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Summary: Effect of pyrethroid and organophosphate bi-treated nets on the behaviour of Kdr+ Anophe-
les gambiae mosquitoes.

The efficacy of mosquito nets treated with bifenthrin (pyrethroid) and chlorpyrifos-methyl (orga-
nophosphate), alone and in mixture, was evaluated against the pyrethroid-resistant strain (VKPR)
of Anopheles gambiae using the tunnel test technique. Results first showed that bifenthrin and
chlorpyrifos-methyl kept a good excito-repellency effect against resistant mosquitoes despite the
low doses applied on nets. With the mixture, irritancy significantly increased, which consequently
limited the duration of exposure of females to impregnated surface. This phenomenon most pro-
bably explained the absence of synergism between bifenthrin and chlorpyrifos-methyl concerning
the insecticidal activity of this mixture. This study demonstrated the importance of the mosquito
behaviour in the global effectiveness of insecticide treated materials and in the development of
alternative strategies for vector control. Concerning the prospective insecticide mixtures, not only
will we have to consider the insecticidal properties of each insecticide selected, but also their excito-
repellency which affects the time of duration of mosquitoes on the treated surface.

Résumé :

Cette étude présente les essais réalisés en tunnel expérimental avec des tulles moustiquaires
imprégnés de bifenthrine (pyréthrinoide) et de chlorpyriphos-méthyl (organophosphoré), utilisés
seuls et en mélange, sur la souche d’Anopheles gambiae résistante aux pyréthrinoides (VKPR). Les
résultats montrent que la bifenthrine et le chlorpyriphos-méthyl utilisés seuls sont irritants vis-a-vis
des moustiques résistants malgré les faibles doses utilisées. Avec le mélange, I'effet excito-répulsif
s’accroit, ce qui écourte plus encore le temps de contact du moustique avec le tulle imprégné. Ce
phénoméne explique probablement le fait que nous n‘ayons pas observé d’effet de synergie mais
seulement un effet additif au niveau de la mortalité. Il ressort aussi de cette étude que le comporte-
ment du moustique s'avere capital dans I'efficacité globale des insecticides et, par conséquent, dans
le développement de stratégies alternatives de lutte antivectorielle. En ce qui concerne ['élaboration
des mélanges a venir, il faudra tenir compte non seulement de I'effet létal des insecticides retenus,
mais aussi de leurs capacités excito-répulsives qui conditionnent le temps de contact des moustiques
avec les supports imprégnés.
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Introduction

epuis plus de vingt ans, les moustiquaires imprégnées

d’insecticides sont recommandées pour lutter contre les
vecteurs du paludisme. Les pyréthrinoides sont les seuls insec-
ticides proposés pour les imprégnations, compte tenu de leur
rapidité d’action, de leur fort pouvoir répulsif et irritant vis-
a-vis des moustiques et de leur faible toxicité pour 'homme.
Malheureusement, la résistance aux pyréthrinoides du princi-
pal vecteur du paludisme en Afrique, Anopheles gambiae s. 1.
s’étend de plus en plus en Afrique sub-saharienne (7, 8) et
représente par conséquent une menace pour efficacité des
programmes de lutte antivectorielle basés sur cet outil. Depuis
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quelques années, la recherche d’insecticides de remplacement
est devenue une priorité et c’est dans cette optique que furent
évalués en cases-pieges plusieurs composés appartenant aux
familles chimiques des carbamates et des organophospho-
rés. En imprégnation de moustiquaires, ces insecticides se
sont révélés efficaces pour réduire la densité des moustiques
A Pintérieur des habitations (19, 15, 16, 3). Certains auteurs
ont également montré que ces produits étaient moins irritants
que les pyréthrinoides, générant ainsi un contact prolongé
du moustique avec la moustiquaire et donc une mortalité
plus importante (10). Cependant, cette action excito-répulsive
moins forte permet aux insectes hématophages de piquer plus
facilement a travers les tulles traités, ce qui confére une pro-
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tection personnelle d’autant plus faible que la moustiquaire
est détériorée (23).

