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RESUME 
 

Interactions entre insecticides non-pyréthrinoïdes et répulsifs pour la lutte contre Anopheles 
gambiae : mécanismes, efficacité et impact sur l’évolution de la résistance 

 
Les moustiques anophèles sont les vecteurs du parasite Plasmodium falciparum, principal agent du 

paludisme humain en Afrique sub-saharienne. L’utilisation massive de moustiquaires imprégnées de 
pyréthrinoïdes est la stratégie anti-vectorielle recommandée par l’OMS pour limiter la transmission du 
paludisme. La résistance aux pyréthrinoïdes se développe parmi les vecteurs majeurs du paludisme, 
notamment par l’intermédiaire de la mutation Kdr qui confère une résistance croisée à tous les 
pyréthrinoïdes, et risque de compromettre l’efficacité des moustiquaires imprégnées. La recherche 
d’alternatives aux pyréthrinoïdes est donc une priorité. Dans ce travail, nous avons initié l’étude d’un 
nouveau concept : combiner un insecticide non-pyréthrinoïde et un répulsif sur une moustiquaire afin de 
maintenir son efficacité contre des moustiques résistants aux pyréthrinoïdes. 

Les études menées au laboratoire ont permis de mettre en évidence des interactions de type 
synergique entre des insecticides carbamates ou organophosphorés (OPs) et des répulsifs sur des 
moustiques vecteurs. Ces interactions positives ont conféré aux mélanges des caractéristiques comparables 
à celle d’un pyréthrinoïde standard en termes d’effet insecticide, d’effet knock down et d’irritabilité et ont 
augmenté le temps d’efficacité des molécules sur la moustiquaire. Ces caractéristiques se sont maintenues 
contre des moustiques résistants aux pyréthrinoïdes (gène Kdr). 

Deux mélanges ont été évalués contre des populations naturelles d’An. gambiae. Pour la première 
fois, une synergie observée en laboratoire a été retrouvée sur le terrain. Les moustiquaires imprégnées de 
ces mélanges ont conféré une protection et une efficacité comparable à un pyréthrinoïde standard sur une 
population d’An. gambiae sensible aux insecticides. Leur efficacité s’est maintenue contre des An. gambiae 
fortement résistants aux pyréthrinoïdes (gène Kdr) et aux OPs et carbamates (gène Ace.1R). De plus 
l’utilisation de ces mélanges sur moustiquaire n’a induit aucune pression de sélection sur ces gènes de 
résistance (Kdr et Ace.1R). 
 Les mécanismes physiologiques à l’origine de la synergie ont été étudiés afin d’optimiser 
l’utilisation des mélanges en santé publique. Dans la mesure où le mode d’action des répulsifs était mal 
connu, nous avons, par des approches toxicologique, électrophysiologique et biochimique, identifié 
l’acétylcholinestérase comme cible du dyéthyl-m-toluamide (DEET) dans le système nerveux central 
(SNC) des insectes. Nos résultats actuels sur le mode d’action du DEET ont permis de proposer une 
cascade d’événements menant à une augmentation importante de la concentration en calcium 
intracellulaire laquelle entraine la mort des neurones de l’insecte. Ces deux effets au niveau du SNC de 
l’insecte peuvent expliquer la neurotoxicité du DEET et la synergie détectée avec les OPs ou les 
carbamates. 
 Ces études sur les interactions insecticide non-pyréthrinoïde / répulsif offrent des perspectives 
opérationnelles alternatives aux pyréthrinoïdes. D’une manière générale, ce travail souligne l’intérêt 
d’utiliser les répulsifs pour la lutte anti-vectorielle et la nécessité de mieux comprendre leurs modes 
d’action au niveau du système nerveux des insectes vecteurs. En effet, l’élargissement de la gamme de 
molécules disponibles pour la lutte anti-vectorielle peut permettre la mise en place de nouvelles stratégies 
et contribuer à une meilleure gestion de la résistance chez les insectes vecteurs de maladies humaines. 
 
Mots clés : Anopheles gambiae, paludisme, insecticides, répulsifs, résistance, moustiquaires, mode d’action 
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ABSTRACT 

 
Interactions between non-pyrethroid insecticides and insect repellents on Anopheles gambiae: 

Mechanisms, efficacy and impact on resistance gene evolution 
 

Anopheles mosquitoes are vectors of Plasmodium falciparum, the main human malaria parasite in sub-
Saharan Africa. Large scale use of Insecticides Treated bed Nets (ITNs) is the strategy recommended by 
the WHO to limit malaria transmission. Pyrethroid resistance is widespread across malaria vector 
populations, particularly the Kdr mutation which confers cross-resistance to all pyrethroids and may 
threaten the efficacy of ITNs. Research to find alternatives to pyrethroids has become a priority. In this 
thesis, we investigated a new concept : combining a non-pyrethroid insecticide and an insect repellent on 
bed nets in order to maintain the efficacy of ITNs against pyrethroid-resistant mosquitoes. 

Studies carried out in the laboratory showed synergistic interactions between carbamate or 
organophosphate insecticides and insect repellents against mosquitoes. Mixtures had similar effects to 
pyrethroids in terms of the insecticidal and knock down effects, irritancy and residual effect. These 
characteristics were still present against pyrethroid-resistant mosquitoes. 

Two mixtures were evaluated against wild populations of An. gambiae. For the first time, 
synergistic interactions discovered in the laboratory were observed in the field. Insecticide Repellent 
Treated bed Nets (IRTNs) were as efficient as a standard ITN impregnated with deltamethrin against 
susceptible wild malaria vectors. Their efficacy was maintained against multilocus resistant mosquitoes 
sharing Kdr and Ace.1R resistance genes. Moreover using IRTNs did not induce selection pressure for Kdr 
and Ace.1R resistance genes.  

We searched for physiological phenomena that induced synergy to optimize insecticide-repellent 
mixtures use in public health programs. The mode of action of repellents is unknown, so we used 
toxicological, physiological and biochemical approaches to identify one target of DEET in the insect 
central nervous system: acetylcholinesterase. We also showed that DEET killed insect neurons through an 
elevation of the intracellular calcium concentration. These two phenomena should explain the 
neurotoxicity of DEET and may be involved in the synergistic interactions with OPs and carbamates. 

These studies on non-pyrethroid insecticides and insect repellents suggested promising 
operational perspectives to replace pyrethroids. Altogether this thesis underlines the benefits of using 
insect repellents in vector control programs and the need to better understand their mode of action on 
insect nervous system. Indeed, widening the number of molecules available for vector control may be 
helpful to create new strategies and should contribute to a better resistance management of human disease 
vectors. 
   
Key words: Anopheles gambiae, malaria, insecticides, repellents, resistance, bed nets, mode of action 
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Ce travail de thèse est une contribution à la recherche d’une stratégie de lutte contre les vecteurs du 

paludisme utilisant des insecticides autres que les pyréthrinoïdes. Cette stratégie consiste à associer sur une 

même moustiquaire un produit répulsif et un insecticide non-pyréthrinoïde. Avant de présenter la 

problématique scientifique et les objectifs de ce travail, une brève revue sera faite des moyens de lutte anti-

vectorielle utilisés contre les moustiques vecteurs, des molécules insecticides et répulsives disponibles ainsi 

que  les problèmes liés au développement de la résistance aux insecticides.  

 

Avant-propos 

 

Une maladie à transmission vectorielle est une maladie dont l’agent pathogène est transmis d’un 

malade à l’autre par un animal. Une grande partie des maladies infectieuses humaines est transmise par des 

insectes comme l’onchocercose (transmise par les simulies, Simulium sp.), la trypanosomiase humaine africaine 

(transmise par les mouches tsé-tsé, Glossina sp.), la trypanosomose américaine (transmise par des triatomes, 

Triatoma sp.), la leishmaniose ou la maladie de Lyme (transmise par des tiques). Un large groupe de maladies 

infectieuses est transmis par des moustiques (Diptera  : Culicidae) avec parmi elles, la fièvre jaune (Aedes sp.), 

la dengue hémorragique (Aedes sp), le chikungunya (Aedes sp.), la maladie du West Nile (Culex sp), 

l’encéphalite japonaise (Culex sp.), le virus de la Vallée du Rift ainsi que certaines filarioses (Anopheles & Culex 

sp) et le paludisme (Anopheles sp) (Kettle 1995; Gratz 1999; Mullen & Durden 2002). Ce dernier constitue la 

plus importante maladie infectieuse à transmission vectorielle dans le monde (Collins & Paskewitz 1995).  

Plus de deux milliards de personnes (environ 40% de la population mondiale) vivent dans des zones à 

risques de paludisme, notamment en Asie, en Amérique latine et en Afrique (Collins & Paskewitz 1995; Hay et 

al 2004). Plus de 500 millions de cas cliniques sont recensés chaque année, causant une forte morbidité et 

mortalité (Gratz 1999). L’incidence du paludisme est estimée à plus d’un million de morts par an, dont 90% 

en Afrique sub-saharienne (Breman 2001; Breman et al 2001; Mouchet et al 2004). On attribue au paludisme 

un rôle majeur dans le faible développement économique en Afrique, continent où la transmission est la plus 

intense (Snow et al 2005). De plus le paludisme réapparaît et se développe dans des régions où il avait été 

autrefois éliminé. Cette expansion est liée notamment aux facteurs écologiques et sociaux changeant tels que 

la déforestation, le réchauffement global, les migrations de populations, l’urbanisation et l’industrialisation 

(Omumbo et al 2004; Reitera et al 2004; Hay et al 2005a; Hay et al 2005b; Omumbo et al 2005). 

Le paludisme est causé par des protozoaires parasites du genre Plasmodium. Des quatre espèces 

parasites de l’homme, trois appartiennent au sous-genre Plasmodium, Plasmodium vivax, P. malariae et P. ovale 

alors que la quatrième, P. falciparum qui appartient au sous-genre Laverania. P. malariae et P. ovale ne semblent 

pas provoquer d’accès grave. Les cas à P. vivax sont plus sévères mais en général non mortels, alors que P. 

falciparum est toujours dangereux pour les individus non immunisés (Collins & Paskewitz 1995). P. falciparum 

est l’espèce la plus répandue en Afrique sub-saharienne. Les enfants de moins de 5 ans et les femmes 

enceintes sont les plus vulnérables aux crises à P. falciparum (WHO 2000). Plus de détails ou de références 

concernant les quatre espèces de Plasmodium parasites de l’homme, dont les aspects cliniques et 
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épidémiologiques du paludisme sont notamment disponibles dans le livre intitulé « Biodiversité du paludisme 

dans le monde » (Mouchet et al 2004) et le rapport de l’Organisation Mondiale de la Santé (WHO 2005a).  

Tous les vecteurs du paludisme chez l’homme appartiennent au genre Anopheles (Diptera  : Culicidae). 

Parmi les 422 espèces d’Anopheles recensées, seulement 68 sont reconnues comme vecteurs du paludisme, 

dont 40 sont considérées comme importantes (Service 1993). Pour être un vecteur potentiel des Plasmodium 

humains, un anophèle doit (i) être génétiquement compatible au développement du parasite, (ii) avoir un 

comportement anthropophile, c’est à dire préférer prendre ses repas sanguin sur l’homme et enfin (iii) avoir 

une durée de vie adulte suffisante pour permettre la réalisation du cycle sporogonique. Ce dernier point est à 

la base des stratégies de lutte anti-vectorielle visant à diminuer la longévité des vecteurs d’âge 

épidémiologiquement dangereux. 

La lutte contre la transmission du paludisme repose à la fois sur la diminution du nombre de porteurs 

de gamétocytes par des mesures préventives et curatives chimiques, et sur la diminution des populations de 

vecteurs, principalement par l’utilisation d’insecticides. Néanmoins, il n’existe pas encore de vaccin efficace 

disponible contre le paludisme et les résistances aux médicaments les moins chers et les plus utilisés sont 

largement répandues (Greenwood et al 2005; WHO 2005b). La lutte anti-vectorielle apparaît aujourd’hui 

comme étant l’une des principales méthodes de prévention de masse applicable contre le paludisme. Les 

méthodes de lutte contre les vecteurs sont nombreuses et font appel à la destruction physique des gîtes, la 

lutte biologique et chimique ainsi que la lutte génétique. Le choix de la stratégie doit donc s’appuyer sur toutes 

les connaissances disponibles sur les populations de vecteurs. A l’heure actuelle, les moustiquaires imprégnées 

d’insecticides constituent l’outil majeur de lutte contre la transmission du paludisme (Greenwood et al 2005) 

car la biologie et l’écologie des espèces d’anophèles vectrices ne favorisent pas la lutte larvaire, dans la plupart 

des pays d’Afrique sub-saharienne. Il faut noter que les aspersions intra domiciliaires d’insecticides rémanents 

ne réduisent efficacement la transmission que dans des zones de paludisme instable ou lorsque surviennent 

des épidémies (Kolaczinski et al 2007). 

