle | existant/ des complémentai-

(oui /non) | proposé prospections prospections | resP

a Utiliser le systéme de positionnement global (GPS) ou les coordonnées cartographiques lorsque c'est possible,
ou le nom de la province, district, ville ou du village ;

b Par exemple, taille de la population, type d’urbanisation, zone agricole, actions de LAV, résistance détectée

6.2.1.2 Fréquence du suivi

Dans de nombreux pays, il n’existe pas de dispositif de surveillance de la résistance coordonné
et pérenne. La surveillance est effectuée de maniere spontanée, parfois empirique ou réactive
a des épisodes épidémiques et/ou a des échecs de traitements. Si 'on souhaite détecter de
maniére précoce les résistances dans les populations naturelles afin d’y apporter une réponse
rapide et adaptée, il est important de disposer de séries chronologiques ou périodiques de
données (biologiques et moléculaires) dans un site donné. Ainsi, il est recommandé de tester
la sensibilité des moustiques vecteurs aux insecticides couramment utilisés en LAV au moins
une fois par an dans chaque site du réseau sentinelle (WHO 2017).

6.2.1.3 Méthodes de captures entomologiques et échantillonnage

De nombreuses méthodes sont utilisées pour la capture de moustiques destinés aux tests de
résistance, que ce soit a I'état immature (larves et ceufs) ou a I'état adulte (WHO 2013). A titre
d’exemple, un réseau de piéges pondoirs représente un outil intéressant pour capturer des
espéces de moustiques invasifs comme Ae. albopictus ou le moustique tropical Ae. aegypti.
L’avantage est de pouvoir proposer un large réseau de sites de ponte attractifs pour I'espéce
cible, stables dans le temps et dans I'espace, afin de récolter un maximum d’ceufs pour les
tests de sensibilité. Pour Ae. aegypti et les Culex spp., les prospections de moustiques dans
les gites larvaires sont préconisées car elles permettent de récolter un grand nombre de larves
dans un espace et un temps relativement limité. Pour les anophéles, il est souvent plus difficile
de repérer les gites larvaires (a I'exception des espéces rizicoles) et/ou d’avoir des gites
productifs, et des captures de moustiques a I'état adulte (a I'aide d’aspirateurs a dos et/ou de
systéme de piégeage) sont généralement réalisés.

Quelle que soit la méthode de capture utilisée, 'important est de prospecter un nombre de
sites suffisant, il est recommandé d’avoir un minimum de 10 sites pour avoir une bonne
représentativité de la population échantillonnée. Il est en effet indispensable que les
échantillons a tester soient issus de plusieurs sites de reproduction afin d’éviter de prélever
des individus issus de lots d'ceufs uniques.
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6.2.1.3.1 Recommandations lors des prospections larvaires et/ou en piege-pondoirs

En l'absence de recommandations spécifiques sur la collecte d’échantillons destinés a la
surveillance de la résistance, et sur la base des recommandations de 'ECDC? sur la
surveillance des moustiques invasifs en Europe (2012), nous recommandons les méthodes
suivantes pour chaque site sentinelle :

e Pose d’au moins 4 piéges pondoirs / hectare sur une période de 4 jours et/ou,
e Prospection d’au moins 10 gites larvaires en respectant une distance d’au moins 100 m
entre les lieux de capture.

Pendant la prospection, il est important de noter le type de site de reproduction (ex. piege
pondoir, fOt, pot de fleurs, riziere, puit, canal d'irrigation) et les coordonnées GPS car certains
gites pourraient étre plus ou moins exposés/contaminés par des produits polluants et autres
xénobiotiques. Il est aussi recommandé de ne pas prospecter des moustiques juste aprés un
traitement insecticide a but agricole ou de LAV. Les échantillons collectés sur un méme site
pourront ensuite étre regroupés afin de produire un nombre suffisant d'insectes pour les tests
biologiques et ou moléculaires.

6.2.1.3.2 Recommandations lors des captures de moustiques adultes

Comme pour les larves, la variabilité génotypique de la descendance d'un adulte femelle est
limitée, de sorte que les femelles capturées a I'état sauvage devraient idéalement étre
collectées dans plusieurs lieux différents afin de garantir un échantillonnage représentatif de
la population a tester. Les méthodes de capture des moustiques adultes se font généralement
a l'aide de piégeage (pieges-lumineux, pieges fenétres, etc.), de captures sur sujets humains
(problémes éthiques), et/ou d’aspirateurs a dos (ex. aspirateur prokopack™ ou insectavac ™).
Une fois capturés, les échantillons doivent étre triées et conservés durant le transport
(climatisé dans la mesure du possible) puis ramenés au laboratoire pour y étre identifiés. En
pratique, 'OMS recommande de réaliser des tests biologiques sur la descendance (F1)
provenant d’au moins 30 femelles capturées a I'état sauvage (WHO 2016).

6.2.2 Sélection des échantillons pour les tests biologiques

L'age, I'état physiologique et le sexe des moustiques sont des facteurs importants qui peuvent
influencer les résultats des tests de sensibilité aux insecticides. L'utilisation des males n'est
pas recommandée pour les tests de résistance car ils sont généralement plus petits, ont une
sensibilité accrue aux insecticides et ont une espérance de vie plus courte. lls sont également
plus fragiles que les femelles, et ont donc tendance a avoir une mortalité plus élevée dans les
lots témoin. Les tests sont donc effectués en utilisant uniquement des moustiques femelles.

D’autre part, des études ont montré a plusieurs reprises que I'adge et I'état physiologique des
moustiques femelles (c'est-a-dire non nourries de sang ou de jus sucré, semi-gravide ou
gravide) ont un effet marqué sur leur niveau de sensibilité aux insecticides (Lines et al. 1991).
Par conséquent, il est recommandé d'effectuer des tests de sensibilité sur des femelles
adultes, agées de 3 a 5 jours, non nourries de sang et non exposées a des substances
xénobiotiques.

Afin d'obtenir des résultats normalisés en fonction du stade et/ou de I'age des adultes, il est
recommandé d’effectuer les tests de sensibilité sur la descendance des moustiques sauvages

23 Furopean Centre for Disease Prevention and Control, https://www.ecdc.europa.eu/en
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capturés, appelée communément la génération F1 élevée en conditions standardisées
(densité larvaire, nourriture, température, humidité relative, etc.).

Dans le cas ou la génération F1 ne pourrait pas étre utilisée pour les tests de sensibilité
(accessibilité limitée aux sites et/ou absence d’insectarium), il reste la possibilité de réaliser
les tests de sensibilité, soit sur des femelles adultes (FO) issues de collection larvaire, soit
directement sur les femelles capturées a I'état sauvage.

Les avantages/inconvénients de |I'utilisation des femelles sauvages (FO) et/ou de leur
descendance (F1) sont décrits dans le Tableau 26.

Tableau 26. Avantages et inconvénients de I'utilisation de la génération F1 (descendance) ou la génération
FO (femelles sauvages) pour les tests de résistance (source WHO 2016).

Génération Avantages Inconvénients

L'age des vecteurs est connu|Nécessite des infrastructures adaptées
pendant les tests ce qui permet la | (laboratoires et insectarium), ce qui limite les
comparaison directe des résultats. | endroits ou les tests peuvent étre effectués.
Permet d'avoir un nombre suffisant | Faible diversité et représentativité des
de moustiques pour les tests échantillons si la taille de I'’échantillonnage
est faible.

Génération F1
(descendance)

Nécessite peu d'installations car les | L'age et I'état physiologique des vecteurs
tests peuvent étre faits directement | sont inconnus, ce qui augmente la variabilité
sur le terrain. des tests et limite la comparaison des
Permet de quantifier plus | résultats.

précisément et directement Ila|Les moustiques peuvent avoir été pré
fréquence des alléles de résistance |exposés a un insecticide/xénobiotique,
dans les populations naturelles. modifiant ainsi les résultats des tests.