En tenant compte de toutes ces données recueillies sur les
pyréthrinoides, les carbamates et les organophosphorés, il
devenait intéressant d’évaluer les propriétés excito-répulsives
etlétales de combinaisons d’insecticides de classes et de modes
d’action différents. Testés dans des cones en polyéthylene, les
premiers tulles moustiquaires imprégnés par un mélange de
bifenthrine (pyréthrinoide) et de carbosulfan (carbamate) ont
montré un effet de synergie intéressant sur la souche d’An.
gambiae Kisumu, sensible aux insecticides (9). Une autre asso-
ciation composée de bifenthrine et de chlorpyriphos-méthyl
(organophosphoré) a révélé A son tour une interaction syner-
gique en application topique sur des souches d’An. gambiae
sensible et résistante aux pyréthrinoides (VKPR) (5). Lorsque
les tests ont été réalisés dans des cones, nous avons toutefois
constaté que le phénomene de synergie du mélange avait dis-
paru sur la souche résistante aux pyréthrinoides, I’activité de
la combinaison se traduisant par un simple effet additif de
Iefficacité des deux insecticides pris séparément (12).

Dans I’étude présente, des tulles moustiquaires traités a la
bifenthrine et au chlorpyriphos-méthyl seuls et en mélange,
ont été évalués a ’aide de tunnels expérimentaux qui, en labo-
ratoire, simulent des conditions de terrain bien plus proches
de la réalité que les applications topiques et les tests en cdnes
(6). Les mélanges entre insecticides n’étant de surcroit justifiés
que pour un controle plus efficace des populations d’anophe-
les résistantes aux pyréthrinoides, les essais n’ont été réalisés
qu’avec la souche d’An. gambiae VKPR, homozygote résis-
tante pour la mutation Kdr.

Matériel et méthodes

Les insecticides

La bifenthrine a été sélectionnée car cet insecticide s’est mon-
tré particulierement efficace en laboratoire sur les vecteurs
du paludisme (17). Comme tous les pyréthrinoides, ce com-
posé agit en modifiant la cinétique d’inactivation des canaux
sodium qui interviennent dans la transmission de I'influx ner-
veux le long des axones (20). La bifenthrine est peu toxique
pour les mammiferes (DL 50 pour le rat par ingestion de 54,5
mg/kg) (24) et ne présente pas d’effet irritant pour la peau
ni les yeux. La formulation utilisée pour I'imprégnation des
tulles moustiquaires est une suspension concentrée (SC) a 80
g m.a. par litre (Talstar®).

Le chlorpyriphos-méthyl qui appartient au groupe chimi-
que des organophosphorés agit sur une cible différente des
pyréthrinoides en inhibant ’acéthylcholinestérase, enzyme
intervenant dans la régulation de Iinflux nerveux (2). Cet
insecticide ne présente pas de toxicité sur les mammiferes
(dose létale 50 % pour le rat supérieure a 3 000 mg/kg) (24).
La formulation expérimentale utilisée pour les tests est une
suspension de microcapsules (CS) titrant 457 g m.a. par litre
(GF934).

Le matériel biologique

Les tests ont été conduits avec la souche VKPR régulierement
sélectionnée a la perméthrine (13). Cette souche maintenue en
insectarium depuis 1997 est homozygote résistante (RR) pour
le gene Kdr (résistance croisée pyréthrinoides/DDT) (22) et
homozygote sensible (SS) pour la mutation Ace.1% (pas de
résistance croisée organophosphorés/carbamates) (BRENGUES,
comm. pers).
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L'imprégnation des tulles moustiquaires

Des tulles en polyester (100 deniers) non lavés de 0,25 m de
coté (0,0625 m?) ont été imprégnés avec un volume de solu-
tion insecticide qui est égal a la capacité de rétention en eau
de I’échantillon testé. Pour une surface de 0,0625 m?, cette
capacité d’absorption s’éleve a 2,5 ml.

Les insecticides ont d’abord été testés seuls, a des concen-
trations qui n’induisent pas plus de 40 % de mortalité chez
les moustiques. Au dela de cette valeur, il devient en effet
difficile de mettre en évidence un phénomene de synergie
car la mortalité attendue [calculée par 1 - (% survivants avec
la bifenthrine x % survivants avec le chlorpyriphos-méthyl)]
serait peu différente de la mortalité observée, sauf en cas d’in-
teraction négative ol le pourcentage de mortalité observé
serait inférieur au pourcentage de mortalité attendue (phé-
nomene d’antagonisme).

La dose de bifenthrine retenue pour cette étude a été de
5 mg m.a./m? soit 1/10° de la dose opérationnelle.

Pour le chlorpyriphos-méthyl, la dose retenue a été de
50 mg m.a./m?

Le mélange de bifenthrine et de chlorpyriphos-méthyl était
donc composé de 5 mg/m? de bifenthrine et de 50 mg/m? de
chlorpyriphos-méthyl.