Les pyréthrinoïdes sont les seuls insecticides recommandés pour l’imprégnation des moustiquaires 

(Zaim et al 2000). En effet, ils présentent des propriétés physico-chimiques nécessaires pour protéger à la fois 

l’utilisateur de la moustiquaire et avoir un impact au niveau communautaire (Henry et al 2005; Fegan et al 

2007). Les pyréthrinoïdes sont inoffensifs pour l’homme, agissent très rapidement sur les moustiques (effet 

knock down) et présentent un effet excito-répulsif  (Zaim et al 2000). Cet effet excito-répulsif empêche le 

moustique de rester suffisamment longtemps au même endroit sur la moustiquaire pour pouvoir piquer en 

cas de contact entre le dormeur et la moustiquaire pendant son sommeil. 

Malheureusement, les résistances aux pyréthrinoïdes sont largement répandues dans les pays 

d’Afrique où le paludisme est endémique, comme en Côte d’Ivoire (Chandre et al 1999), en Afrique du Sud 

(Hargreaves et al 2000), au Burkina Faso (Diabate et al 2004), au Ghana (Yawson et al 2004), en Guinée 

Equatoriale (Reimer et al 2005), en Angola (Cuamba et al 2006), au Gabon (Pinto et al 2006) ou au Bénin 

(Corbel et al 2007). La recherche d’alternative aux pyréthrinoïdes est à présent une priorité (Zaim & Guillet 

2002; Hemingway et al 2006). De nouvelles familles insecticides utilisées en agriculture (METI, 

phénylpyrazoles, néonicotinoïdes) pourraient offrir d’intéressantes perspectives pour la lutte anti-vectorielle. 
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Toutefois ces molécules n’ont pas encore franchi tous les tests d'homologation, de plus les contraintes 

spécifiques liées à leur utilisation en santé publique font qu'elles ne pourront pas être disponibles avant 

plusieurs années. Une autre stratégie est l’utilisation optimale des molécules insecticides disponibles et 

autorisées en santé publique comme les carbamates ou organophosphorés (c.f. § 1.2.3) bien qu’ils ne 

présentent pas l’effet excito-répulsif nécessaire pour protéger l’utilisateur de moustiquaire (Miller et al 1991). 

Dans l’objectif de maintenir à la fois cet effet excito-répulsif combiné à l’efficacité insecticide des 

moustiquaires imprégnées, et de gérer le problème de la résistance croissante aux pyréthrinoïdes, l’utilisation 

simultanée d’insecticides à modes d’action différents est envisagée. Des études sur les interactions entre 

insecticides ont été menées sur des moustiques d’An. gambiae sensibles et résistants aux pyréthrinoïdes. Celles 

ci ont révélé des effets de synergie entre des pyréthrinoïdes et des carbamates / organophosphorés sur des 

moustiques sensibles d’An. gambiae (Corbel et al 2002; Darriet et al 2003; Corbel et al 2004a; Corbel et al 2006). 

Ces interactions ont permis d’augmenter, par rapport aux « mono-traitements », l’efficacité des moustiquaires 

imprégnées tant sur l’effet Knock Down (KD) que sur la mortalité. En revanche, aucune synergie n’a été mise 

en évidence sur des moustiques résistants aux pyréthrinoïdes par la présence de la mutation Knock down 

resistance (Kdr) (Darriet et al 2003; Darriet et al 2005). De plus, les individus résistants, moins sensibles à l’effet 

irritant, peuvent rester plus longtemps sur la moustiquaire, piquer l’hôte et potentiellement transmettre le 

parasite (Corbel et al 2004b). 

C’est dans ce contexte que nous avons envisagé de mélanger un insecticide non-pyréthrinoïde et un 

répulsif sur les moustiquaires dans l’objectif de reconstituer les propriétés intrinsèques des pyréthrinoïdes et 

ainsi d’améliorer la lutte contre les anophèles résistants. Dans ce chapitre introductif, nous rappellerons 

brièvement les particularités biologiques et écologiques des espèces vectrices majeures du paludisme en 

Afrique sub-saharienne. Ensuite, nous ferons un état des lieux des méthodes utilisées contre les principaux 

anophèles vecteurs et des molécules insecticides et insectifuges disponibles en santé publique. Nous 

discuterons enfin des différents types de résistance aux insecticides susceptibles de compromettre les 

programmes de lutte. Ce chapitre introductif sera suivi d’une présentation des axes de recherche développés 

dans ce travail de thèse. 
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1 INTRODUCTION  BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1 Les Anopheles vecteurs 

Les 4 espèces du genre Plasmodium responsables des paludismes humains sont transmises 

exclusivement par des moustiques du genre Anopheles. Ce genre comprend environ 400 espèces dont une 

soixantaine vectrices (Figure 1). A elles seules, An. gambiae et An. arabiensis sont globalement responsables 

de 90% de la transmission du paludisme dans la zone intertropicale africaine (Robert & Carnevale 1984). 

1.1.1 Distribution et bioécologie d’An. gambiae s.s. et An. arabiensis 

Les deux espèces An. gambiae et An. arabiensis présentent des limites de distribution en Afrique qui 

semblent être déterminées par les conditions climatiques (Mouchet et al 2004). An. gambiae s.s. est l’une des 

espèces les plus répandues du complexe An. gambiae (qui en comprend 7), elle occupe les zones de forêt 

mais remonte loin dans les savanes humides jusqu’à la limite de la ceinture sahélienne pré-désertique. An. 

arabiensis est présent au Sahel et sur les plateaux d'Afrique méridionale. Il s'enfonce assez profondément 

dans les savanes humides, englobant la zone de répartition d’An. gambiae s.s. (Mouchet et al 2004). La zone 

de recouvrement en ces deux espèces est d’ailleurs assez large.  

 

Figure 1  : Distribution globale des anophèles vecteurs principaux, secondaires et potentiels (Kiszewski et al 2004). 
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Les femelles d’An. gambiae s.s. sont hautement anthropophiles, s’alimentant préférentiellement sur 

des humains (Coluzzi et al 1979). Toutefois, en Afrique de l'Ouest, elles peuvent être moins sélectives et se 

nourrir facilement sur d’autres animaux comme les chevaux et le bétail (Diatta et al 1998). A la différence 

d’An. gambiae, An. arabiensis a un comportement beaucoup plus flexible avec une anthropophilie et une 

endophilie partielles en présence d’hôtes alternatifs (Gillies & Coetzee 1987; Costantini et al 1998). Il est 

capable de se développer dans des zones totalement sauvages, adoptant alors un comportement 

exclusivement zoophile (Duchemin et al 2001). En général An gambiae s.s., à cause de son  anthropophilie 

préférentielle, a développé une tendance forte pour l’endophagie et endophilie, tandis que le plus zoophile 

An. arabiensis a une tendance plus exophage et exophile. 

An. gambiae s.s. a été reconnu comme composé de plusieurs formes chromosomiques. Cinq 

formes ont été identifiées en Afrique de l'Ouest : les formes Forêt, Savane, Bissau, Mopti et Bamako 

(Toure et al 1983; Coluzzi et al 1985). La prévalence de ces formes répond essentiellement aux variations 

climatiques (Toure et al 1998; Bayoh et al 2001). Au Burkina Faso, on rencontre les formes Mopti et 

Savane (Petrarca et al 1986). Le développement d’outils moléculaires d’identification a permis de définir 

deux formes moléculaires M et S d’An. gambiae (della Torre et al 2001) qui correspondent au Burkina Faso, 

aux formes chromosomiques Mopti et Savane respectivement (Favia et al 1997). Les formes moléculaires 

M et S présentent des préférences écologiques différentes. Les An. gambiae S se développent 

préférentiellement dans des gîtes larvaire typiques temporaires alors que les An. gambiae M se retrouvent 

majoritairement dans les gîtes anthropiques semi-permanents ou permanents (Favia et al 1997; della Torre 

et al 2001). Les flux de gène semblent limités entre les formes moléculaires M et S qui présentent des 

sensibilités différentes aux différents insecticides, notamment aux pyréthrinoïdes (Diabate et al 2003; 

Diabate et al 2004). 

1.1.2 Rôle vectoriel 

L’importance vectorielle du complexe An. gambiae ne peut être dissociée de l’adaptation des 

membres de ce complexe à prendre leur repas sanguin sur l’homme. C'est en effet lors du prélèvement 

d'un repas de sang sur un individu porteur du parasite que l’anophèle va s’infecter ou transmettre des 

germes pathogènes. Le complexe An. gambiae constitue un système vectoriel complexe par rapport à la 

multitude d’espèces et de formes adaptées aux diverses conditions de l’habitat. Deux paramètres sont 

déterminants pour qualifier un moustique de bon vecteur de parasites. Il s’agit de la compétence 

vectorielle, déterminée essentiellement par la compatibilité vecteur/parasite, et de la capacité vectorielle, 

déterminée par l’anthropophilie et la longévité du vecteur.  

1.2 Les stratégies de lutte contre les An. gambiae 

La lutte contre la transmission du paludisme par les membres du complexe gambiae tend à 

diminuer soit leur compétence vectorielle, soit leur capacité vectorielle. Nous ne développerons pas dans 
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ce travail l’axe de recherche qui consiste à diminuer la compatibilité vecteur-parasite, par un contrôle 

génétique par exemple et ainsi réduire la compétence vectorielle d’une population de vecteurs (Varmus et 

al 2003; Clayton 2006). D’une manière générale, diminuer la capacité vectorielle peut être envisagé par 

différentes stratégies de lutte, généralement classées selon le facteur de transmission qu’elles touchent. En 

effet, certaines méthodes ont pour objectif de réduire la densité de moustiques (§ 1.2.1) ou la longévité des 

femelles adultes (§ 1.2.2) tandis que d’autres visent à réduire le contact homme-vecteur (§ 1.2.3). Mais le 

choix de l’une ou l’autre doit tenir compte de la bioécologie des espèces visées, de leur comportement et 

du contexte épidémiologique dans lequel s’effectue la transmission de la maladie. 

1.2.1 Lutte anti-larvaire 

La plupart des méthodes de lutte visant à réduire la production de moustiques nécessitent le 

traitement des gîtes larvaires. Néanmoins, une lutte anti-larvaire bénéfique au plan épidémiologique contre 

le paludisme implique une réduction quasi totale des gîtes à anophèles, principalement dans les zones de 

paludisme stable où la transmission peut être assurée par un petit nombre de vecteurs. Or les 

caractéristiques des gîtes larvaires des espèces vectrices An. gambiae et An. arabiensis (nombreux et 

temporaires) ne permettent pas l’utilisation des méthodes de lutte anti-larvaire quelles qu’elles 

soient (aménagement de l’environnement, lutte biologique, lutte chimique). Néanmoins de rares exemples 

de contrôle efficace utilisant des poissons larvivores culiciphages ont été observés dans des zones de 

paludisme instables, où les gites larvaires étaient limités et facilement repérables (Louis & Albert 1988). 

1.2.2 Lutte adulticide 

La principale méthode de lutte « imagocide » est l’aspersion intradomiciliaire. Cette technique est 

encore utilisée en Afrique pour lutter contre les vecteurs du paludisme endophiles et anthropophiles 

comme An. funestus  et An. gambiae. Le DDT fut longtemps l’insecticide de choix pour les aspersions de 

par sa rémanence et son efficacité contre les moustiques et autres insectes nuisibles (cafards et punaises 

par exemple). Cependant, il fut petit à petit remplacé par des insecticides moins rémanents dans 

l’environnement comme certains organophosphorés (malathion), carbamates (bendiocarb) ou 

pyréthrinoïdes (perméthrine). Les traitements intradomicilaires présentent cependant l’inconvénient de ne 

pas éliminer les moustiques les plus exophages et/ou exophiles (i.e. An. arabiensis  § 1.1.1), qui continuent 

de prendre des repas sanguins, assurant ainsi un niveau minimal de transmission.  