Les femelles capturées a I'état sauvage sont
potentiellement infectées et doivent donc étre
manipulées avec précaution

Génération FO
(moustiques
sauvages)

6.2.3 Recours aux tests biologiques pour la surveillance de la résistance

Les différentes étapes de la réalisation des tests biologiques ont été décrites en détail dans la
section 4.1 et ne seront donc pas reprises ici. Dans le cadre du PSIR, le choix du test
biologique a utiliser pour tester la résistance dépendra i) des insecticides ciblés?** par la
surveillance (ex. larvicides vs adulticides) et ii) de la disponibilité des doses diagnostiques pour
chaque famille d’insecticides et pour une espéce vectrice donnée (voir liste des doses
diagnostiques disponibles dans la section 4.1).

Les méthodes biologiques (bioessais) recommandées pour tester la sensibilité des
populations aux insecticides dans les sites sentinelles sont les suivantes :

¢ La méthode du test en gobelets (ou test larvaire) pour tester la résistance des
populations de moustiques aux molécules larvicides. La méthode consiste a exposer
des larves d’une population donnée (en paralléle a la souche de référence sensible) a
une série croissante de concentrations d’un larvicide pour estimer les Concentrations
Létales (CL) et ainsi calculer le Rapport de résistance 50 ou RRso (WHO 2004). Dans
le cadre des IGR (par exemple le pyriproxyféne), I'effet de l'insecticide sur les larves

24 |nsecticides couramment utilisés en LAV et/ou potentiellement utilisables (molécules alternatives et/ou
assujetties a une dérogation)
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de moustiques est exprimé en pourcentage de larves qui n’émergent pas en adulte par
rapport au controle et on parle donc d'inhibition de I'émergence des adultes (WHO
2016).

o La méthode du test en tubes OMS pour tester la résistance des populations de
moustiques adultes a des doses diagnostiques d’insecticides. La méthode repose sur
I'exposition des moustiques a des papiers filtres imprégnés d’insecticide afin d’évaluer
le statut de résistance d’'une population donnée (WHO 2016). Si une résistance est
observée/suspectée, il est recommandé de réaliser des tests d’intensité pour évaluer
le niveau de résistance de cette population (faible, modérée, fort) en exposant les
moustiques a 5 fois et 10 fois la DD recommandée par 'OMS.

o La méthode du test en bouteilles OMS pour tester la résistance des populations de
moustiques adultes aux molécules insecticides ne pouvant pas étre imprégnées sur
papier filtres (section 4.1). Ce test repose sur 'imprégnation de bouteilles en verre avec
une dose diagnostique afin d’évaluer le niveau de sensibilité de la population étudiée.
Bien qu’aucune contre-indication n’existe sur la possibilité de réaliser des tests
d’intensité avec les bouteilles, 'OMS n’a pour le moment pas validé le recours a des
tests avec 5 fois et 10 fois les DD OMS pour les molécules récemment évaluées
(tableau 28).

Le nombre minimum de moustiques a utiliser lors des tests biologiques est mentionné dans le
Tableau 27.

Tableau 27. Nombre minimum de moustiques a utiliser lors des tests biologiques pour la surveillance
de la résistance

Type de test Age Nombre de doses Nombre d’insectes par dose

Test larvaire Stade L3-4 5 (+ témoin) 100 (+100 dans le témoin)

Test en tubes 3-5 jours 1 (+ témoin) 100 (+50 dans le témoin)
Test en bouteilles 3-5 jours 1 (+ témoin) 100 (+50 dans le témoin)

Les tests biologiques effectués sur les populations de moustiques sont généralement réalisés
une seule fois a un temps donné. Lorsqu'il n'est pas possible de tester ce nombre minimum
de moustiques en une seule journée, les tests peuvent étre effectués sur plusieurs jours
jusqu'a ce que ce nombre soit atteint, a condition que des tests contrdles soient effectués en
paralléle. Dans ce cas, et pour éviter de multiples manipulations, les solutions d’insecticides
utilisées pour les tests larvaires peuvent étre conservées au réfrigérateur (4°C). Pour les tests
sur adultes, les papiers imprégnés peuvent rester dans les tubes, a condition qu'ils soient
enveloppés dans de I'aluminium et maintenu a 4°C entre les tests. Pour les bouteilles, il
n’existe actuellement pas de recommandations sur le nombre d’utilisations possibles et/ou sur
le temps de stockage des bouteilles imprégnées avec les doses diagnostiques OMS. Il est
donc préférable de retraiter les bouteilles si de nouveaux tests doivent étre effectués.

Version n°4 page 103 /142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

6.2.4 Indicateurs de résistance

L’indicateur principal mesuré lors des tests de sensibilité est la mortalité des moustiques aprés
exposition a une dose diagnostique, soit a des concentrations croissantes d’insecticides. La
mortalité est déterminée 24 heures aprées I'exposition sauf exception (ex. cas du chlorfenapyr,
voir section 4.1). La mortalité dans le contréle doit toujours étre mesurée sur la méme période
de temps et utilisée pour corriger la mortalité des moustiques traités si besoin (voir formule
d’Abbott ci-dessous). Dans le cadre des IGR, l'indicateur sera le taux d’inhibition d’émergence
des moustiques adultes (ou IE %).

La mortalité des échantillons exposés a l'insecticide (adulticide ou larvicide) est calculée en
additionnant le nombre de moustiques morts pour une méme concentration et en I'exprimant
en pourcentage du nombre total de moustiques exposés a cette concentration comme suit :

iz , Nombre total de moustiques morts
Mortalité observée (%) = - - 00
Nombre total de moustiques testés

Un calcul similaire doit étre effectué afin d'obtenir la mortalité dans le contrdle. Si la mortalité
du contrle est supérieure ou égale a 20 %, les tests doivent étre rejetés et refaits. Lorsque la
mortalité dans le contréle est strictement inférieure 20 % mais supérieure a 5 %, la mortalité
doit étre corrigée a l'aide de la formule d'’Abbott (1925), comme suit :

% mortalité observée — % mortalité controle 100

s . oY —
Mortalité corrigee ( /0) - 100—% mortalité contrdle

Dans le cadre des tests larvaires effectués avec des IGR, il est nécessaire de calculer le taux
d’inhibition de 'émergence (IE %) comme suit :

o , % adultes qui émergent avec l'insecticide
Inhibition de l'émergence (IE %) = |1 — — — | x100
% adultes qui émergent dans le contréle

Si I'émergence des adultes dans le contréle est inférieure a 90 %, le test doit étre rejeté et
répété. Lorsque le pourcentage se situe entre 91 % et 99 %, il faut corriger les données a l'aide
de la formule d'Abbott (comme ci-dessus).

La lecture de la mortalité ou de I'inhibition d’émergence sert d’indicateur principal pour estimer
les niveaux de résistance a un insecticide dans une population donnée.
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6.2.5 Interprétation des tests biologiques

6.2.5.1 Test larvaire ou en gobelets

Les données de mortalitt a chaque concentration testée permettent d’estimer les
Concentrations létales 50 (CLso) ou la Concentration inhibant 50 % de I'émergence des adultes
(IEso) par régression log-probit a I'aide de logiciels mathématiques. Le RRso est obtenu en
comparant les CLso (ou IEso) entre la population testée et la souche de référence sensible
comme suit :

CLcg (ou IEcy) de la population testée
Rapport de Résistanceg, = s0 ( 50) pop

CLsg (ou IE; ) de la souche sensible de reference

Les RRso permet de classer le niveau de résistance des larves a un insecticide dans un site
sentinelle (voir Figure 21).

6.2.5.2 Tests sur adultes

La premiére étape consiste a mesurer le taux de mortalité d’une population donnée a la
dose diagnostique d’un insecticide. Cette étape permet de mesurer la proportion d’individus
résistants dans un site sentinelle (ou résistance phénotypique). Les recommandations pour
les tests de résistances aux doses diagnostiques sont les suivantes :

e La population est sensible si la mortalité est supérieure ou égale a 98 % ;

e La population présente une possible résistance, qui doit étre confirmée par un nouveau
test, si la mortalité est comprise entre 90 et 97 %. Si ce deuxiéme test montre une
mortalité < 98 % alors la présence d’une résistance est confirmée ;

e La population est résistante si la mortalité est strictement inférieure a 90 % ;

o Pour les tests en tubes, si la résistance est confirmée, la deuxiéme étape consiste a
mesurer l'intensité de la résistance en exposant ces mémes populations a 5 fois puis
10 fois la dose diagnostique de I'insecticide considéré.