Les tests en tunnels

Un tunnel expérimental est constitué d’une armature rectan-
gulaire en verre (tunnel) de 0,25 m x 0,25 m de section et de
0,75 m de longueur. Le tunnel est divisé en deux comparti-
ments séparés au deuxieme tiers de sa longueur par un cadre
en carton tendu d’un tulle moustiquaire imprégné d’insecti-
cide, et dans lequel sont percés neuf trous d’un centimetre
de diametre.

Cent femelles agées de 7 jours et n’ayant jamais pris de repas
de sang sont placées dans le grand compartiment (C1) tandis
qu’un cobaye maintenu en contention dans une cage grillagée
est introduit dans 'autre (C2). Apres une nuit (18h00 - 9h00)
passée dans un environnement chaud et humide (27 °C - 80 %
d’humidité relative), les moustiques sont prélevés dans les
deux compartiments puis classés selon leur état physiologi-
que (gorgés/non gorgés - vivants/morts). Pour estimer l’effet
excito-répulsif des insecticides utilisés seuls et en mélange, nous
comptabilisons comme « moustiques passés au travers de la
moustiquaire » les effectifs 2 jeun et gorgés récoltés dans le com-
partiment C2 et ceux retrouvés gorgés en C1. Trois répliques
d’une centaine de moustiques issus de générations différentes
ont été testées pour chaque configuration témoin et traitée.

Résultats

Les résultats obtenus dans les tunnels expérimentaux sont
présentés dans le tableau I.

Dans le tunnel pourvu d’un tulle moustiquaire non traité,
le taux de passage des moustiques se chiffre 2 75 %, ce qui
se traduit par un pourcentage de gorgement de 57 % et une
mortalité naturelle de 9 %. La mortalité relevée dans le tunnel
témoin étant supérieure 3 5 %, toutes celles observées dans les
tunnels traités ont été corrigées par la formule d’ABBOTT (1).
Avec la bifenthrine 2 5 mg/m?, les taux de passage (49,1 %) et
de gorgement (26,8 %) sont réduits de, respectivement 35%
et 53 %, par rapport au témoin. Ces informations montrent
que la bifenthrine, méme utilisée 2 dose réduite, reste irritante
pour les moustiques. C’est d’ailleurs cette action d’évitement
du moustique face au substrat traité qui explique le faible
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Tableau I.

Efficacité en tunnels expérimentaux, de la bifenthrine et du chlorpyriphos-
méthyl seuls et en association, sur la souche d'Anopheles gambiae VKPR
résistante aux pyréthrinoides.

Efficacy on tunnel test of mosquito nets impregnated with bifenthrin and
chlorpyrifos-methyl, alone and in mixture, against a pyrethroid-resistant
strain of Anopheles gambiae (VKPR).

dose N % de % de % de mortalités corrigées
(mg/m?) passage gorgement observée X?
(attendue) P
non traité - 284 75,4 56,7 85 -
)
bifenthrine 5 265 49,1 26,8 35,6 -
)
chlorp-mét 50 276 56,9 37 24,8 -
)
bifenthrin 5 270 33 21 46,1 0,02

+ +
chlorp-mét 50

chlorp-mét : chorpyriphos-méthyl
N : nombre de moustiques testés

pourcentage de femelles gorgées (26,8 %). La bifenthrine
montre également une action insecticide non négligeable sur
la souche VKPR résistante aux pyréthrinoides avec 35,6 %
des anopheles trouvées mortes.

A la dose de 50 mg de chlorpyriphos-méthyl/m?, les taux
de passage (56,9 %) et de gorgement (37 %) sont diminués
de 25 % et 35 % respectivement, révélant I’existence d’un
pouvoir irritant chez ce composé. Par contre, la mortalité des
anopheles s’éleve a 24,8 % seulement et ce malgré la parfaite
sensibilité de VKPR i cet organophosphoré.

Avec le mélange des deux insecticides, le taux de passage de
33 % (qui correspond a une réduction de 56 % par rapport
au témoin) est significativement plus faible que ceux de la
bifenthrine (49 %) et du chlorpyriphos-méthyl seuls (57 %)
(P < 0,001). Cependant, ce plus fort effet irritant n’a pas eu
de répercussion sur le taux de gorgement des moustiques. En
effet, le pourcentage de femelles ayant pris un repas sanguin
avec le mélange s’éleve a 21 %, ce qui n’est pas significative-
ment différent (P = 0,12) de celui enregistré avec la bifenthrine
seule (26,8 %). Le mélange ne génere pas non plus d’effet de
synergie au niveau de Ieffet létal. La mortalité observée de
46 % n’est pas significativement différente de la mortalité
attendue (52 %) sous I'hypothese d’indépendance d’action
des deux composés (P = 0,89) (4).