1.2.3 Réduction du contact homme-vecteur 

Cette stratégie vise à établir une barrière (physique et/ou chimique) entre l’homme et le 

moustique. Les moustiquaires sont utilisées depuis longtemps pour se protéger des piqûres de moustiques 

(Snow et al 1987). Leur efficacité s’est vu renforcée lorsqu’elles ont été imprégnées d’insecticides (Darriet et 

al 1984), ajoutant à la barrière physique, un effet répulsif et létal. En effet, l’effet répulsif des 

pyréthrinoïdes empêche le moustique de se gorger au travers de la moustiquaire et d’y pénétrer lorsque 
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celles-ci sont trouées après un certain temps d’utilisation. L’effet létal sur les moustiques contribue quant à 

lui à la protection communautaire conférée par les moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII). En 

effet, avec une couverture de la population supérieure à 80%, elles entraînent une diminution de la 

transmission palustre (« effet de masse ») en réduisant la densité vectorielle, la durée de vie du moustique, 

ainsi que les indices sporozoïtiques (Lengeler 2004). Cependant, pour que les moustiquaires puissent être 

acceptées par les communautés, il est indispensable qu’elles protègent efficacement contre les autres 

insectes nuisibles tels que les Culex, les poux, les punaises ou les blattes (Mouchet et al 2004), que leur prix 

soit accessible à l’ensemble de la population, et qu’il n’y ait pas besoin de ré-imprégner la moustiquaire 

(Lines 1996). C’est pourquoi, depuis quelques années, des moustiquaires à  « longue durée d’action» (Long 

Lasting Nets  : LLN) sont disponibles sur le marché et présentent l’avantage de ne nécessiter aucun 

retraitement durant la durée de vie de la moustiquaire, estimée à 4 ou 5 ans (Guillet et al 2001).  

1.3 Les insecticides 

Les cibles potentielles des insecticides sont nombreuses : système nerveux central, le métabolisme 

respiratoire ou métabolisme hormonal (Annexe 1). 

Cependant, seules quatre familles de produits chimiques représentent plus de 10% de part de 

marché chacune et plus de 70% de l’ensemble  : les organophosphorés (à partir de 1940), les carbamates (à 

partir de 1950), les pyréthrinoïdes de synthèse (à partir de 1970) et les néonicotinoïdes (à partir de 1990) 

(Nauen 2006). La cible principale de ces insecticides est le système nerveux des insectes, en effet près de 

90% des insecticides utilisés sont neurotoxiques. Ils agissent sur les canaux ioniques voltage-dépendants, à 

l’origine de l’activité nerveuse, ou sur les récepteurs ionotropes, altérant la transmission synaptique, relais 

de l’information nerveuse (Figure 2). 
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Figure 2 :  

A : Représentation schématique d’un neurone et d’une synapse cholinergique avec les cibles principales des insecticides. ACh  : 

acétylcholine ; AChE  : acétylcholinestérase ; AChR  : récepteur cholinergique de type nicotinique. N  : noyau ; Na  : canal 

sodium ; Pré  : élément présynaptique ;  Post  : élément postsynaptique ; RyR  : récepteur à ryanodine (Modifié d’après (Raymond-

Delpech et al 2005)). 

B : Représentation schématique d’une synapse GABAergique avec les cibles principales des insecticides. GABA  : acide γ-

aminobutiryque ; GABAR  : récepteur au GABA ; Na  : canal sodium ; Pré  : élément présynaptique ;  Post  : élément 

postsynaptique (Modifié d’après (Raymond-Delpech et al 2005)). 

Les organophosphorés et les carbamates inhibent l’acetylcholinestérase, l’enzyme responsable de 

l’hydrolyse de l’acétylcholine après la transmission de l’information par ce neurotransmetteur (Figure 2). Si 

cette hydrolyse n’a pas lieu, l’augmentation d’acétylcholine induit une hyperactivité aboutissant à la mort 

de l’insecte. 

Les pyréthrinoïdes sont des modulateurs des canaux sodium voltage-dépendants qui sont à 

l’origine de la phase de dépolarisation des potentiels d’action. Les pyréthrinoïdes sont classés en deux 
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groupes selon leur structure chimique et leur mode d’action. Structurellement, la différence clé entre les 

groupe I et II est l’absence ou la présence, respectivement, d’une liaison alpha-cyanée. Les travaux sur la 

blatte américaine, qui a servi de modèle d’étude, ont permis de montrer que, suite à l’application de 

pyréthrinoïdes sur un axone de cette blatte, le courant sodium ne s’inactivait plus totalement et les queues 

de courant ainsi induites avaient des constantes de temps de plusieurs millisecondes (Pelhate 1985). De 

plus, ils déplaçaient l’activation vers des potentiels plus négatifs. Par conséquent, davantage d’ions sodium 

traversaient la membrane et la dépolarisaient (Bloomquist 1996; Zlotkin 1999; Narahashi 2000; Shafer et al 

2005). 

Les pyréthrinoïdes de type II ralentissent plus longtemps l’inactivation des canaux sodium que 

ceux de type I. Les pyréthrinoïdes de type I inactivent les canaux justes assez pour provoquer une activité 

répétitive alors que ceux de type II la prolonge sur des périodes suffisamment longues pour que la 

membrane se dépolarise. Cette dépolarisation cause une diminution du gradient électrochimique du 

sodium ce qui entraîne une diminution de l’amplitude des potentiels d’action puis la perte de l’excitabilité 

neuronale (Bloomquist 1996; Zlotkin 1999; Narahashi 2000; Shafer et al 2005). Cette action neurotoxique 

provoque une transmission répétée ou continue de l’influx nerveux, qui aboutit à des convulsions puis à la 

tétanie de l’insecte.  

Les organophosphorés et les pyréthrinoïdes sont les principaux insecticides utilisés en santé 

publique depuis l’interdiction du DDT en 1972. Il faut noter que le DDT est  tout de même encore utilisé 

(et même recommandé) en aspersions intra-domiciliaires en Afrique sub-saharienne (Rogan & Chen 2005; 

Overgaard & Angstreich 2007). Les pyréthrinoïdes sont les seuls insecticides recommandés pour 

l’imprégnation des moustiquaires en raison de leur rapidité d’action à faible dose (effet knock-down ou 

KD), leur effet excito-répulsif et leur innocuité pour l’homme (Zaim et al 2000). 

1.4 La résistance aux insecticides 

La toxicité des insecticides résulte de leur interaction avec leur cible biologique présente chez 

l’insecte. La molécule insecticide doit entrer en contact avec l’insecte, pénétrer dans l’organisme, dans 

certains cas être transformé en métabolite actif, puis être transporté jusqu’à sa cible. Tout mécanisme qui 

modifie l’une de ces étapes peut donc conduire à une résistance (Soderlund & Bloomquist 1989). Celle ci 

peut impliquer une modification du comportement de l’insecte qui évite ainsi le contact avec l’insecticide, 

une modification de l’absorption ou de l’excrétion de l’insecticide, une modification des voies 

métaboliques permettant sa dégradation ou enfin une modification de sa cible (Figure 3)(IRAC 2006).  
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Figure 3 : Représentation schématique des différents mécanismes de résistance aux insecticides chez les insectes. 

Les résistances aux deux principales familles d’insecticides (organophosphorés et pyréthrinoïdes) 

utilisées dans la lutte contre le paludisme sont de deux types  : résistance                          

métabolique et résistance par modification de cible. 

1.4.1 Résistance métabolique 

La résistance métabolique est due à l’accroissement de l’activité d’enzymes assurant la détoxication 

des insecticides, essentiellement des estérases, des oxydases à cytochrome P-450 et des glutathion-S-

transférases (Oppenoorth 1985). Cet accroissement peut provenir soit d’une modification de la 

conformation de l’enzyme la rendant plus efficace soit d’une production accrue de protéine (Vaughan & 

Hemingway 1995) pouvant parfois représenter jusqu’à 12% des protéines totales d’un individu (Fournier et 

al 1987). La surproduction d’enzymes peut être due à une modification d’un gène régulateur contrôlant le 

degré d’expression de l’enzyme (Mouches et al 1987; David et al 2005), à une augmentation du nombre de 

copies du gène qui code pour ces enzymes (Hemingway et al 2004). 

1.4.2 Modification de cible 

Les cibles principales des pyréthrinoïdes et des organophosphorés sont des protéines (canaux 

ioniques ou enzymes) jouant un rôle dans la transmission de l’influx nerveux, le canal sodium, ou 

l’acétylcholinestérase. Des mutations ponctuelles au niveau des gènes codant pour ces protéines cibles 

entraînent des modifications structurales ayant pour conséquence de diminuer leur affinité avec les 

insecticides. Ces mécanismes peuvent d’ailleurs être à l’origine de résistances croisées à tous les insecticides 

qui agissent sur cette cible. Chez la plupart des espèces d’insectes, les mêmes points de mutations se 

retrouvent généralement sur les gènes codant pour ces protéines, de par le fait que le changement d’acide 
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aminé doit non seulement réduire l’affinité de l’insecticide avec la cible mais aussi préserver les fonctions 

initiales de la protéine à un niveau compatible avec la survie de l’insecte. 

Le canal sodium  

Cette protéine comporte quatre domaines homologues répétés comprenant chacun six segments 

hydrophobes transmembranaires. La résistance de type kdr (knock-down resistance) est due au 

remplacement d’un  acide aminé (leucine en phénylalanine) dans le sixième segment du domaine II du 

canal sodium. Elle se caractérise par une diminution d’affinité entre l’insecticide et son site de fixation 

(Pauron et al 1989). On retrouve cette mutation chez de nombreuses espèces de moustiques dont, An. 

gambiae (Martinez Torres et al 1998), Cx. quinquefasciatus (Chandre et al 1998), Ae. aegypti (Hemingway et al 

1989) et An. stephensi (Vatandoost et al 1996). Cependant, une autre mutation de la leucine en sérine à la 

même position est à l’origine d’une faible résistance à la perméthrine et au DDT chez les populations 

d’An. gambiae d’Afrique de l’Est (Ranson et al 2000). Chez certaines souches de mouches domestiques, un 

second point de mutation de la méthionine en thréonine entraîne un taux de résistance plus élevé (environ 

500 fois) aux pyréthrinoïdes alpha-cyanés lorsqu’elle est associée à la mutation kdr (Leu/Phe) (Williamson 

et al 1996). D’autres points de mutation ont été décrits chez certaines espèces de moustiques notamment 

Ae. aegypti (Brengues et al 2003). 

L’acétylcholinestérase 

L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme impliquée dans le métabolisme de l’acétylcholine 

(ACh), le principal neurotransmetteur chez les insectes (Pitman 1971). Elle est la cible principale des 

insecticides organophosphorés (OPs) et des carbamates. La résistance provient soit d’une augmentation de 

la quantité d’AChE (Fournier et al 1992; Fournier & Mutero 1994) soit d’une diminution de l’affinité de 

celle-ci avec ces insecticides (Soderlund & Bloomquist 1989). Chez D. melanogaster et M. domestica, quatre 

points de mutation situés sur le gène Ace-2 rendent l’acétylcholinestérase moins sensible à l’action 

inhibitrice des insecticides (Mutero et al 1994). Chez Cx. quinquefasciatus , An. albimanus et An. gambiae, la 

même mutation glycine / sérine se retrouve en position 119 sur le gène Ace.1 et confère une résistance 

croisée aux OPs et aux carbamates (Weill et al 2003). Chez Cx. quinquefasciatus, l’acétylcholinestérase 

insensible (Ace.1R) s’avère être beaucoup moins efficace à dégrader les substrats que celle des individus 

sensibles (Bourguet et al 1997b; Bourguet et al 1997a). Des études récentes ont d’ailleurs montré que le 

coût de l’allèle résistant est fort et peut affecter de nombreux traits de vie (développement larvaire, 

compétition sexuelle, taux de prédation) (Berticat et al 2002; Agnew et al 2004). Il existe de nombreux 

autres points de mutation sur l’acétylcholinestérase dont certains confèrent une résistance aux OPs et aux 

carbamates (Fournier 2005; Alout et al 2007) 
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1.4.3 Impact de la résistance sur les programmes de luttes contre An. gambiae 

L’efficacité d’une méthode de lutte contre les vecteurs du paludisme et notamment An. gambiae est 

généralement évaluée sur le plan entomologique, et ensuite d’un point de vue épidémiologique (Fegan et al 

2007). Jusqu’à présent aucune étude épidémiologique n’a démontré une quelconque diminution de 

l’efficacité des moustiquaires imprégnées ou des aspersions intra-domiciliaires due à ces mécanismes de 

résistance. Une étude récente réalisée dans des villages du nord de la Côte d’Ivoire avec des moustiquaires 

imprégnées de lambda-cyalothrine sur une population d’An. gambiae fortement résistante aux 

pyréthrinoïdes (fréquence du Kdr d’environ 90%)  a permis de réduire la prévalence des porteurs 

asymptomatiques de 12 % pour une protection contre le paludisme estimée à 56%, i.e. réduisant de plus 

de deux fois le nombre d’accès palustres chez les enfants de moins de 5 ans (Henry et al 2005). Cette 

protection s’est avérée comparable à celle conférée par des moustiquaires imprégnées de lambda-

cyalothrine dans une région de Sierra Leone où les populations anophéliennes étaient sensibles aux 

pyréthrinoïdes (Marbiah et al 1998). 