L’interprétation des résultats est la suivante ;

e Si la mortalit¢ a 5 fois la dose diagnostique est supérieure ou égale a 98 %, la
résistance est de faible intensité.

e Si la mortalité a 5 fois la dose diagnostique est strictement inférieure a 98 %, la
population est soumise a 10 fois la dose diagnostique.

e Si la mortalité a 10 fois la dose diagnostique est supérieure ou égale a 98 %, la
résistance est d’intensité modérée.

e Si la mortalité a 10 fois la dose diagnostique est strictement inférieure a 98 %, la
résistance est de forte intensité.

Les taux de mortalité aux tests sur adultes permettent ainsi de définir le niveau de
résistance des moustiques adultes pour un site sentinelle donné (voir Figure 21).
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6.2.6 Recours aux tests moléculaires et/ou biochimiques

Dans le cadre du PSIR, il est également recommandé de réaliser des tests moléculaires (et
éventuellement biochimiques) afin de détecter la présence d’'un alléle de résistance et, si
possible, d’estimer sa fréquence dans une population. Cela peut étre réalisé sur un sous
échantillon de moustiques préalablement utilisés lors des tests de sensibilité. Ceci est
particulierement important afin de i) détecter de maniére précoce I'apparition d’une résistance,
ii) d’identifier une résistance croisée potentielle (c.a.d. une résistance a plusieurs familles
d’insecticides) et iii) d’anticiper d’éventuels échecs opérationnels. Ceci est particulierement
utile si quelques individus survivent a des concentrations normalement létales pour une
population sensible (par exemple si entre 2 % et 10 % des individus survivent a une dose
diagnostique OMS). Ces informations vont servir pour la planification et la mise en ceuvre des
actions de lutte et de surveillance, en particulier pour ajuster le niveau de résistance (voir
Figure 21) et pour guider le choix des insecticides a utiliser en LAV. Enfin, I'estimation de la
fréquence des alléles de résistance s’avére indispensable dans le cadre de I'évaluation de
I'efficacité d’'un programme de gestion de la résistance (ex. rotations, mélanges d’insecticides).

Dans la mesure ou il n’existe pas de recommandations internationales sur les méthodes de
détection moléculaire de la résistance (comme c’est le cas pour les tests biologiques), nous
ne pouvons pas préconiser de méthodes de référence a utiliser dans le cadre du PSIR.
Toutefois, un panel d’outils biochimiques et moléculaires pour détecter la présence de
marqueurs de résistance est décrit dans la section 4.2. Quelle que soit la méthode utilisée,
il est conseillé de tester au moins 50 individus par site sentinelle afin de détecter un
marqueur de résistance présent a une fréquence allélique de 1 %.

Pour les tests génomiques (reposant sur des marqueurs ADN), les moustiques issus des tests
de sensibilité doivent étre stockés dans des micro tubes, étiquetés, et maintenus dans du
silicagel a température ambiante (adultes) ou dans de I'éthanol a 70 % (larves) ou conservés
a - 20°C en attendant les analyses.

Pour les tests biochimiques, il est impératif de conserver du matériel biologiqgue congelé a
- 20°C (a partir de moustiques vivants) dans des tubes individuels pour éviter la dégradation
rapide des protéines.

Pour les tests transcriptomiques (reposant sur 'ARN), il est important de conserver les
échantillons individuellement dans des tubes de collecte contenant un conservateur (ex. RNA
Later®, DNA/RNA Shield) et/ou a - 80°C afin de stabiliser les ARN et d’empécher leur
dégradation.

La fréquence allélique se calcule comme suit :

Nombre d’individus héterozygotes + 2 x Nombre d’individus homozygotes résistants

FR) = [ ]1X 100

2 x le nombre d’individus testés

L’interprétation des résultats est la suivante :

o Alléles de résistance non détectés car non recherchés (donnée manquante) ;

o Alléles de résistance non détectés par des méthodes biochimiques et/ou
moléculaires (F(R) = 0) ;

o Alléles de résistance détectés par des méthodes biochimiques et/ou
moléculaires (F(R) > 0).
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Tableau 28. Indicateurs utilisés pour définir le niveau de résistance a I’échelle populationnelle.

Mécanismes de résistance?
Tests biologiques Sl EL o Niveau de
(OMS)’ résistance (tests Marqueurs Inhibiteurs Résistance
biologiques) moléculaires et/ou enzymatiques
biochimiques (test synergiste)
2 98 % mortalité a DD Sensible Absents (ou non recherchés) 0
OMS (adultes)
ou Sensible mais Présents a faible fréquence
RRs < 5 (larves) présence d'alleles o 1
de résistance (= Point de bascule)
<98 % mortalité a
5 fois DD OMS et
298 % a 10 fois DD Reésistance Présents (ou non recherchés) 2
OMS (adultes) modérée
ou
5 <RRs5p< 10 (larves)
<98 % mortalité a
10 fois DD OMS
(adultes) Résistance forte Présents (ou non recherchés) 3
ou
RRso > 10 (larves)

DD : Dose Diagnostique ; RRso résistance ratio 50 ;
' Les tests biologiques (bioessais) sur adultes avec doses diagnostiques définies par ’TOMS (DD OMS)
ou bien sur larves (dose-réponse) donnent les indicateurs requis pour évaluer le niveau de résistance

populationnelle.
2Présence d'alléles de résistance sur la base de tests moléculaires (marqueurs de résistance connus),

biochimiques (activités enzymatiques) ou de bio-tests avec des inhibiteurs enzymatiques (effet des
synergistes sur le phénotype de résistance). Ces indicateurs sont complémentaires aux tests
biologiques et permettent d’avoir une caractérisation plus fine des mécanismes de résistance dans une
population.

6.2.7 Recours aux tests synergistes (inhibiteurs enzymatiques)

En I'absence de capacités techniques et logistiques pour la réalisation de tests moléculaires
et/ou biochimiques, le recours a des tests synergistes peut permettre d’identifier de maniére
simple et efficace l'implication d’enzymes de détoxication dans la résistance (résistance
métabolique).

Les méthodes d’utilisation des molécules synergistes en combinaison avec des bioessais sont
décrites en section 4.1.

Chez les adultes, les tests synergistes ne sont recommandés que si les taux de mortalité
des moustiques exposés a des doses diagnostiques sont < 90 % (car I'effet du synergiste
ne peut pas étre évalué de facon fiable si la sensibilité des moustiques est élevée). A l'issue
de ces tests, il est possible de savoir si un phénotype de résistance est causé nullement
partiellement, ou enti€rement par une résistance de type métabolique.
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L’interprétation des résultats selon les critéres de 'OMS est |a suivante :

« Sensibilité a I'insecticide entiérement restaurée aprés une préexposition a la
molécule synergiste (c'est-a-dire une mortalité = 98 % dans les échantillons exposés
au couple synergiste / insecticide) ; cela suggére qu’un mécanisme de résistance
métabolique est seul responsable du phénotype de résistance observé.

o Sensibilité a 'insecticide partiellement restaurée aprés une préexposition a la
molécule synergiste (c'est-a-dire une mortalité dans les échantillons exposés au
couple synergiste / insecticide < 98 % mais supérieure de 10 % a la mortalité
enregistrée avec l'insecticide seul). Cela suggére qu’'un mécanisme impliquant des
enzymes de détoxication est partiellement responsable du phénotype de résistance
observé mais que d’autres mécanismes de résistance y contribuent également.

o Sensibilité a I'insecticide non restaurée aprés une préexposition a la molécule
synergiste (c'est-a-dire une mortalité dans les échantillons exposés au couple
synergiste / insecticide < 98 % mais pas supérieure de 10 %% a la mortalité enregistrée
avec linsecticide seul). Cela suggére que le phénotype de résistance observé
n’'implique pas les enzymes de détoxication.