Discussion

Avec les applications topiques ot le contact du moustique
avec 'insecticide est forcé, le mélange de bifenthrine et
de chlorpyriphos-méthyl induit un effet de synergie sur les
souches d’An. gambiae sensibles et résistantes aux pyréth-
rinoides (5). Lorsque les tests sont effectués a I'intérieur de
cones en polyéthylene, I’association testée induit toujours
une action de synergie sur la souche sensible mais seulement
un effet additif sur la souche résistante aux pyréthrinoides
(12). Enfin, en tunnel expérimental, le mélange ne produit
toujours pas de synergie sur la souche VKPR et ce malgré le
temps de contact de 15 heures des anopheles avec le substrat
traité. Les tests en tunnels ont permis de mettre en évidence
les propriétés irritantes de la bifenthrine et du chlorpyriphos-
méthyl. Avec le mélange des deux produits, cet effet irritant
se renforce, ce qui écourte plus encore le temps de contact des
moustiques avec le tulle traité. Cette relation directe de cause a
effet a pour conséquence de ne pas induire d’effet de synergie
mais seulement un effet additif au niveau de la mortalité.
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Le comportement du moustique s’avere donc capital dans
efficacité des insecticides utilisés seuls et en association.
Drailleurs, lors d’une étude menée en cases-pieges avec des
moustiquaires imprégnées de deltaméthrine, il avait été mon-
tré A la station de Yaokoffikro en Cote-d’Ivoire (zone de
résistance d’An. gambiae aux pyréthrinoides), que les mous-
tiquaires traitées généraient un effet excito-répulsif moitié
moins important que celui enregistré a la station de la Vallée
du M’bé ou sa population d’An. gambiae était sensible aux
pyréthrinoides. Cette baisse de I’effet irritant des mousti-
quaires imprégnées sur les anopheles résistants favorise un
contact plus long du moustique avec le substrat traité, donc
une mortalité plus importante (14).

Meéme si un pyréthrinoide seul s’avere encore efficace sur une
population d’An. gambiae présentant la mutation Kdr, il ne
faut toutefois pas négliger la recherche de nouvelles stratégies
de lutte antivectorielle, telles que les combinaisons insecti-
cides. Les entomologistes médicaux savent qu’il leur sera
impossible de fabriquer la combinaison « miracle » mais une
association de plusieurs insecticides peut néanmoins s’avérer
intéressante, notamment en terme de gestion de la résistance
chez les insectes vecteurs de maladies et ravageurs des cul-
tures (18, 21). En s’appuyant sur les résultats que révele cet
article sur le mélange bifenthrine et chlorpyriphos-méthyl,
les combinaisons a venir devront montrer des propriétés
moins irritantes capables de maintenir un contact suffisant
entre le substrat traité et les moustiques, afin que ces der-
niers absorbent une dose mortelle. L’action qui réduit bien
souvent l'effet 1étal d’un insecticide est générée par son pro-
pre effet excito-répulsif. Cette action d’évitement n’est pas
constante, elle varie non seulement d’un insecticide A un autre
mais aussi selon la nature des matériaux traités (bois, paille,
boue, ciment, moustiquaires...) (11). Il faut savoir toutefois
qu’une diminution de I’effet excito-répulsif d’un insecticide
(ou d’un mélange) peut faciliter la prise d’un repas sanguin
par le moustique, particulierement si celui-ci possede un gene
de résistance (8) et, par conséquent, augmenter les chances de
transmission d’un agent pathogene 2 "homme.

Enfin, les mélanges présentent ’avantage de réduire les doses
de traitement, avantages non négligeables en matiere de santé
publique ot souvent les moyens financiers et techniques sont
plus que limités. Il faut toutefois rester prudent quant a I'uti-
lisation des insecticides en mélange car cette stratégie de lutte
ne doit pas compromettre les régles de sécurité propres a
'utilisation des moustiquaires imprégnées. Un mélange de
deux molécules doit étre considéré comme un nouveau com-
posé et donc satisfaire aux exigences toxicologiques avant
d’étre utilisé en santé publique (25). C’est pourquoi dans les
années a venir, il sera nécessaire d’utiliser pour I’élaboration
des mélanges, des insecticides rigoureusement sélectionnés
tant sur le plan toxicologique que sur le plan de leurs pro-
priétés excito-répulsives et létales vis-a-vis des moustiques
nuisants et vecteurs de maladies.
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