D’un point de vue entomologique, l’évaluation de l’efficacité des moustiquaires imprégnées 

d’insecticides, tant en zone sensible que résistante aux pyréthrinoïdes, a beaucoup été étudiée. Selon 

plusieurs auteurs (Chandre et al 2000; Corbel et al 2004b), les moustiques résistants aux pyréthrinoïdes, 

moins sensibles à l’effet irritant, resteraient plus longtemps sur la moustiquaire et absorberaient en 

conséquence par contact tarsal une dose d’insecticide plus importante, ce qui expliquerait des taux de 

mortalité sensiblement identiques entre moustiques sensibles et moustiques résistants (Darriet et al 1998; 

Darriet et al 2000). Néanmoins en 2004, une étude rapporte une diminution de la mortalité d’individus 

homozygotes résistants pour le Kdr en contact avec des tissus imprégnés de pyréthrinoïdes (Corbel et al 

2004b). Plus récemment, une évaluation menée au Bénin a montré que l’efficacité de moustiquaires 

imprégnées de lambda-cyhalothrine était considérablement réduite en zone de résistance (N'Guessan et al 

2007). Les résultats ont en effet montré que la mortalité induite par les MII passait de 98% en zone 

sensible à 30% en zone résistante.  

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

résistance aux pyréthrinoïdes pourrait s’avérer être un véritable obstacle au bon fonctionnement des 

programmes de lutte contre le paludisme basés sur l’utilisation massive de moustiquaires imprégnées de 

pyréthrinoïdes.  

1.4.4 Gestion de la résistance 

Les stratégies de gestion de la résistance visent à prévenir, retarder, ou limiter le développement 

d’individus résistants au sein d’une population cible. Pour y parvenir, il est indispensable, d’une part, de 

disposer d’outils moléculaires et biochimiques permettant la détection précoce des mécanismes de 

résistance dans les populations de vecteurs et, d’autre part, de connaître les facteurs intrinsèques et 
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extrinsèques capables d’influencer l’évolution de la résistance sur le terrain. La dynamique de la résistance 

aux insecticides est un processus complexe qui dépend d’un certain nombre de facteurs biologiques, 

génétiques et opérationnels (Georghiou & Taylor 1977; Georghiou 1980). Les facteurs biologiques 

concernent directement le cycle de vie de l’insecte cible (nombre moyen de descendants, durée moyenne 

des générations) ainsi que son écologie (structuration des populations, taux de migration). Les facteurs 

génétiques englobent les propriétés des gènes de résistance eux-mêmes : nombre de gènes impliqués 

(monogénique versus polygénique), leur caractère dominant ou récessif, leurs interactions et leur valeur 

adaptative en présence ou en absence d’insecticide. Enfin, les facteurs opérationnels se rapportent à tout 

ce qui concerne les traitements : nature des produits utilisés, rémanence, doses employées, fréquence et 

mode d’application, ainsi que l’étendue et l’homogénéité des traitements.  

En pratique, les stratégies développées pour contrôler la résistance sont élaborées avant tout au 

niveau opérationnel (Leeper et al 1986). Elles ont pour objectif de prévenir la résistance ou de ralentir son 

développement afin d’éviter qu’elle ne soit à l’origine d’échecs opérationnels. D’une manière générale, trois 

méthodes de gestion de la résistance sont pratiquées, i) la gestion par modération (maintien de la 

population sensible), ii) la gestion par saturation (doses augmentées afin d’atteindre les hétérozygotes) et 

iii) l’utilisation de combinaisons d’insecticides. La pression de sélection qui est à l’origine du 

développement de la résistance des moustiques vecteurs du paludisme est principalement d’origine 

agricole (Diabate et al 2002). Par ruissellement ou contact direct, les traitements agricoles entrainent la 

présence de résidus d’insecticides dans les gites à anophèles. Néanmoins il est difficilement envisageable 

de réduire le rythme des traitements agricoles pour maintenir une population sensibles de moustique (i.e. 

modération). De plus, les doses d’insecticides utilisées sur les cultures sont très largement supérieures à 

celles appliquées sur les moustiquaires. La gestion par saturation n’est donc pas envisageable non plus. 

Dans le contexte de la lutte contre les vecteurs du paludisme, la seule stratégie qui puisse permettre le 

maintien de l’efficacité des traitements est l’utilisation de combinaisons d’insecticides.  

Cette stratégie repose sur l’utilisation « combinée » d’insecticides ayant un mode d’action différent 

(Taylor & Georghiou 1979). Les insecticides peuvent être utilisés de façon simultanée (mélanges), ou 

alternée dans le temps (séquences, rotations) et dans l’espace (mosaïques) (Tabashnik 1989). De nombreux 

modèles théoriques ont démontré, dans des conditions très standardisées (coût du gène de résistance 

élevé, forte migration, etc.), la faisabilité de prévenir ou de ralentir l’évolution de la résistance en utilisant 

l’une ou l’autre de ces stratégies (Tabashnik & Croft 1982; Curtis 1985; Via 1986).  

Les mélanges d’insecticides se basent sur l’hypothèse que si la probabilité de voir apparaître une 

résistance à l’un des composés du mélange est un évènement rare et indépendant, alors la probabilité de 

voir apparaître une résistance à plusieurs composés de l’association est extrêmement rare (Curtis 1985). 

L’intérêt fondamental de cette stratégie vient du fait que chaque insecticide du mélange va pouvoir 

éliminer les individus qui lui sont génétiquement sensibles (Comins 1986; Roush 1993).  
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En agricultutre, l’utilisation de mélanges pyréthrinoïdes - organophosphorés semble avoir permis 

de prévenir pendant plus de 20 ans le développement de la résistance chez le principal ravageur du coton 

Helicoverpa armigera en Afrique de l’Ouest (Martin et al 2000). En santé publique, les cas concrets de gestion 

raisonnée de la résistance sont plutôt rares à ce jour. On retiendra celui du programme OCP 

(Onchocercociasis Control Program) en Afrique de l’Ouest, dans lequel une rotation systématique 

d’insecticides chimiques et biologiques a permis de bloquer l’évolution de la résistance aux 

organophosphorés chez les larves de simulies (Kurtak 1990; Hougard et al 1993).  

Les perspectives de valoriser les mélanges d’insecticides pyréthrinoïdes / carbamates ou OPs ont 

fait l’objet d’études récentes (Corbel et al 2002; Corbel et al 2003; Darriet et al 2003; Corbel et al 2004a; 

Darriet et al 2005; Corbel et al 2006). Ces études ont montré que les moustiquaires bi-imprégnées de 

carbamates et de pyréthrinoïdes sont efficaces dans des zones où les anophèles sont résistants à ces 

insecticides (Hougard et al 2003; Asidi et al 2005) et ne sélectionnent pas les individus porteurs des gènes 

de résistance contrairement aux moustiquaires imprégnées de ces insecticides seuls (Corbel et al 2004b). Ils 

apparaissent donc comme un bon moyen de gestion de la résistance. Néanmoins, les mélanges 

carbamates/pyréthrinoïdes ne limitent pas plus le gorgement sur l’hôte dormant sous la moustiquaire que 

les produits utilisés seuls (Hougard et al 2003). Ceci signifie que la protection du « dormeur » n’est pas 

complètement assurée.  

De la même manière, les matériaux imprégnés de carbamates et d’OPs, efficaces contres les 

moustiques résistants aux pyréthrinoïdes, ont montré des perspectives intéressantes en matière de lutte 

anti-vectorielle (« mass killing effect »), mais leur faible effet excito-répulsif permet aux moustiques de 

rester plus longtemps sur la surface imprégnée et par conséquent de prendre plus facilement un repas de 

sang (Curtis & Mnzava 2000; Kolaczinski et al 2000; Fanello et al 2003; N'Guessan et al 2003). L’individu 

est donc moins protégé contre une piqûre infectante.  

1.5 Les répulsifs 

Les répulsifs représentent une large gamme de molécules d’origine végétale ou de synthèse qui 

présentent des propriétés excito-répulsives contre les insectes piqueurs. L’utilisation de répulsifs pour se 

protéger des insectes piqueurs est une pratique ancestrale qui mettait en jeu des dérivés de plantes. 

Actuellement, l’utilisation d’extraits de plantes fraîches, séchées ou brûlées est encore largement pratiquée 

en Afrique pour se protéger des insectes hématophages (Debboun et al 2007). Mais l'utilisation des 

répulsifs a connu un véritable développement avec l'apparition des produits de synthèse à action 

prolongée, non toxiques, acceptables en applications cutanées, et efficaces contre de nombreux insectes, 

plus particulièrement depuis la découverte du diéthyl-m-toluamide ou DEET en 1953 (McCabe et al 1954). 

Récemment, de nouvelles substances actives ont été commercialisées (IR35351, KBR 30232, et PMD3) et 

                                                 
1 IR3535  : ethyl 3-(N-buthylacetylaminopropionate) 

19



 

ont montré des performances intéressantes sur les insectes nuisants et/ou vecteurs de maladies (Nentwig 

2003; Badolo et al 2004; Lundwall et al 2005).  

Malgré l’augmentation considérable du marché des répulsifs sur le plan mondial (environ 1.7 

milliards d’unités vendus en 2004/2005 pour un chiffre d’affaire de 5.6 milliards d’euros), ces composés 

n'ont jamais été utilisés en santé publique, en l’absence de preuves tangibles sur leur capacité à réduire la 

transmission de certaines maladies. Deux études menées en Asie (Rowland et al 2004b; Rowland et al 

2004a) ont démontré que l’utilisation de DEET sur la peau procurait un niveau de protection contre le 

paludisme comparable à celui conféré par les moustiquaires imprégnées de pyréthrinoïdes ou des 

pulvérisations intra-domiciliaires d'insecticides. Un autre essai de terrain réalisé au Burkina Faso a 

également montré que l’application de répulsifs pouvait réduire significativement le nombre de piqûres 

infectantes à P. falciparum, agent responsable de la forme grave du paludisme (Costantini et al 2004). Les 

répulsifs risquent donc de jouer un rôle croissant en santé publique dans les prochaines années, en 

particulier dans les zones où la biologie et le comportement des vecteurs rendent moins favorables 

l’utilisation de méthodes conventionnelles (régions où les vecteurs sont exophiles, exophages comme en 

Asie du Sud Est, Amérique du Sud, ou dans l’Océan indien).  

1.5.1 Mode d’action des répulsifs 

Malgré l'intérêt grandissant de la communauté scientifique à utiliser les répulsifs en santé publique 

(Gubler 2004; BEH 2006), une question majeure persiste concernant leur mode d'action chez les insectes. 

Certains auteurs ont suggéré que les répulsifs pouvaient bloquer les pores au niveau antennaire et ainsi 

empêcher la détection des stimuli émis par l’hôte (Wright 1975). D'autres auteurs ont attribué l’effet 

répulsif du DEET à son interaction avec les composants lipidiques de la membrane cellulaire (McIver 

1981). Davis (Davis 1985) a proposé différents modèles d'activité neuronale pour les cinq types de 

segment sensoriel situés au niveau antennaire. Il a identifié au moins cinq modes d’action potentiels : (i) 

inhibition d'un signal attractif ; 2) inversion de la perception du signal attractif en un message irritant ; 3) 

activation d'un récepteur qui pourrait « brouiller » ou entraîner une réponse comportementale 

inappropriée; 4) activation d'un récepteur « à odeur »; 5) activation de différents récepteurs causant 

simultanément la perte du signal spécifique lié à la localisation de l’hôte (les répulsifs bloqueraient le 

système d'information sensoriel). Une étude récente a montré que le DEET ne repoussait pas les 

moustiques mais inhibait l’attraction en interférant avec les récepteurs à l’acide lactique impliqués dans la 

localisation de hôte (Dogan et al 1999). Malgré le nombre important de publications se référant aux 

"répulsifs" et aux "moustiques" (plus de 320 citations dans Medline dont 66 ces 2 dernières années), très 

peu d’études ont jusqu’à présent identifié précisément les mécanismes par lesquels les répulsifs perturbent 

la localisation de l'hôte et/ou empêchent les insectes de piquer. 