Chez les larves, I'exposition au synergiste (ex. PBO) s’effectue tout au long de I'exposition
avec l'insecticide. Les tests synergistes sont préconisés si le RRso dans une population donnée
est supérieur a 5 (ce qui indique la présence de résistance). Les données de mortalité
obtenues a chaque concentration permettent d’estimer le Ratio de Résistance 50 Synergisé
(ou RRSs50) en calculant le rapport entre la CLso de la population testée et celle de la souche
de référence sensible en présence d’un synergiste, comme suit :

CLgq de la population testée avec synergiste

Ratio de résistancez, synergisé = ~ -
g CLg, de la souche de réference avec synergiste

L’interprétation des données est la suivante :

o Si le RRS5 n’est pas significativement différent du RRso (chevauchement des
intervalles de confiance a 95 %), cela suggére que la sensibilité a I'insecticide n’est
pas modifiée en présence de l'inhibiteur enzymatique et que la résistance n’est donc
pas causée par les enzymes de détoxication étudiées.

¢ Si le RRSs est significativement supérieure a 1 mais inférieur au RRso (non
chevauchement des intervalles de confiance a 95 %), cela suggére que la
sensibilité a l'insecticide n’est pas totalement restaurée en présence de l'inhibiteur
enzymatique et que la résistance est partiellement causée par les enzymes de
détoxication étudiées.

¢ Enfin, si le RRSso n’est pas significativement différent de 1, cela suggére que la
sensibilité a linsecticide est complétement restaurée en présence de linhibiteur
enzymatique et que la résistance est entiéerement due aux enzymes de
détoxication étudiées.

25 |e critére d’'une augmentation de 10 % de la mortalité aprés exposition au synergiste préconisé par lOMS est
indicatif. Si la présence de résistance métabolique est suspectée selon ce critére, il est préconisé de confirmer ce
résultat en comparant I'effet du synergiste entre une population sensible de référence et la population résistante
étudiée
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A/ TEST BIOLOGIQUE SUR ADULTE B/ TEST BIOLOGIQUE SUR LARVE D/ TESTS SYNERGISTES SUR LARVE
Détermination de la prévalence du phénotype résistant Détermination de I'intensité de la résistance Mise en évidence du role des enzymes de
(Doses-réponse) détoxication (résistance métabolique)
Test de sensibilité utiisant la dose diagnostique de [OMS Test larvaire avec concentrations croissantes sur Test larvaire avec inhibiteur d’enzymes pour estimer
(test tube ou en bouteille) pop sauvage et sensible pour estimer le RR5g le Ratio de Résistance 50 Synergisé (RRSs,)
¥ 4 . & & 1 & 4
Mortalité298%  Mortalité 90-97% Mortalité < 90% RRy <5 5< RR; <10 RRSs;=RRs,  RRS;<RRg, mais >1
Sensible. Résistance suspectée  Résistance confirmée Sensible Résistance Mécanisme Mécanisme
Répéter le test ‘ modérée non impliqué partiellement
impliqué
Mortalite<08%  _
C/ TEST MOLECULAIRE & BIOCHIMIQUE E/ TESTS SYNERGISTES SUR ADULTE
Détermination de I'intensité de la résistance * _ : :
Mise en évidence de la présence d'alléles de Mise en évidence du role des enzymes de
Test de sensibilité¢ avec X5 la dose diagnostique résistance. L'interprétation dépend du test utilise détoxication (résistance métabolique)
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Figure 21. Schéma récapitulatif du dispositif de surveillance de la résistance des moustiques au stade adulte et larvaire (modifié d’aprés WHO 2016 a,b).
* test d’intensité actuellement préconisé par I'OMS.

(A) Détermination du statut de résistance avec les doses diagnostiques OMS et des niveaux de résistance lors des tests d’intensité (a 5 et 10 fois la DD) ; (B) Détermination des
niveaux de résistance chez les larves avec le RRso ; (C) Recherche des mécanismes de résistance avec les tests biochimiques et moléculaires et/ou (D/E) les tests synergistes.
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6.3 Stratification du risque de résistance a I’échelle territoriale
pour aider a la prise de décision

La résistance est un phénoméne dynamique dans I'espace et le temps sous l'influence des
flux de génes entre populations de moustiques, des effets démographiques mais aussi des
variations des pressions de sélection (LAV ou autre usage des insecticides). L’évaluation du
niveau de risque ne doit donc pas se limiter au niveau « populationnel » mais doit également
prendre en compte la diversité des situations a I'échelle du territoire, afin de proposer des
actions de LAV et de gestion de la résistance sur une zone géographique donnée. Dans cette
partie, nous nous attacherons a fournir des lignes directrices pour I'évaluation du risque de
résistance a I'échelle territoriale, avec pour objectif que celles-ci soient interprétées et
adaptées selon le contexte local. Il est en effet impossible, étant donné la diversité
geéographique, administrative et écologique de donner des critéres stricts applicables a tous
les cas de figures. L’opérateur de terrain, en accord avec I'organisme décideur (voir section
6.4), sont les plus a méme de définir avec cohérence les stratégies a adopter selon le territoire
concerné.

6.3.1 Définition du territoire

Le concept de territoire est complexe a définir de maniéere précise. Cette définition peut varier
selon les contraintes locales (géographique et/ou administrative) mais aussi en fonction de
'espéce vectrice surveillée. C’est pourquoi nous nous limiterons ici a une définition
opérationnelle du territoire. Dans le cadre d’un PSIR, un territoire constitue un espace a
I’échelle duquel la LAV et la gestion de la résistance ont un sens. Ceci inclus en particulier des
critéres d’homogénéités géographique et écologique, les capacités de dispersion active et
passive (vent, moyens de transport) des especes vectrices surveillées, mais aussi plus
prosaiquement, des zones subissant les mémes activités de LAV et de surveillance. Un
territoire peut donc étre une zone géographique (une cote, un delta, efc.) ou une entité
administrative (une collectivité, un département ou une région). Il est ainsi possible qu’un
opérateur de terrain souhaite définir plus d’un territoire sur la zone dont il a en charge la
surveillance. Dans le cadre du présent PSIR, le territoire est donc une entité a I’échelle
de laquelle une stratégie homogeéne et réfléchie de gestion de la résistance pourra étre
appliquée.

Dans ce cadre, le territoire doit étre défini en amont de la surveillance, car le nombre et la
répartition des sites sentinelles en dépendent. Le nombre de sites sentinelles pour un territoire
est un des parameétres essentiels permettant une surveillance efficace de la dynamique spatio-
temporelle de la résistance. Plus le nombre de sites sentinelles sera grand, plus précise sera
la surveillance. Evidemment ce nombre dépend également de la surface du territoire a
surveiller, de son hétérogénéité écologique et épidémiologique, et ainsi que des moyens
humains et financiers a disposition. Cependant il est recommandé d’avoir un minimum de 10
sites pour un territoire donné.
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6.3.2 Stratification du niveau de risque (Tableau 29)

Avec pour obijectif de faciliter la classification et la comparaison entre territoires, 4 niveaux de
Risque de Résistance (RiR) ont été définis. Le niveau de RiR d’un territoire dépend de deux
critéres i) des niveaux de résistance observés a I'échelle populationnelle (voir Tableau 28) et
ii) de la fréquence d’apparition/d’occurrence a I'échelle du territoire. Un niveau de RiR est
évalué et n’a un sens que pour un couple espéce vectrice/substance active dans un territoire
donné. Afin de déterminer le niveau de RIiR, il faut considérer la fréquence des sites
sentinelles avec les plus forts niveaux de résistance et se reporter au tableau ci-aprés
(Tableau 29).

Chaque niveau de RiR implique des actions en termes de surveillance ou de LAV (voir 6.3.3).

= Risque de Résistance de niveau 0 (RiR 0) :

Un RiR 0 indique que le territoire est considéré comme a faible risque de résistance vis-a-vis
de l'insecticide testé. Ce classement est attribué a un territoire si aucune résistance n’y a été
détectée (mortalité des adultes = 98 % avec les concentrations diagnostiques de 'OMS ou
RR50 < 5 pour les larves) dans I'ensemble des sites sentinelles, ou si moins de 10 % des sites
sentinelles surveillés ont un niveau de résistance 1. Une surveillance de routine de la
résistance doit étre maintenue.

= Risque de Résistance de niveau 1 (RiR 1) :

Un RIiR 1 indique une situation de début d’émergence de résistance vis-a-vis de I'insecticide
testé et correspond a une situation ou la résistance atteint une fréquence proche du « point
de bascule » (voir section 3.3) ou des alléles de résistance a un insecticide donné sont
présents a faible fréquence et ou la résistance est susceptible d’émerger a court terme. Ce
niveau de RiR doit donc entrainer une adaptation de la surveillance. Ce classement est attribué
a un territoire si plus de 10 % des sites sentinelles montrent un niveau de résistance 1 ou si
des populations isolées montrent un niveau de résistance 2 sur le territoire.

= Risque de Résistance de niveau 2 (RiR 2) :

Un RIR 2 indique une résistance modérée (mortalité des adultes < 98 % a 5 fois les
concentrations diagnostiques de 'OMS et = 98 % a 10 fois les concentrations diagnostiques
de 'OMS ou 5 < RRso < 10 pour les larves) répandue a I'échelle du territoire ou la présence
de guelques populations isolées montrant une résistance forte vis-a-vis de l'insecticide testé.
Dans cette situation, il existe un risque de diminution de I'efficacité d’un insecticide donné a
I'échelle du territoire ou bien un risque de perte d’efficacité locale pour cet insecticide. Ce
classement est attribué a un territoire lorsqu’une proportion supérieure a 10 % des sites
sentinelles sont a un niveau de résistance 2 ou si un niveau de résistance 3 est observé sur
moins de 50 % sur le territoire.

Version n°4 page 111 /142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

= Risque de Résistance de niveau 3 (RiR 3) :

Un RiR 3 indique une résistance forte (mortalité des adultes < 98 % a 10 fois les
concentrations diagnostiques de 'OMS et/ou RRso > 10 pour les larves) et répandue sur le
territoire vis-a-vis de l'insecticide testé. Il existe un fort risque d’une perte totale du contrdle de
I'espéce vectrice sur le territoire concerné. Ce classement est attribué a un territoire lorsqu’une
proportion supérieure a 50 % des sites sentinelles sont a un niveau de résistance 3.

Les seuils de proportions de populations a I'échelle du territoire sont donnés a titre indicatif.
Ces seuils peuvent étre ajustés en fonction de I'espéce vectrice concernée, de la configuration
du territoire ou de la répartition des sites sentinelles.

Tableau 29. Stratification du risque de résistance a I’échelle du territoire.

Proportion de sites a I’échelle du territoire
Sites isolés Sites multiples | Majorité des sites
(<10 %) (10-50 %) (> 50 %)
RiIRO0 RIiR 1 RIiR 1
Niveau de
résistance a . : :
I’échelle du site 2 SIS 2 MR 2
(Tableau 28)

L’annexe 2 illustre la stratification du risque de résistance pour certains couples espéces
vectrices — substances actives pour certains territoires frangais.

6.3.3 Diagramme d’aide a la prise de décision en matiére de surveillance et de
lutte antivectorielle (Tableau 30)

Le classement d’un territoire dans I'une ou l'autre des catégories de RiR doit entrainer
une prise d’actions rapide dans le but d’enrailler I’évolution potentielle de la résistance.
L’'objectif est de préserver lefficacité des biocides concernés et déviter tout échec
opérationnel.

Les actions a ajuster en fonction du RiR sont de deux types : d’une part les actions en lien
avec la surveillance de la résistance et des actions de LAV et d’autre part, la gestion de la
résistance vis-a-vis de I'insecticide concerné (voir Tableau 30).

La surveillance de la résistance doit étre renforcée dés le niveau de RiR 1. Le passage en
RiR 2 doit déclencher la sélection de substances actives alternatives autorisées et/ou
utilisables a titre dérogatoire et la réalisation de tests biologiques afin d’évaluer leur potentiel
pour la gestion de la résistance et pour leur utilisation en LAV.

La caractérisation des mécanismes de résistance et leurs fréquences respectives dans les
populations est également conseillée car cela permet d’obtenir des informations qui peuvent
avoir un impact en termes de gestion (résistance croisée, réversion possible de la résistance,
dynamique spatio-temporelle, etc.).

Version n°4 page 112 /142 Juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « n° 2020-SA-0029 - RMVI »

Les actions en termes de surveillance doivent étre accompagnées d’actions qui concernent
'adaptation de la LAV (cf. annexe 3 « gestion des résistances aux insecticides ») afin
d’enrayer une évolution défavorable de la résistance dans le territoire concerné, voire méme
d’inverser sa dynamique lorsque cela est possible. Cela peut se faire en réduisant la fréquence
des traitements, en alternant les insecticides autorisés dans le temps ou dans I'espace ou en
privilegiant des actions de lutte non chimiques. Enfin, le passage en classe RiR 2
s’accompagne de la sélection de substances actives alernatives autorisées?® et/ou utilisables
a titre dérogatoire et la réalisation des tests biologiques ainsi que d’essais d’efficacité de
substances alternatives en conditions semi-opérationnelles afin d’anticiper le changement de
substance utilisée pour la LAV.

En RiR 3, une modification forte des actions de LAV est attendue. L’arrét de I'utilisation de
l'insecticide concerné sur I'espéce cible est préconisé sur le territoire car son efficacité
opérationnelle n’est plus garantie. Des méthodes de lutte complémentaires (physiques,
biologiques, génétiques) devraient étre déployées si des études pilotes ont été préalablement
conduites sur le territoire donnée (ex. lachers de moustiques males stériles) et si cela est
accompagné d’un suivi et d’'une évaluation rigoureuse de leur efficacité et acceptabilité. La
sensibilisation des communautés et leur implication dans les actions de LAV est également un
facteur important pour la réussite de la lutte.

Enfin, le fait que la gestion du risque de résistance soit appréciée a I'’échelle du territoire ne
doit pas empécher la gestion du risque a I'échelle locale par des actions ciblées. Ainsi, la
détection d’une résistance forte dans un site sentinelle (niveau de résistance 3) doit a minima
entrainer une attention accrue lors des surveillances futures et, dans la mesure du possible,
entrainer l'arrét de I'utilisation de I'insecticide concerné dans la zone.

26 || est & noter qu’actuellement en France seule la deltaméthrine est utilisée en tant qu’adulticide et qu'’il n’existe
pas de molécules alternatives appropriées pour un usage LAV (mode d’action différent, disponibilité de
formulations). Il n’existe pas de larvicide autorisé utilisable en milieux naturels autre que le Bti.
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Tableau 30. Arbre décisionnel des actions de surveillance et de lutte antivectorielle a mettre en ceuvre en
fonction du risque de résistance (RiR) a I‘échelle du territoire (pour un insecticide et une
espéce donnée).

ACTIONS

RiR Surveillance de la résistance LAV

RiR 0 |- Monitoring de routine a maintenir - Actions de LAV inchangeées

RiR1 |- Renforcement du monitoring de la|- Actions de LAV inchangées.

rgsstance (augmentation ’du nombre de | . conceptualisation d'un plan de gestion de
sites et de la frequence de |5 rgsistance adapté localement.
prélevements).

RiR2 |- Poursuite du monitoring de la|- Modifications modérées des actions de

résistance LAV (réduction des traitements, alternance

- Sélection de molécules alternatives d'insecticides autorisés dans l'espace /

autorisées et/ou utilisables & titre temps,, recours 4 ”des methodes

dérogatoire dans la surveillance. compléementaires (piegeages, lutte
L ..., | physique, etc.).