                                                                                                                                                         
2 KBR3023  : Bayrepel or 2-(2-hydroxyethyl)-1- piperidinecarboxylic acid 1-methylpropyl ester 
3 PMD : dimethylphtalat 
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1.5.2 Efficacités comparées 

Il est très difficile de synthétiser les données bibliographiques concernant l’efficacité des répulsifs. 

En effet jusqu’à récemment, il n’existait pas de protocole standardisé et les sources de variabilité de 

l’efficacité des répulsifs sont multiples : conditions expérimentales, espèces d’insectes testées, choix des 

hôtes utilisés, doses appliquées, etc. Aujourd’hui, trois protocoles standardisés ont été proposés par l’OMS 

et l’ « American Society of Tropical Medicine and Hygiene » (Barnard 2005; Barnard et al 2007). Toutefois, 

une revue concernant l’ensemble des évaluations de l’efficacité du DEET, du KBR 3023 et de l’IR3535 est 

disponible dans les chapitres 16, 18 et 21 dans « Repellents  : Principles, Methods and Uses» (Debboun et 

al 2007). Le DEET semble encore être l’un des répulsifs les plus efficaces (Roberts & Reigart 2004; 

Debboun et al 2007). Le KBR 3023 et le DEET ont une efficacité comparable contre Ae. aegypti, le vecteur 

de la dengue et la fièvre jaune, et An. gambiae, le vecteur majeur du paludisme. Néanmoins les doses 

efficaces de ces deux répulsifs sont plus importantes pour se protéger des piqûres d’An. gambiae (Badolo et 

al 2004). KBR 3023 et  le DEET semblent  tous les deux plus efficaces que l’IR3535 (Badolo et al 2004; 

Costantini et al 2004). 

1.5.3 Répulsifs et moustiquaires imprégnées 

Les propriétés répulsives et/ou irritantes des répulsifs en imprégnation de vêtements ou de 

moustiquaires peuvent être intéressantes pour conférer un effet protecteur. En 1967, des expériences sur 

l’efficacité de morceaux de moustiquaires imprégnées de différents répulsifs et positionnés aux ouvertures 

d’une habitation ont été réalisées. Les meilleurs répulsifs préviennent l’entrée de 90% des moustiques 

pendant deux à trois mois (Gouck et al 1967). Ces résultats prometteurs n’ont pas pour autant été 

poursuivi d’un grand nombre d’études (Gouck & Moussa 1969). Récemment, une étude en cases 

expérimentales réalisée en Côte d’Ivoire a montré que des moustiquaires imprégnées d’une solution 

alcoolique de DEET ou d’IR3535 ont conféré une efficacité importante en terme d’inhibition du 

gorgement et, plus surprenant, en terme de mortalité sur Culex quinquefasciatus et An. gambiae (N'Guessan et 

al 2006). De plus, ces solutions alcooliques de DEET et d’IR3535, efficaces seulement quelques heures 

lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, protègent de plus de 70% des piqûres pendant 6 semaines (Badolo 

2004). Ce dernier  a montré que des moustiquaires imprégnées de DEET et de KBR 3023 conférait une 

bonne protection pendant environ 2 mois. Ces études relancent l’intérêt d’utiliser les répulsifs pour 

l’imprégnation de moustiquaire. 
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1.6 Présentation du travail de thèse 

L’objectif général de ce travail de thèse est d’étudier les potentialités offertes par l’association sur 

des moustiquaires de répulsifs et d’insecticides non-pyréthrinoïdes pour la gestion de la résistance aux 

pyréthrinoïdes chez les vecteurs du paludisme. Au cours d’une première partie, nous exposerons les études 

de laboratoire visant à caractériser les interactions entre les organophosphorés ou les carbamates et deux 

répulsifs, le DEET et le KBR 3023. La seconde partie de l’étude portera sur l’évaluation en cases 

expérimentales de moustiquaires imprégnées de deux mélanges dans lesquels le pyrimiphos-méthyl, un 

insecticide de la famille des organophosphorés, est mélangé au DEET ou au KBR 3023 sur des 

populations naturelles d’An. gambiae sl. Dans cette partie, l’efficacité des mélanges sera comparée à celle 

d’une moustiquaire imprégnée d’une formulation standard de deltaméthrine (KO-Thrin®). L’analyse d’un 

échantillon des anophèles récoltés lors de ces évaluations permettra ensuite d’étudier l’impact de ces 

mélanges sur l’évolution des gènes de résistance Kdr et Ace1R. Dans la troisième partie, une étude 

multidisciplinaire tentera de décrire les mécanismes physiologiques impliqués dans  le mode d’action du 

DEET sur le système nerveux central des insectes. 
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2  ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE LES INSECTICIDES 

CARBAMATES OU ORGANOPHOSPHORES ET LES REPULSIFS 

Seuls les pyréthrinoïdes sont utilisés pour l’imprégnation des moustiquaires car ils possèdent des 

caractéristiques entomologiques nécessaires à la protection de l’utilisateur (effet excito-répulsif) et à la 

protection communautaire (effet insecticide). En associant un insecticide non-pyréthrinoïde et un répulsif 

sur une moustiquaire, notre objectif était de maintenir l’efficacité insecticide contre des moustiques 

résistants aux pyréthrinoïdes et de recréer l’effet excito-répulsif propre aux pyréthrinoïdes. L’utilisation en 

mélange de plusieurs molécules actives peut donner lieu à différentes interactions (cf. effet additif / 

synergie / antagonisme4). Nous avons donc étudié au laboratoire les interactions entre insecticides non-

pyréthrinoïdes et répulsifs et leurs influences sur les critères d’efficacité recommandés par l’OMS en 

utilisant les méthodes standards d’évaluation des insecticides (WHO 2006).  

2.1 Interactions entre le DEET et le propoxur sur le modèle biologique Ae. 
aegypti : mortalité, effet knock-down et irritabilité 

Article 1 : Pennetier C, Corbel V and Hougard JM. 2005. Combining a non-pyrethroid insecticide and a 

repellent : a new approach for controlling Kdr resistant mosquitoes. Am J Trop Med Hyg 72 (6), 739-744. 

Pour la première étude, nous avons choisi d’utiliser le propoxur, insecticide de la famille des 

carbamates, connu pour sa forte efficacité insecticide et son faible effet irritant et le Diéthyl-m-Toluamide 

ou DEET. Nous avons étudié les interactions entre les molécules actives grâce à deux méthodes 

standardisées : le test en tube OMS et le test d’irritabilité (Méthodes détaillées en Annexe 9) (WHO 2006) ; 

lesquelles permettent de déterminer la mortalité induite, l’effet knock down (KD) et l’effet irritant. Afin 

d‘observer tout type d’interaction (effet additif / synergie / antagonisme), nous avons déterminé la dose 

de propoxur létale pour 30% des moustiques exposés (CL30=36 mg/m²). A cette  dose de propoxur, nous 

avons ajouté la dose de DEET la plus irritante. Cette dose de 364 mg/m² est la dose maximale pour 

laquelle nous n’avons pas observé de mortalité (CL0). Nous avons ensuite évalué la mortalité, l’effet KD et 

l’effet irritant des ces molécules seules et en mélange, en comparaison avec la dose de deltaméthrine létale 

pour la totalité (CL100) des moustiques sensibles aux pyréthrinoïdes exposés (5 mg/m²).  

Sous l’hypothèse d’indépendance d’action de chacune des molécules, nous nous attendions à une 

faible mortalité (de l’ordre de 30%), à l’absence d’effet KD et une forte irritabilité. Le mélange de DEET 

et de propoxur a induit 96% de mortalité, un fort effet KD (KDT50=36.6min) et une forte irritabilité. Ces 
                                                 
4 Trois types d’interactions peuvent se manifester lorsque deux composés sont combinés : 
- Effet additif, où l’effet combiné des deux composés du mélange est égal à la somme des effets des deux produits pris 
séparément [AB = A + B] 
- Effet synergiste, où l’effet combiné des deux insecticides est significativement plus fort que celui attendu par sommation [AB > 
A + B] 
- Effet antagoniste, où à l’inverse, l’effet des produits combinés est inférieur à celui attendu par sommation [AB < A + B] 
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résultats significativement supérieurs à ceux attendus indiquent une forte synergie entre le DEET et le 

propoxur. De plus, ils ne sont pas significativement différents de ceux induits par la deltaméthrine à la 

CL100. Selon ces trois critères entomologiques, le mélange de DEET et de propoxur est donc aussi efficace 

que la deltaméthrine contre une souche d’Ae. aegypti sensibles aux pyréthrinoïdes. 

Plus intéressant, lorsque les mêmes bio-essais ont été réalisés sur des moustiques homozygotes 

résistants pour le gène Kdr, l’efficacité du mélange de DEET et de propoxur est restée aussi élevée tandis 

que la deltaméthrine n’a induit que 9% de mortalité, aucun effet KD et un effet irritant réduit.  

Ces résultats sont encourageants pour les raisons suivantes : 

• Nous avons, en combinant le DEET au propoxur, reconstitué des effets insecticide et 

excito-répulsif comparables à ceux de la deltaméthrine. 

• Le mélange a induit un effet KD caractéristique des pyréthrinoïdes. Cet effet est 

extrêmement important car il confère une rapidité d’action à la moustiquaire imprégnée et 

constitue un critère essentiel en terme de protection contre la piqûre.  

• La forte synergie mise en évidence entre le propoxur et le DEET peut permettre d’utiliser 

des doses réduites de carbamates. 

• Ce mélange de DEET et de propoxur est resté très efficace contre des moustiques 

résistants aux pyréthrinoïdes par l’intermédiaire de la mutation kdr. 

2.2 Interactions entre le pyrimiphos-méthyl et les répulsifs, DEET et KBR 
sur tissu moustiquaire contre An. gambiae 

 
Article 2 : Pennetier C, Corbel V, Boko P, Odjo A, N’Guessan R, Lapied B, Hougard JM. 2007. Synergy 

between repellents and non-pyrethroid insecticides strongly extends the efficacy of treated nets against 

Anopheles gambiae. Malaria J, Mar 29;6(1) :38. 

 

L’imprégnation des moustiquaires nécessite d’intégrer les matières actives insecticide et répulsive à 

une formulation afin de i) pouvoir mélanger à l’eau des molécules parfois hydrophobes, ii) et surtout de 

fixer les molécules actives dans et/ou sur la fibre. Dans cette seconde étude, nous avons évalué l’efficacité 

et la protection contre la piqûre d’An. gambiae d’échantillons de moustiquaires imprégnées de mélanges de 

formulations d’un insecticide non-pyréthrinoïdes et d’un répulsif dans un tunnel expérimental (Annexe 9). 

Ce tunnel est un dispositif qui permet de prendre en compte le comportement du moustique en présence 

d’un hôte vertébré. Ce dispositif, utilisé préalablement à une évaluation en conditions naturelles, permet 

d’estimer l’effet excito-répulsif, l’inhibition du gorgement et le taux de mortalité induits par une 

moustiquaire imprégnée en présence d’un appât animal (Annexe 9)(Chandre et al 2000). 
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Nous avons choisi de travailler avec le pyrmiphos-méthyl (PM), un insecticide du groupe des 

organophosphorés car il présente un profil toxicologique plus favorable que le propoxur (les DL50 sur le 

rat du propoxur et du PM sont respectivement 50 mg/kg et 1414 mg/kg) (Tomlin 2007). Nous avons 

associé au PM le DEET ou le KBR 3023, un répulsif de synthèse récent qui montre des performances 

comparables à celles du DEET (cf. § 1.4.2). Néanmoins, selon les insecticides employés, les doses utilisées 

ou les cibles visées, des interactions variées (additif / synergie / antagonisme) peuvent se manifester. Nous 

avons donc étudié les interactions entre le PM et les deux répulsifs (DEET et KBR 3023) et leurs effets 

sur l’efficacité et la rémanence des moustiquaires traitées contre An. gambiae. Pour cela, nous avons utilisé 

une faible dose de PM (150 mg/m²) combinée à chacun des répulsifs, DEET et KBR 3023 à 10 g/m². 

Cette dose de 10 g/m² est du même ordre de concentrations que celles appliquées sur la peau. Nous avons 

ensuite testé l’effet protecteur et insecticide des moustiquaires imprégnées des formulations seules et en 

mélanges sur une souche d’An. gambiae de laboratoire dépourvue sensible aux insecticides. 

Le PM, le DEET et le KBR 3023 utilisés seuls ont induit le jour de l’imprégnation (T0) 100% de 

mortalité. L’efficacité insecticide de ces trois produits a diminué rapidement pour atteindre une activité 

résiduelle (< 20% de mortalité) moins d’un mois après l’imprégnation. Les deux mélanges (PM+DEET et 

PM+KBR 3023) ont également induit 100% de mortalité à T0 mais cette efficacité s’est maintenue au 

dessus de 95% pendant plus de deux mois avant de diminuer plus lentement pour atteindre un niveau 

résiduel de 20%, 6 mois après l’imprégnation. De la même manière, l’inhibition du gorgement induite par 

les mélanges PM+DEET et PM+KBR 3023 a été plus importante et a duré plus longtemps que les 

produits utilisés seuls.  

Tant au niveau de la mortalité que de l’inhibition du gorgement, la rémanence des mélanges a été 

significativement plus importante que la rémanence attendue sous l’hypothèse d’indépendance d’action 

des deux composés. Ceci indique une forte synergie entre  le PM et le DEET ou le KBR 3023. La cible 

moléculaire des organophosphorés et celle des carbamates est la même : l’AChE (cf. § 1.3). Bien que les 

mécanismes responsables de la synergie entre le DEET et le propoxur ne soient pas connus, il n’est pas 

étonnant d’observer le même type d’interactions avec le PM. En revanche, les interactions synergistes 

entre le PM et le KBR 3023 n’avaient jamais été observées auparavant. 

Pour conclure, ces différentes études en laboratoire ont permis de mettre en évidence des effets 

synergiques entre les carbamates ou les OPs et les répulsifs, et de recréer les effets insecticide, KD et 

irritant caractéristiques des pyréthrinoïdes. De plus, cette efficacité comparable à celle des pyréthrinoïdes 

est maintenue sur des moustiques résistants (homozygotes pour la mutation Kdr). Ces interactions 

synergiques permettent d’utiliser de faibles doses d’OPs, d’allonger la durée d’efficacité du tulle 

moustiquaire, et de proposer une alternative prometteuse aux seuls pyréthrinoïdes. Au vu des résultats 

obtenus en laboratoire (Phase I), les deux mélanges PM+DEET et PM+KBR présentent les critères 

d’efficacité et de rémanence requis pour évaluation en conditions naturelles (phase II) (WHO 2006).  
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3 ETUDE DE L’EFFICACITE  EN CASES EXPERIMENTALES DE 

MOUSTIQUAIRES IMPREGNEES DE MELANGES OPS/REPULSIFS 

CONTRE AN. GAMBIAE SENSIBLES ET  RESISTANTS AUX 

INSECTICIDES 

Au vu des résultats mentionnés dans le chapitre 2, les deux couples de molécules PM+DEET et 

PM+KBR 3023 testés en tunnel expérimental (PM à 150 mg/m² ; DEET et KBR 3023 à 10 g/m²) ont été 

retenus pour une évaluation entomologique en conditions naturelles. Nous avons réalisé deux évaluations 

en cases expérimentales (Darriet et al 2002; WHO 2006) pour mesurer l’efficacité et la rémanence de 

moustiquaires imprégnées (MII) sur des populations naturelles de moustiques dans des conditions 

contrôlées sans imposer de contact forcé avec la moustiquaire (Annexe 9). 

Les études ont été réalisées à Bama, une commune située à 30 km au nord de Bobo-Dioulasso, 

Burkina Faso. Les cases expérimentales dans lesquelles nous avons réalisé l’étude sont situées en bordure 

d’un large périmètre rizicole. Dans cette station, les populations anophéliennes sont composées des deux 

formes moléculaires d’An. gambiae, M et S. De plus ces populations sont porteuses des gènes de résistance 

Kdr 5 et Ace1R 6  dont les fréquences varient selon la saison. En mai et juin 2006 (le début de la saison des 

pluies), la forme moléculaire M était majoritaire à plus de 85% et les fréquences des gènes de résistance 

étaient très faibles (Kdr = 0.08 et Ace1R = 0.01). A l’inverse en fin de saison des pluies (septembre et 

octobre 2006), la forme moléculaire S était majoritaire à plus de 95% et les fréquences des gènes de 

résistance étaient plus élevées (Kdr = 0.88 et Ace1R = 0.40). Cette population présentait donc une forte 

résistance aux pyréthrinoïdes et aux organophosphorés. 

L'efficacité des MII a été estimée par rapport à une case témoin (moustiquaire non traitée) en 

mesurant les indicateurs entomologiques suivants  : 1) effet déterrent  : réduction du nombre de moustiques 

trouvés dans la case traitée / case témoin ; 2) Exophilie  : proportion de moustiques qui tentent de sortir de 

la case traitée / témoin ; 3) Inhibition du taux de gorgement  : réduction du pourcentage de moustiques 

femelles gorgées dans la case traitée / témoin ; 4) mortalité globale  : pourcentage de moustiques retrouvés 

morts dans la case traitée immédiatement après la capture et après 24h d’observation. 

Les objectifs de ces études étaient les suivants :  

- Etudier les interactions entre PM et les répulsifs DEET et KBR sur le comportement des 

populations naturelles d’An. gambiae sensibles et résistantes aux insecticides. 

                                                 
5 Le gène Kdr confère une résistance croisée aux pyréthrinoïdes et au DDT. 
6 Le gène Ace1R qui confère une résistance croisée aux OPs et aux carbamates. 
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- Comparer l’efficacité de moustiquaires imprégnées des mélanges PM+DEET et PM+KBR 3023 

avec une moustiquaire imprégnée d’une formulation standard de deltaméthrine (KO-Thrine®) sur des 

populations naturelles d’An. gambiae sensibles et résistantes aux insecticides. 

- Etudier l’impact de l’utilisation de ces mélanges sur l’évolution des gènes de résistance Kdr et 

Ace1R (§ 1.4.2). 

3.1 Interactions entre le DEET ou le KBR et le pyrimiphos méthyl  : 
synergie insecticide et modifications du comportement d’An. gambiae  

Article 3  : Pennetier C, Costantini C, Corbel V, Licciardi S, Dabiré RK, Lapied B, Chandre F, Hougard JM. 

2007. Synergy between repellents and Organophosphates on bed nets: Impact on nets’ efficacy and behaviour 

of natural free-flying resistant An. gambiae mosquitoes in Burkina Faso. En préparation 

Pour la première fois, des interactions synergiques entre molécules à mode d’action différent ont 

été observées en conditions naturelles sur des An. gambiae. En effet, les interactions entre le PM et les 

répulsifs, DEET et KBR 3023, sont responsables d’une augmentation de l’exophilie, de l’inhibition du 

gorgement et de la mortalité par rapport aux moustiquaires imprégnées de chacun de ces produits. Le taux 

de mortalité induit par les deux mélanges (>90%) est significativement plus élevé que celui induit par les 

produits seuls (<55%), du moins pendant les premiers jours de l’évaluation contre les populations 

d’anophèles sensibles aux insecticides. Lorsque la population anophélienne est résistante aux insecticides le 

taux de mortalité induit par les mélanges est élevé (>85%) contre moins de 50% pour les produits seuls. 

Une partie de l’efficacité insecticide des moustiquaires imprégnées des mélanges est donc due aux 

interactions positives entre le PM et les répulsifs DEET et KBR3023. Ces interactions synergiques 

augmentent le pouvoir protecteur contre la piqûre et l’exophilie induite par les moustiquaires imprégnées 

des mélanges 

Les paramètres du modèle linéaire généralisé expliquant le mieux nos données montrent que 

l’efficacité insecticide des mélanges PM+DEET et PM+KBR 3023 ne semble pas dépendre des 

modifications de l’exophilie et du taux de gorgement. Ceci est plutôt encourageant car il est indispensable 

pour avoir un effet de masse que les moustiquaires tuent les vecteurs qui viennent à son contact. Les 

moustiquaires imprégnées des mélanges de PM et de DEET ou de KBR 3023 ont induit une forte 

mortalité, ont inhibé en partie le gorgement et ont repoussé les An. gambiae à l’extérieur de la case 

expérimentale. Il convient à présent de comparer ces critères d’efficacité avec ceux d’une moustiquaire 

imprégnée d’une formulation d’un pyréthrinoïde standard répondant aux exigences de l’OMS.  
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3.2 Efficacité comparée des mélanges PM/DEET et PM/KBR, avec une 
formulation standard de deltaméthrine contre An. gambiae résistants 
aux insecticides. 

Article 4  : Pennetier C, Costantini C, Corbel V, Licciardi S, Dabiré RK, Lapied B, Chandre F, Hougard JM. 

2007. A new perspective for controlling insecticide-resistant malaria vectors: low dose mixtures of insect 

repellents and an organophosphate on mosquito nets are more lethal than pyrethroid against multi-locus 

resistant Anopheles gambiae. Soumis à Emerg Inf Dis 

Nous avons comparé l’efficacité des mélanges PM+DEET et PM+KBR 3023 avec celle d’une 

formulation standard de deltaméthrine (KO-Thrine®) en terme de mortalité. L’efficacité des mélanges 

PM+DEET et PM+KBR s’est avérée comparable à celle de la deltaméthrine à une dose opérationnelle (25 

mg/m²) contre les moustiques An. gambiae sensibles aux insecticides pendant 10 jours. Nous n’avons pas 

observé de différence significative d’efficacité des mélanges PM+DEET et PM+KBR3023 contre les 

populations d’An. gambiae sensibles ou résistantes aux insecticides. En revanche, la deltaméthrine a perdu 

une grande partie de son efficacité insecticide lorsqu’elle est utilisée contre la population d’An. gambiae 

résistantes aux insecticides (<50% de mortalité contre 90% contre les moustiques sensibles) au premier 

jour après le traitement de la moustiquaire. Ces résultats confirment les travaux réalisés au Bénin qui 

montrent une diminution de l’efficacité des pyréthrinoïdes en zone de résistance (Corbel et al 2004b; 

N'Guessan et al 2007). Les moustiquaires imprégnées de mélanges PM+DEET et PM+KBR sont donc 

plus efficaces que la deltaméthrine sur des populations naturelles d’An. gambiae résistantes aux OPs, 

carbamates et aux pyréthrinoïdes. 

De plus, nous avons comparé la mortalité induite parmi les individus sensibles et résistants pour le 

gène Kdr et Ace.1R. Le gène Kdr étant récessif, nous avons regroupé les individus RS et SS (phénotypes 

sensibles). Les mélanges PM+KBR et PM+DEET n’induisent pas plus de mortalité parmi les sensibles 

que parmi les résistants. Cela suggère que leur utilisation aura peu de chances de sélectionner le gène Kdr. 

La deltaméthrine n’induit pas non plus une mortalité supérieure chez les sensibles que chez les résistants 

avec une probabilité p=0.06. Il serait intéressant d’augmenter l’effectif de l’échantillon afin d’infirmer ou 

confirmer la sélection des individus résistants au Kdr par les moustiquaires imprégnées de deltaméthrine. 

Pour ce qui est du gène Ace.1R, aucun des trois traitements n’a induit de mortalité inférieure chez les 

individus au phénotype résistant (les hétérozygotes) par rapport aux individus sensibles (homozygotes). 

Les moustiquaires imprégnées de mélanges PM+DEET et PM+KBR ne sélectionnent pas les individus 

porteurs des gènes Kdr et Ace.1R.  

En conclusion, les moustiquaires imprégnées de PM+DEET et PM+KBR peuvent donc 

constituer un outil intéressant de lutte contre les anophèles vecteurs et de gestion de la résistance. 

Néanmoins la volatilité des molécules utilisées dans cette étude et des formulations de répulsifs 

disponibles ne permettent pas actuellement d’envisager une utilisation sur le terrain. Il est à présent 
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nécessaire de développer des formulations de répulsifs plus rémanentes (micro-capsules, cyclodextrines, 

etc) ou une technologie « long-lasting » pour les répulsifs. 
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4 RECHERCHE DE FORMULATIONS REMANENTES DE REPULSIFS 

Les mélanges d’insecticides non-pyréthrinoïdes et de répulsifs constituent une alternative 

« potentielle » aux pyréthrinoïdes. En effet, la limite majeure de cette nouvelle stratégie est la faible 

rémanence des répulsifs sur la moustiquaire (2 à 6 semaines en conditions naturelles selon les études)  

(N'Guessan et al 2006; Pennetier et al 2007b). Aussi, plusieurs laboratoires et compagnies industrielles 

cherchent à développer des formulations rémanentes de répulsifs en adaptant les technologies disponibles 

actuellement. Parmi elles, on compte les poudres mouillables,  les concentrés émulsifiables, les 

suspensions concentrées et les formulations d’insecticides micro-encapsulés. Nombreuses sont celles qui 

sont utilisées pour les aspersions intra-domiciliaires, mais seules les concentrés émulsifiables, les 

suspensions concentrées et les concentrés d’insecticide micro-encapsulés peuvent être utilisés pour 

l’imprégnation des moustiquaires. Dans ce contexte, nous avons évalué une nouvelle formulation micro-

encapsulée de DEET développée par Sumitomo corporation. Cette formulation « DEET MC » a été 

évaluée en test en tunnel (annexe 9) sur une population sensible aux insecticides de laboratoire d’An. 

gambiae, Kisumu. Dans cette étude comparative, nous avons utilisé comme témoin positif une formulation 

classique (Osler) destinée à l’application cutanée déjà employée pour l’imprégnation des moustiquaires de 

mélanges de PM+DEET exposées précédemment. 