- Réalisation de tests de sensibilité|> q. )_ . - _

ciblés sur les populations montrant les |~ ?SS?'S d'efficacite en COI”IdItIOI‘]S’ semi

plus fortes résistances pour évaluer leur operatlgnnelles avec des .r.nolecules

potentiel dans la geston de la alternatives autorisées et/ou utilisables a

résistance. titre dérogatoire.

- Intégration des molécules alternatives

autorisées et/ou utilisables a titre

dérogatoire dans la surveillance.

- Poursuite du monitoring de la|- Modifications importantes des actions de

résistance. LAV (ex. arrét du traitement, recours a des

- Intégration des molécules alternatives | iINSecticides  alternatifs ~ autorisés  et/ou

autorisées et/ou utilisables a titre | Ulilisables a titre dérogatoire (ex. cas

dérogatoire dans la surveillance d'épidémie), recours a des stratégies de

territoriale. lutte innovantes (si preuve de concept)).
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6.4 Contributeurs et acteurs potentiels

Pour l'organisation du plan de surveillance et afin que les différents plans locaux aient une
cohérence entre eux, il sera nécessaire d’'impliquer différents acteurs, a savoir :

une organisation institutionnelle territoriale qui s’occupera du pilotage et de la mise
en ceuvre du PSIR (ex. ARS, DASS). Cette organisation sera en charge de la mise en
place d’'une convention avec les partenaires compétents (opérateurs, Collectivités,
laboratoires de recherche) pour assurer la mise en place du plan de surveillance de la
résistance dans des sites sentinelles d’intérét selon un cahier des charges précis (il
faudra délimiter la taille du territoire, le nombre de sites sentinelles a prospecter, la
fréquence du suivi, et le nombre de tests biologiques et moléculaires a réaliser en
fonction des espéces et des insecticides ciblés, efc.).

des opérateurs de terrain qui assureront la supervision des enquétes de terrain et la
collecte des données/échantillons dans le réseau de sites sentinelles identifiés. Ces
opérateurs, selon leur niveau de formation, de compétence et d’accés aux
infrastructures adéquates, pourront également contribuer a la réalisation des tests
biologiques (Collectivités Territoriales, Secteur prive, etc.). lls assureront une liaison
permanente avec l'autorité centrale en charge de la surveillance.

des laboratoires spécialisés (structures privées ou laboratoires académiques)
pouvant apporter une aide technique dans la mise en place des protocoles de
surveillance (méthodes de tests biologiques, moléculaires et biochimiques), dans la
mise en oeuvre des stratégies de lutte (conventionnelles vs alternatives), ainsi que
dans 'analyse et l'interprétation des données.

L’élaboration d’un plan de surveillance intégré nécessitera :

un pilotage local afin d’établir le périmétre du territoire, une description des objectifs et
du contexte de la surveillance, et des outils pour réaliser le plan,

une description du fonctionnement et des modalités de gestion des ressources, du
traitement et de [linterprétation des données, des modalités de surveillance
(surveillance évenementielle / surveillance programmée),

une articulation avec la formation et la communication autour du plan.

une cohérence régionale et nationale. En effet, une organisation en réseau présente
'avantage de partager rapidement les expériences, les connaissances et parfois les
moyens permettant ainsi des économies d’échelle et la pérennisation des méthodes et
des ressources.

L’ensemble des données collectées pourraient étre ensuite regroupées et analysées au sein
d’'un Observatoire De la Résistance (ODR) chargé de veiller a la bonne mise en ceuvre des
protocoles, a l'analyse des données, et la réalisation de cartes de risque de résistance a
I'échelle du territoire national afin de fournir une réponse rapide, appropriée et graduée.
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6.5 Spécificités pour les substances actives utilisées a titre
dérogatoire

Le recours a des molécules non-autorisées en LAV pourrait étre nécessaire dans des
situations exceptionnelles, c’est-a-dire en cas de risque de résistance élevé et dans le cadre
d’une situation sanitaire préoccupante (épidémie). A ce jour, il existe des substances actives
potentiellement utilisables (voir section 3.1). En principe, lorsque des substances actives ne
sont utilisées qu’exceptionnellement, la pression de sélection qu’elles exercent est faible. Par
conséquent, 'émergence d’'une résistance spécifique a ces substances actives est peu
probable. Cependant, il existe des résistances croisées, en particulier pour des substances
actives qui partagent un méme mode d’action. Certains mécanismes de résistance non liés a
la cible, tels que la détoxication ou la résistance cuticulaire peuvent également avoir des
spectres de résistances difficilement prévisibles. Il est donc possible qu'un mécanisme de
résistance sélectionné suite a une pression de sélection d’'une substance active autorisée
entraine des résistances a d’autres substances actives, y compris a celles non autorisées. Il
est donc recommandé d’intégrer des substances actives potentiellement utilisables a
titre dérogatoire, dans le PSIR dés le RiR2 afin d’éviter d’avoir recours a des
substances alternatives pour lesquelles les vecteurs sont déja resistants sur le terrain.
Le déploiement de ces molécules pour la LAV n’est préconisé qu’en niveau RiR 3. Enfin,
certaines substances actives utilisées a titre dérogatoire en France, peuvent étre autorisées
dans d’autres pays ou en agriculture. C’est pourquoi, une surveillance des résistances a ces
substances reste justifiée. Elle peut notamment se faire par de la veille bibliographique (pour
les substances autorisées dans d’autres pays) ou encore a minima en réalisant des tests sur
les populations nouvellement identifiées comme résistantes, ou avec des facteurs de
résistances inhabituelles ou avec des mécanismes de résistance nouveaux.

Dans le cadre de l'identification et de la sélection de substances actives utilisables a titre
dérogatoire, plusieurs critéres nécessitent d’étre pris en compte dont :

o ['établissement d'une liste de ces substances utilisables a titre dérogatoire ;

e |e délai d’obtention de l'autorisation ;

e la disponibilité d’un protocole de test biologique au point pour chacun des couples
espéces-substances ;

¢ la collecte des données historiques sur la résistance a ces molécules dans d’autres
pays et/ou sur d’autres espéces (veille bibliographique).
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7 Conclusions du groupe de travail

Ce rapport propose aux décisionnaires et gestionnaires une revue de la situation en termes
de résistance des moustiques aux insecticides sur le territoire francais au regard des données
disponibles et des auditions des organismes impliqués dans les actions de lutte antivectorielle
(LAV). Des lignes directrices pour la surveillance de la résistance des moustiques vecteurs
aux insecticides sont proposées notamment par la mise en place d’'un plan de surveillance
intégrée de la résistance (PSIR) applicable a 'ensemble du territoire national afin de garantir
une réponse rapide et adaptée. Ce plan se fonde sur des actions a mener d’une part a I'échelle
populationnelle en effectuant une surveillance réguliere des niveaux et des mécanismes de
résistance aux insecticides dans des sites sentinelles et, d’autre part a I'échelle du territoire
par une estimation du niveau de risque de résistance (RiR). Cette estimation du risque
permettra d’'accompagner la prise de décision et de guider les actions @ mener en termes de
surveillance et de LAV. Ces actions devront tenir compte d’autres paramétres comme par
exemple la situation épidémiologique et les ressources disponibles dans le territoire concerné.

Le PSIR repose sur les recommandations de 'OMS en matiére de tests, de pratiques
d’échantillonnage, d’indicateurs et d’interpretation des données. Le dimensionnement des
moyens humains et financiers sur chaque territoire est un élément important a considérer pour
sa mise en ceuvre.

Au regard de I'état des lieux de la résistance aux insecticides des moustiques vecteurs, il
apparait une hétérogénéité des territoires (indépendamment de leur situation géographique,
climatique, entomologique ou épidémiologique), notamment concernant les dispositifs de suivi
(acteurs et moyens sensu lato), mais également concernant le risque de résistance et sa
répartition a I’échelle de chaque territoire (cf. section 5).