4.1 Evaluation d’une nouvelle formulation DEET sur tissu moustiquaire 
contre An. gambiae 

Article 5 : N’Guessan R, Knols BJ, Pennetier C, Rowland MW. 2007. Deet microencapsulation : a slow release 

formulation enhancing the residual efficacy of bednets against malaria vectors. Trans Roy Soc trop  Med Hyg. 

Sous presse. 

Les tissus moustiquaires ont été imprégnés avec les deux formulations de DEET à 8 g/m². 

Ensuite  un test en tunnel a été réalisé jusqu’à 6 mois après l’imprégnation. Cette étude a montré que des 

tulles moustiquaires imprégnés avec la formulation encapsulée de DEET MC repoussent, inhibent le 

gorgement et tuent les moustiques exposés pendant plus de 6 mois alors que la durée d’action de la 

formulation émulsifiable ne dépasse pas trois mois. Ces résultats sont encourageants, la technologie de 

micro encapsulation a permis d’augmenter la rémanence en laboratoire. Néanmoins comme nous l’avons 

vu précédemment, la rémanence des moustiquaires traitées avec des répulsifs seuls ou en mélanges diffère 

énormément entre le laboratoire et les conditions naturelles. L’étape suivante sera donc d’étudier la 

rémanence de cette formulation en cases expérimentales contre des populations naturelles d’An. gambiae. 

Ces études concernant l’utilisation des répulsifs en imprégnations de matériaux sont pionnières et 

ouvrent différents axes de recherche extrêmement intéressants et prometteurs en terme de lutte contre les 

vecteurs. A l’heure actuelle, la technologie mettant en jeu les cyclodextrines est développée pour 

encapsuler le DEET à l’Université de Lille 1. Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques 
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dérivées de l’amidon avec une cavité intérieure dont le diamètre et le volume peuvent être adaptés pour 

incorporer des molécules organiques. Ce complexe supramoléculaire « hôte-invité » est réversible et la 

molécule répulsive « invitée » peut être libérée sans modifier ses propriétés chimiques. Pour finir,  la 

technologie long-lasting permet actuellement la plus grande rémanence des insecticides sur les matériaux 

et plus particulièrement sur les moustiquaires. Il serait donc intéressant de développer cette technologie 

pour les répulsifs. Les mélanges insecticides non-pyréthrinoïdes / répulsifs pourraient ainsi constituer un 

véritable outil de substitution des pyréthrinoïdes au niveau opérationnel. Toutefois, avant d’envisager de 

telles utilisations, il est nécessaire de mieux comprendre les mécanismes responsables de ces interactions 

synergistes tant pour étudier la toxicologie des mélanges que pour améliorer cette nouvelle stratégie.  
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5 DIETHYL-M-TOLUAMIDE OU DEET  : ETUDE DE SON MODE 

D’ACTION SUR LE SYSTEME NERVEUX DE L’INSECTE 

L’approche empirique utilisée jusqu’à présent a permis de mettre en évidence de forts effets 

synergiques entre OPs ou carbamates et répulsifs. Mais les mécanismes physiologiques responsables de ces 

interactions restent inconnus. Pourtant, mieux les comprendre pourrait contribuer à optimiser le choix des 

répulsifs à utiliser seul et/ou en association avec des insecticides sur moustiquaires. D’autant plus qu’un 

mélange de molécules actives à mode d’action différent doit être considéré comme un nouveau composé, 

et doit donc satisfaire aux exigences toxicologiques avant d’être utilisé en santé publique (Zaim et al 2000). 

Pour cela, il est nécessaire d’étudier les mécanismes physiologiques mis en jeu dans les phénomènes de 

synergie observés.  

Cette  troisième partie est donc une contribution à la recherche des mécanismes physiologiques 

impliqués dans la synergie entre les carbamates ou les OPs et le DEET. 

 Les carbamates et les OPs sont des inhibiteurs de l’AChE. Plus précisément, les 

organophosphorés créent une liaision biochimique en phosphorylant le site estérasique de l’enzyme, 

s’opposant à l’hydrolyse de l’acétylcholine. Dans un deuxième temps, une déalkylation va rendre 

irréversible cette phosphorylation entrainant le vieillissement de l’enzyme ce qui correspond à une 

inactivation définitive (Worek et al 2005; Costa 2006). Au contraire des organophosphorés, les carbamates 

inhibent l’acétylcholinestérase de façon réversible. En effet, après phosphorylation par un carbamate, 

l’acétylcholinestérase est capable de se réactiver spontanément plus ou moins rapidement selon la 

molécule. 

En revanche à l’heure actuelle, seules des hypothèses sont émises pour le mode d’action du 

DEET (Debboun et al 2007) et des autres répulsifs. Précédemment nous avons vu que le DEET induisait 

une mortalité et un effet KD chez les moustiques lors d’un contact forcé. D’autres auteurs ont aussi 

rapporté une activité insecticide sur des insectes (Moss 1996; Xue et al 2003; Licciardi et al 2006). Ces 

résultats suggèrent une action neurotoxique. C’est pourquoi nous avons orienté nos recherches sur le 

système nerveux central (SNC) des insectes. Nous avons développé une approche multidisciplinaire visant 

à mieux comprendre les effets du DEET sur la transmission synaptique chez l’insecte et sur l’activité 

électrique de corps cellulaires de neurone d’insecte. Quatre équipes ont été impliquées dans cette étude  : 

le laboratoire RCIM de l’Université d’Angers, UPRES EA 2647, le laboratoire LIN de l’Institut de 

Recherche pour le Développement à Montpellier, le laboratoire IPBS de l’Université Paul Sabatier de 

Toulouse et l’ Institut de Biologie de l’Université N. Copernic de Torun en Pologne.  
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5.1 Etude de l’effet du DEET sur la transmission synaptique chez l’insecte  

Article 6  : Corbel V, Stankiewicz M, Pennetier C, Fournier D, Gautier H, Stojan J, Hougard J-M & Lapied B. 

2007. DEET inhibit acetylcholinesterase activity in both insect and human nervous system. En préparation. 

Des bio-essais menés sur les trois modèles biologiques, Ae. aegypti et Cx. quinquefasciatus et An. 

gambiae ont permis de confirmer la neurotoxicité du DEET chez l’insecte (Pennetier et al 2005; Licciardi et 

al 2006; N'Guessan et al 2006; Pennetier et al 2007a) et les interactions synergiques entre propoxur et 

DEET suggèrent un effet important au niveau du SNC et notamment des synapses. 

L’effet du DEET a été étudié sur la transmission synaptique des inter-neurones géants du nerf 

cerqual du 6ème ganglion abdominal de la blatte, Periplaneta americana. La technique de l’oil-gap synaptique 

nous a permis de montrer que le DEET induisait un dérèglement de la transmission synaptique, i.e. une 

augmentation de l’amplitude des potentiels post synaptiques excitateurs (PPSE) suivi d’une diminution. 

Cette diminution des PPSE peut être due à un mécanisme de régulation impliquant les récepteurs 

muscariniques (Corbel et al 2006). Lorsqu’on a prétraité avec de l’atropine, un bloqueur des récepteurs 

cholinergiques, le DEET a induit une accumulation d’acétylcholine dans la fente synaptique, ce qui 

suggère que l’acétylcholine n’est pas normalement hydrolysée en présence de DEET. Nous avons ensuite 

montré in vitro que le DEET inhibe l’hydrolyse de l’acétylcholine par les AChE de drosophile et de 

l’homme. De plus, le DEET  inhibe la carbamoylation de l’AChE par le propoxur, ce qui indique que le 

DEET entre en compétition avec le carbamate au niveau du site actif. Ces résultats ont ainsi permis de 

modéliser l’entrée du DEET dans l’AChE et de montrer son positionnement à quelques Angstrom de la 

sérine impliquée dans le site catalytique. 

Bien que l’activité anti-AchE puisse avoir une action négative sur la transmission du message 

nerveux, elle n’est pas obligatoirement la seule responsable de la neurotoxicité du DEET. Pour poursuivre, 

nous avons mis au point un protocole expérimental afin d’étudier l’effet du DEET sur le corps cellulaire 

de neurones pacemaker de la Blatte P. americana, les DUM neurones, qui constitue un modèle biologique 

très bien caractérisé (Grolleau & Lapied 2000).  

5.2 Etude l’effet du DEET sur le corps cellulaire d’un neurone pacemaker 
de Periplaneta americana 

Article 7  : Pennetier C, Gautier H.,Corbel V., Hougard J-M & Lapied B. 2007. The insect repellent DEET 

exerts neurotoxic effects through an elevation of intracellular calcium concentration in pacemaker insect 

neurosecretory cells . En préparation  

La technique du patch clamp nous a permis de montrer que le DEET (100µM) induisait une 

diminution de l’amplitude des potentiels d’action qui mène à l’arrêt de l’activité électrique du DUM 

neurone. Cette même expérience réalisée pour une faible dose de DEET (1µM) suggère l’implication du 
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calcium intracellulaire dans l’action du DEET sur l’activité électrique du neurone. Nous avons utilisé une 

technique d’imagerie calcique mettant en jeu une sonde fluorescente qui se lie au calcium. Cette technique 

nous a permis de suivre les variations de calcium suite à l’application de DEET dans le milieu 

extracellulaire. Sur les DUM neurones, les différentes sources de calcium sont bien caractérisées et nous 

avons à disposition des agents pharmacologiques capables d’inhiber spécifiquement chacun des canaux 

calciques. L’étude des variations du calcium intracellulaire induite par le DEET en présence de ces 

différents inhibiteurs nous a permis de montrer l’implication de différents canaux calciques et ainsi de 

proposer une cascade de réactions induisant une forte augmentation de la concentration en calcium 

intracellulaire à l’origine de la mort du neurone (Figure 4). Enfin, l’utilisation de bloqueurs des récepteurs 

cholinergiques (nicotiniques, muscariniques et mixtes) laisse suggérer que le DEET pourrait interagir avec 

les récepteurs cholinergiques à pharmacologie mixte. Deux étapes du schéma hypothétique du mode 

d’action du DEET sur les DUM neurones demandent à être vérifiés, notamment la fixation du DEET sur 

le récepteur cholinergique à pharmacologie mixte dont la structure moléculaire n’est pas encore décrite. 

  

35



 

 

 

Figure 4 : Schéma hypothétique des variations de [Ca2+]i d'un corps cellulaire de DUM neurone induite par l'application de 

DEET dans le milieu extracellulaire. 

DEET : diethyl-m-toluamide ; mixed AChR : mixed acetylcholine receptor ; HVA ICa  : high voltage activating calcium channel ; 

TRP-γ : transient receptor potential γ ; RyR : ryanodine receptor ; ER : endoplasmic reticulum.       

Les récepteurs cholinergiques à pharmacologie mixte sensibles à l’α-bgtx sont des cibles potentielles du DEET (1). Ces récepteurs 

cholinergiques à pharmacologie mixte ont la capacité de dépolariser la membrane (2). Les canaux calciques HVA sensibles à une 

dépolarisation permettent une première entrée de calcium dans le cytoplasme (3). Les canaux calciques TRP-γ peuvent être activés 

par le calcium libéré par les HVA et permettent une seconde entrée de calcium dans le cytoplasme (4). En fonction de la 

concentration en calcium de base, la réponse induite par le DEET implique ou n’implique pas le CICR (Calcium Induce Calcium 

Release mechanism) (5). Ce qui suggère une notion de seuil de la [Ca2+]i qu’il faut atteindre pour déclencher un effet neurotoxique 

conséquent du DEET impliquant le CICR. 
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En conclusion, nous avons montré que la neurotoxicité du DEET sur les insectes était due à 

plusieurs mécanismes. Nous avons identifié l’activité anti-AChE du DEET et mis en évidence une cascade 

d’évènements responsables de l’augmentation de [Ca2+]i précédant la mort du neurone. Ces études encore 

préliminaires demandent à être poursuivies dans l’objectif d’identifier la ou les cibles moléculaires du 

DEET au niveau du corps cellulaire de neurone d’insecte.  