En effet, si dans certains territoires les phénoménes de résistance et leurs mécanismes sont
identifiés et suivis, pour d’autres régions du territoire frangais les dispositifs de suivi sont
« lacunaires » voire inexistants, et mériteraient d’étre renforcés et pérennisés, tant du point de
vue de I'organisation du plan de surveillance que de la continuité des actions de suivi.

Nonobstant les outils et les pratiques de LAV des différents acteurs (souvent identiques ou
comparables), il apparait important d’anticiper le risque dans les territoires ou la résistance est
absente ou non détectée afin de préserver I'efficacité des produits biocides. Pour les territoires
d’ores-et-déja soumis a un niveau de RiR élevé, il convient de proposer des adaptations des
pratiques sur la base de techniques innovantes et respectueuses de I'environnement. Cette
évolution des pratiques devra étre adoptée par les opérateurs et soutenue par les autorités en
lien avec la recherche afin denvisager des actions dont l'acceptabilité sociale et
environnementale permettra leur mise en place.

Les substances actives utilisables en LAV, plus encore qu’en agriculture, peuvent étre
considérées comme une ressource limitée ; leur faible nombre fait de ces substances actives
un enjeu clef dans le contrble des espéces vectrices de pathogénes. L’évolution des
résistances a ces biocides est donc une problématique préoccupante qui nécessite une
attention particuliere. Dans ce contexte, la mise en place de ce PSIR est stratégique afin
de préserver ces outils de LAV a long terme. L’évolution des résistances en réponse a une
pression de sélection est un phénomeéne qui se fait dans le temps. C’est pourquoi il est
souligné qu’une surveillance efficace se congoit a long terme, avec un suivi pluriannuel de
sites d’intéréts répartis sur les territoires a surveiller. Une détection précoce des résistances
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garantit de meilleures probabilités de succés dans la prévention de I'emergence ou
dans le contréle de celles-ci.

Le groupe de travail suggére les recommandations suivantes pour améliorer la
surveillance de la résistance au niveau national :

e Inscrire les activités de surveillance de la résistance comme une mission spécifique de
I'activité de LAV. Cela implique :
o Une identification des capacités et des moyens disponibles ;
o Une augmentation potentielle des ressources humaines et matérielles allouées
aux acteurs pour cette activité ;
o De promouvoir/actualiser la formation des opérateurs sur les méthodes de la
détection de la résistance et sur leur interprétation.

o Mettre en ceuvre le PSIR dans I'ensemble des territoires francais. Cela nécessitera :

o De renforcer en priorité la surveillance dans les territoires ou il y a peu de
données et ou le risque d’émergence est important (par exemple, les
départements de I'Océan indien et Pacifique, France hexagonale, voir détails
en section 5) ;

o D’identifier les acteurs potentiels et développer les liens et partenariats entre
les différents intervenants d’'un méme territoire (ex. ARS, CT, opérateurs,
organismes de recherche), par exemple en promouvant des projets
collaboratifs mixtes ;

o La mise a disposition de moyens dédiés répartis entre les différents acteurs.

o Favoriser les projets de recherches appliqués et fondamentaux permettant :

o Une amélioration de la connaissance de la dynamique de la résistance, de sa
gestion et de son impact pour la LAV ;

o La caractérisation de nouvelles molécules insecticides et synergistes (mode
d’action, mécanismes de résistance, impact sur les écosystémes, formulations
utilisables en LAV, etc.) ;

o La caractérisation de nouvelles cibles insecticides (ex. récepteurs glutamate,
récepteur ryanodine, récepteur a I'octopamine) ;

o L’évaluation de I'efficacité de nouvelles stratégies de LAV, respectueuses de
I'environnement et socialement bien acceptées.

e Création d’'un observatoire national de la résistance afin de coordonner le PSIR, dont
les missions seraient de :

o Créer une base de données nationale de la résistance permettant de centraliser
et d’actualiser les données de surveillance, de générer des cartes de risques
de résistance ;

o Fournir une expertise technique et scientifique en LAV aux décideurs ;
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o Fournir un appui matériel (souches de références, matieres actives,
surfactants, papiers imprégnés?’, bouteilles, kits de tests, etc.) ;
Réactualiser les doses diagnostiques et les protocoles de test ;
Diffusion de I'information au sein des acteurs du PSIR ;

o Soutien pour la communication et la sensibilisation des populations sur les
problématiques de la résistance.

o Evaluer l'efficacité des nouvelles approches de LAV (autodissémination, piégeage,
technique de l'insecte stérile).

o Encourager les méthodes sans insecticides (cf. communication de la Commission
européenne du 11/12/2019 n°COM/2019/640 sur le « le pacte vert pour 'Europe »%®)
pour une lutte durable et acceptable par les populations.

Enfin, quelle que soit la stratégie choisie pour surveiller et lutter contre les phénoménes de
résistances aux insecticides en LAV, les solutions requerront une plus grande technicité et de
meilleures connaissances des espéces vectrices et des moyens de lutte alternatifs aux
biocides.

De maniére plus opérationnelle, envisager d’utiliser a titre dérogatoire certaines substances
actives pose des problémes reglementaires et organisationnels. Ce type de recours risque de
se produire dans un contexte « d’urgence » sanitaire qui impose une prise de décision rapide
et une disponibilité des substances actives pour les opérateurs.

Date de validation du rapport d’expertise collective par le groupe de travail : 06 juillet
2021.

[La version papier signée par les président du GT et du CES est gardée dans le dossier
d’archives de la saisine]

27 Les papiers imprégnés a ces différentes doses sont disponibles auprés du centre collaborateur OMS en
Malaisie. Cependant, il a été constaté des problématiques récurrentes d’approvisionnement en matériels aupres
de cette structure. Ainsi le développement d’'une production et d’'un approvisionnement de papiers imprégnées
et autres matériels de ce type au niveau national par une structure compétente pourrait faciliter le suivi de la
surveillance.

28 https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/HTML/?uri=CELEX:52019DC0640&from=EN
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Annexe 1 : Lettre de saisine

COURRIER ARRIVE
2020-SA-0029 !. ¢ O FEV, 2020
Likrot » Bguti = Fouerat DIRECTION GENERALE
REPUBLIQUTE FRANCATSE
MINISTERE DE LA TRANSITION MINISTERE DES SOLIDARITES
ECOLOGIQUE ET SOLIDAIRE ET DE LA SANTE

Pariske 1 8 FEV, 2nn

Le Directeur général
de la prévention des risques

Le Dirccteur général de la santé
a

Monsieur le Directeur général de I’ Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire de

I' Alimentation, de I'Environnement et du
Travail

27-31 Avenue du Général Leclerc

94701 Maisons-Alfort

Objet : Saisine du GT Vecteurs de I"”ANSES

Comme prévu au programme de travail de I' ANSES, nous vous sollicitons, pour proposer des
lignes directrices pour la surveillance de la résistance des moustiques vecteurs (Aedes, Anophéles et
Culex) aux insecticides en tenant compte de la nécessité de mieux identifier des possibles effets
synergiques sur |"augmentation des résistances. Dans les territoires od aucune résistance aux insecticides
n'est connue, le suivi de la résistance porte sur les biocides utilisables en lutte antivectorielle en France.
Sur les territoires ol des résistances sont connues (notamment les Territoires Frangais d’ Amérique ou
TFA), cette surveillance porte également sur les anciennes molécules utilisées (par exemples le
Malathion et le Téméphos) et sur les produits biocides identifiés par I'ANSES, ne disposant pas
d'autorisation en UE, mais utilisables en lutte antivectorielle dans le cadre d'une dérogation qui sersit
mise en place pour faire face i une épidémie (élape 1).

Dans un second temps, nous vous demandons de proposer pour chaque territoire (étape 2) :

= une stratégie d'utilisation des produits biocides utilisables en accord avec la réglementation
européenne 528/2012 sur les produits biocides en inter-épidémie ;

= une stratégie d’utilisation des produits biocides existants en épidémie, notamment dans les
territoires ol des résistances sont avérées chez les espéces impliquées dans I'épisode
épidémique. Les résultats pourront s’appuyer sur la saisine n°2017-SA-0122 relative &
"évaluation d’insecticides anti-moustiques adulticides dont I'utilisation pourrait étre
autorisée par voie dérogatoire actualisée et sur I'état des lieux des substances utilisées par
les pays voisins (hors UE). Enfin, il sera mis en évidence les freins qui limitent le nombre
de produits biocides autorisés en lutte antivectorielle en France.

Ces lignes directrices tiendront compte notamment des différents mécanismes connus de
résistance des moustiques et de la nécessité d'utiliser des produits biocides contenant des substances
synergistes.

14, avenue Duquesne ~ 75350 Pans 07 SP - Té, 01 40 58 60 00
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Pour mener i bien ce travail vous pourrez vous appuyer sur le suivi de la résistance des
moustiques Aedes albopictus en métropole dans le cadre de la convention DGS/EID-méditerrance, et
sur le travail de suivi de cette résistance réalisé dans les territoires ultra-marins.

Nous vous saurions gré de bien vouloir nous rendre un rapport répondant & I"étape 1 d'ici 18
mois. Votre rapport étant nécessaire pour la rédaction de |'arrété ministériel de suivi de la résistance aux
insecticides prévu par I'article R. 3114-14 du Code de la santé publique, nous avons décidé de sursoir &
la publication de cet arrété dans |'attente de celui-ci. L'étape 2 fera |'objet d’un second rapport 12 mois
aprés le rendu du rapport de I'étape 1.

Nous vous prions d’agréer, Monsieur le directeur général, "expression de notre considération
distinguée.

Le directeur général de la prévention

Le directeur | de la santé .
des nisques

Jérbme . pt

Copie: Monsieur Bruno FERREIRA - Directeur général de I'Alimentation
Monsieur Yves STRUILLOU - Directeur général du travail

14 avenue Duquesna — 75350 Paris 07 SP - T&l 01 40 56 80 00
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Annexe 2 : Exemple de stratification du risque de résistance pour
certains territoires francgais

Tableau 31.

Position de certains territoires (Guadeloupe, Saint-Martin, Guyane, La Réunion, Martinique,
Mayotte et Polynésie Francaise) au regard de la résistance de Culex quinquefasciatus
a la deltaméthrine

Proportion de sites a I’échelle du territoire
Sites isolés Sites multiples Majorité des sites
(<10 %) (10-50 %) (> 50 %)
© RIRO: RIR 1: RiR1:
e Polynésie Francaise La Réunion Mayotte
)
b2 5
n o
Lo RiR 1 RIR 2 RIR 2
9@
T c
5 O
g2 RIR 3:
> —y
= RIR 2 RIR 2 Guadeloupe, Saint

Martin, Martinique,
Guyane

Tableau 32. Position de certains territoires (Guadeloupe, Saint-Martin, Guyane, La Réunion, Mayotte,

Nouvelle-Calédonie, Polynésie Francaise) au regard de la résistance d’Aedes aegypti
a la deltaméthrine

Proportion de sites a I’échelle du territoire

Nouvelle-Calédonie

Sites isolés Sites multiples Maijorité des sites

(<10 %) (10-50 %) (> 50 %)
RiIRO:

© Mayotte, EolyneS|e RIR 1 RIR 1

3 Francaise, La

c 2 Réunion

S

Q2 5

n T

Lo RIiR 1 RIiR 2 RiR 2 Martinique

Q0 ©

T c

28

> : . : :

= RiR 2 : RIR 2 RiR 3 : Guadeloupe,

Saint-Martin, Guyane
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Tableau 33. Position de certains territoires (Hexagone et Corse, Mayotte et La Réunion)
au regard de la résistance d’Aedes albopictus a la deltaméthrine

Proportion de sites a I’échelle du territoire
Sites isolés Sites multiples Maijorité des sites
(<10 %) (10-50 %) (> 50 %)
g RiRO : | RIR1:
O o 1 Hexagone et Corse, RiR 1 .
e La Réunion
s> Mayotte
N
n o
Lo 2 RIiR 1 RiR 2 RiR 2
9 o
T c
3 0
£S5 3 RIR 2 RiR 2
z

Tableau 34. Position de certains territoires (Martinique, Guadeloupe, Mayotte et Polynésie Frangaise)
au regard de la résistance d’Aedes aegypti au téméphos

Proportion de sites a I’échelle du territoire
Sites isolés Sites multiples Majorité des sites

(<10 %) (10-50 %) (> 50 %)
° RiIRO:
29 1 Mayotte, Polynésie RiR 1 RIiR 1
S Francgaise
Q2 5
g °
-9 2 RiR 1 RiR 2 RIR 2
]
T c
] RiR 3 :
S| 3 RIR 2: RiR 2 Martinique,
z Guadeloupe

Tableau 35. Position de certains territoires (Guyane, Guadeloupe, Nouvelle-Calédonie et Polynésie
Francgaise) au regard de la résistance d’Aedes aegypti au malathion

Proportion de sites a I’échelle du territoire
Sites isolés Sites multiples Maijorité des sites

(<10 %) (10-50 %) (> 50 %)
) RIRO: RIR 1:
e 1 Nouvelle-Calédonie, RIiR 1 Guadeloupe,
so Polynésie Frangaise Guyane
g%
Py = 2 RiR 1 RiR 2 RiR 2
T 2
3 0
é o | 3 RIR 2 RIR 2 RIR 3
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Annexe 3 : Gestion des résistances aux insecticides

Tableau 36. Exemples de stratégies utilisables pour gérer les résistances aux insecticides (WHO, 2012)

» Alternance des insecticides/Programmes de rotations des insecticides. Sur la base d’au moins
deux insecticides ayant des modes d’action différents, on les permute tous les ans afin de limiter
les pressions de sélection dans le temps.

» Combinaison d’interventions. Deux interventions différentes, ou plus, de lutte antivectorielle
combinée en un méme lieu, basées sur des insecticides a modes d’action différents (par exemple
des pyréthrinoides sur les moustiquaires et un insecticide d’'une classe différente en aspersion
intra ou extra domiciliaire), de sorte que le moustique aura une probabilité accrue d’entrer en
contact avec le second insecticide s'il survit a I'exposition au premier.

» Pulvérisations en mosaique. Un insecticide est utilisé dans une zone géographique et un autre
insecticide est utilisé dans les zones adjacentes, les deux appartenant ayant des modes d’action
différents.

» Meélanges. Deux substances actives insecticides ou plus ayant des modes d’action différents sont
mélangés pour faire un seul produit (ou formulation unique), de fagon a garantir que le moustique
entre en contact avec les deux classes d’insecticides en méme temps.

Tableau 37. Utilisation raisonnée des insecticides

» Quel insecticide (composé et formulation) a appliquer ? Il faut choisir le produit le plus approprié,
en tenant compte de la sécurité d’emploi, de l'efficacité, de I'acceptabilité, du colt, de la
disponibilité et de I'impact environnemental.

» Ou appliguer Iinsecticide ? Il s’agit Ia de déterminer les zones géographiques prioritaires et les
endroits spécifiques pour avoir un ciblage optimal et limité et répondre aux exigences de
couverture.

» Quand appliquer linsecticide ? On se réfere ici au moment de 'année ou au moment de la
journée, ainsi qu’aux exigences épidémiologiques et aux conditions climatiques et
géographiques en tenant compte de la durée de I'effet et du temps requis pour couvrir la zone
ciblée.

» Comment appliquer I'insecticide ? Quels sont les compétences et les équipements nécessaires
pour garantir une application efficace en toute sécurité ?

QUEL insecticide appliquer

la sécurité

etficacité

Iy

0U I'appliquer

Prend

les compéti
du personnel, I'équ
la sécuritd

t QUAND I'appliquer
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Annexe 4 : Suivi des actualisations du rapport
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