Néanmoins la neurotoxicité du DEET, probablement nécessaire à son efficacité chez l’insecte, 

peut poser des problèmes toxicologiques pour les utilisateurs. En effet, nous avons montré que le DEET 

était un inhibiteur compétitif réversible de l’AChE d’insecte et d’humain avec des affinités comparables. 

Au vu des ces résultats, il apparaît indispensable de poursuivre les recherches sur les modes d’action des 

répulsifs et les mécanismes physiologiques impliqués dans la synergie avec les OPs et carbamates. La 

poursuite de ces recherches est d’autant plus importante que les quantités de répulsifs appliquées sur la 

peau par des millions d’utilisateurs chaque année sont beaucoup plus importantes que celles appliquées sur 

des supports comme les moustiquaires. Les risques toxicologiques sont donc accrus. 
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6  DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

Cette étude des interactions entre insecticides non-pyréthrinoïdes et répulsifs s’inscrit dans le 

cadre général de la recherche de nouvelles stratégies de lutte contre les moustiques résistants aux 

pyréthrinoïdes. En effet, ces insecticides constituent actuellement le pivot de la lutte anti-vectorielle contre 

le paludisme car leurs propriétés permettent un contrôle efficace de la transmission lorsqu’ils sont utilisés 

sur des moustiquaires (Zaim et al 2000).  

La recherche d’alternative aux pyréthrinoïdes est un axe de recherche majeur depuis quelques 

années car les résistances croisées à ces insecticides se développent rapidement et peuvent être un obstacle 

au bon déroulement des programmes nationaux de lutte contre le paludisme (Hemingway et al 2006). 

Comme nous l’avons développé en introduction, l’efficacité d’une moustiquaire imprégnée repose sur sa 

capacité à prévenir la piqûre de l’utilisateur et à tuer les moustiques vecteurs d’âge épidémiologiquement 

dangereux. La recherche d’alternatives a donc pour objectif de maintenir ou de reconstituer les propriétés 

de la moustiquaire imprégnée de pyréthrinoïde. De plus, les nouveaux outils proposés doivent 

nécessairement être des outils de gestion de la résistance. Ces objectifs opérationnels nous ont amené à 

conduire en parallèle des études en laboratoire et sur le terrain. Dans cette conclusion nous rappellerons et 

discuterons les principaux résultats obtenus avant de développer les perspectives ouvertes par ce travail. 

6.1 Une nouvelle méthode de lutte contre les vecteurs 

L’objectif de ce travail de thèse était d’étudier les potentialités d’une utilisation combinée d’un 

insecticide non-pyréthrinoïde et d’un répulsif sur une moustiquaire imprégnée afin de lutter contre les 

vecteurs du paludisme résistants aux pyréthrinoïdes. Pour cela, nous avons  d’abord étudié les interactions 

entre OPs ou carbamates et deux répulsifs, le DEET et le KBR 3023. Ensuite nous avons considéré les 

mélanges comme de nouveaux insecticides et nous les avons évalués en laboratoire et en conditions 

naturelles.  

6.1.1 Synergie OPs ou carbamates / répulsifs 

Les études de laboratoire et de terrain ont montré que le DEET interagissait positivement avec un 

carbamate, le propoxur et un organophosphoré, le pyrimiphos-méthyl (PM). Le KBR 3023 a également 

interagi positivement avec le PM. Ces interactions synergiques se traduisent par une efficacité supérieure à 

celle attendue sous l’hypothèse d’indépendance d’action de chacun des composés. En effet, nos études ont 

montré qu’il y avait un gain d’efficacité à mélanger un OP ou un carbamate à un des deux répulsifs, DEET 

et KBR 3023, en termes de mortalité induite, d’effet Knock Down (KD), de protection contre la piqûre et 

d’exophilie induite. Il faut noter que, pour la première fois, une synergie observée en laboratoire a été 

retrouvée sur le terrain. Ce sont ces interactions qui ont permis la mise au point d’une moustiquaire 
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efficace contre les moustiques résistants en l’imprégnant avec une faible dose d’insecticide non-

pyréthrinoïde et d’une dose de répulsif. 

6.1.2 Potentialités de ce nouvel outil 

L’efficacité des mélanges carbamate ou OPs / répulsifs s’est avérée être comparable à celle de la 

deltaméthrine tant au laboratoire que sur le terrain, contre les populations de moustiques sensibles aux 

insecticides. L’effet KD résultant de la synergie entre deux composés non-pyréthrinoïdes est un résultat 

surprenant mais essentiel car il confère aux mélanges une rapidité d’action comparable aux pyréthrinoïdes. 

Le deuxième résultat très important est l’efficacité des mélanges qui est maintenue contre des 

populations de moustiques résistants aux insecticides tant au laboratoire que sur le terrain. En conditions 

naturelles, les moustiquaires imprégnées des mélanges sont restées très efficaces contre des moustiques 

An. gambiae fortement résistants aux pyréthrinoïdes (gène Kdr) et aux OPs et/ou carbamates (gène Ace.1R). 

Ce résultat est capital car contre la même population anophélienne, l’efficacité d’une moustiquaire 

imprégnée d’une formulation standard de deltaméthrine a considérablement diminué (article 4). Les 

moustiquaires imprégnées des mélanges PM+DEET et PM+KBR peuvent donc constituer un outil de 

lutte très efficace même en zone de résistance aux pyréthrinoïdes mais aussi aux OPs et carbamates 

(lorsque la résistance est conférée par la mutation de cible Kdr pour les pyréthrinoïdes et Ace.1R pour les 

OPs et carbamates). 

6.1.3 Gestion de la résistance 

Les moustiquaires imprégnées de mélanges OPs / répulsifs n’ont pas induit de mortalité 

supérieure parmi les moustiques sensibles que parmi les résistants aux OPs et pyréthrinoïdes. Ceci signifie 

qu’elles n’exercent pas de pression de sélection sur les gènes Kdr et Ace.1R et donc qu’elles peuvent 

constituer en cela un bon outil de gestion de la résistance pour les deux gènes étudiés. Néanmoins, nous 

avons vu en introduction qu’il existait différents types de résistance notamment métabolique contre les 

OPs. En effet, des oxydases jouent un rôle dans la dégradation du DEET (Iley & Costantino 1993; 

Costantini et al 1998; Costantino & Iley 1999) et pourraient donc avoir une incidence (positive ou 

négative) sur l’efficacité sur les moustiquaires (Martin et al 2003). Il serait donc intéressant d’étudier 

l’efficacité de moustiquaires imprégnées de mélanges OPs ou carbamates / répulsifs contre des 

moustiques présentant ce type de résistance et leur impact sur l’évolution de cette résistance. Le réseau 

Anopheles Biology & Control (ABC) (Hougard & Simard 2005) au sein duquel ont été réalisées nos études 

de terrain offre la possibilité d’évaluer l’efficacité de cette stratégie contre une population anophélienne 

présentant une résistance aux pyréthrinoïdes de type métabolique (station expérimentale de Pitoa, 

Cameroun). 
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6.1.4 Autres applications possibles 

Les mélanges d’insecticides OPs ou carbamates avec les répulsifs ont été étudiés dans l’objectif 

d’une application sur des moustiquaires pour lutter contre le paludisme. Mais cet outil pourrait s’appliquer 

sur différents matériaux toujours dans le cadre de la lutte contre les insectes vecteurs ou ravageurs et de la 

gestion de la résistance. Nous avons évalué l’efficacité de protection contre le vecteur de la dengue et de la 

fièvre jaune, Ae. aegypti  de treillis de l’armée imprégnés d’un mélange de PM et de KBR 3023 en 

comparaison avec des treillis imprégnés de perméthrine (Deparis et al 2001; Deparis et al 2004). Les treillis 

imprégnés du mélange PM+KBR 3023 protègent de plus de 70% des piqûres contre seulement 55% pour 

celui imprégné de perméthrine, le pyréthrinoïde qui présente le plus fort effet excito-répulsif (Pennetier et 

al. résultats non publiés). Cette évaluation montre que le principe d’utiliser un mélange entre un OP et un 

répulsif sur des vêtements peut être prometteur comme stratégie de protection personnelle contre les 

vecteurs diurnes, pour lesquels les moustiquaires n’ont que peu ou pas d’effet. 

Plus généralement, les mélanges OP/répulsif présentant une forte efficacité contre les insectes 

vecteurs porteurs des gènes de résistance (Kdr et Ace.1R) pourraient être évalués sur les différents supports 

utilisés contre différents insectes vecteurs ou ravageurs. Par exemple, une stratégie de protection des 

cultures maraîchères en milieu tropical a récemment été développée pour réduire le nombre de traitement 

foliaire. Il s’agit de couvrir les cultures la nuit avec un filet imprégné d’insecticide (Martin et al 2006). Ces 

filets imprégnés de pyréthrinoïdes sont actuellement utilisés pour protéger des cultures de choux (Licciardi 

et al 2007). La barrière physique permet de protéger des lépidoptères qui viennent pondre sur les feuilles. 

La barrière chimique permet d’intoxiquer les pucerons au passage des mailles du filet. Néanmoins, d’autres 

petits insectes, telle la mouche blanche Bemisia tabaci, sont résistants aux pyréthrinoïdes empêchant 

l’utilisation de cet outil sur d’autres cultures. Dans ce contexte, il pourrait être intéressant de tester 

l’efficacité de filets imprégnés de ces mélanges contre ces ravageurs. 

6.1.5 Limites actuelles 

Les recherches sur cette stratégie se heurtent actuellement à deux limites. La première vient du fait 

que les molécules répulsives utilisées sont volatiles et donc que le temps où elles restent bio-disponibles 

sur le support imprégné est limité. En effet, les mélanges testés sur le terrain se sont révélés efficaces 

pendant une dizaine de jours contre 4 mois en laboratoire. Nous avons montré que les industriels 

proposaient des formulations micro encapsulées qui permettent d’augmenter le temps d’efficacité sur la 

moustiquaire (Article 5). Ces formulations permettent un maintien du DEET bio-disponible jusqu’à 6 

mois en laboratoire. Mais la différence de rémanence entre le test en tunnel (article 2) et l’évaluation en 

conditions naturelles (articles 3 et 4) est telle qu’une rémanence de 6 mois en laboratoire reste faible. Il 

convient donc de solliciter les compagnies industrielles concernées afin qu’une recherche soit initiée dans 

le but de proposer des formulations plus rémanentes et ainsi développer des technologies «à longue durée 

d’action» (type LNs) avec les mélanges OPs / répulsifs. 
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Une seconde limite vient du fait que l’on doit considérer les mélanges OPs ou carbamates / 

répulsifs comme des nouveaux composés. Ils doivent donc satisfaire les critères toxicologiques de l’OMS. 

Il est donc impératif d’évaluer la toxicité des mélanges sur les mammifères. En effet, très peu 

d’informations sont disponibles concernant la toxicité des répulsifs, mais plusieurs rapports relatant les 

symptômes liés à une exposition prolongée au DEET chez l'homme, les mammifères et/ou les 

invertébrés, reflétaient une action sur le Système Nerveux Central (SNC) (Tenenbein 1987; Lipscomb et al 

1992; Schaefer & Peters 1992; Verschoyle et al 1992; Schoenig et al 1993). Bien que le profil toxicologique 

du DEET soit favorable (Fradin 1998), certaines études ont mis en évidence une toxicité du DEET 

lorsqu’il est combiné avec d'autres substances actives (Moss 1996; Chaney et al 1997; Abdel-Rahman et al 

2004a; Abdel-Rahman et al 2004b; Abou-Donia et al 2004). Par exemple, les interactions entre le 

Pyridostigmine bromide (un inhibiteur de l’acétylcholinestérase utilisé comme agent prophylactique 

d’exposition aux gaz organophosphorés) et le DEET soulève beaucoup d’interrogations depuis que 

plusieurs études ont suggéré l’implication de ces deux molécules dans les syndromes de la guerre du Golfe 

(Haley et al 1997b; Haley & Kurt 1997; Haley et al 1997a; McCain et al 1997; Chaney et al 2000). L’étude 

toxicologique de ces mélanges OPs / répulsif sera d’autant plus rapide et efficace si les mécanismes 

physiologiques responsables des interactions synergiques sont bien décrits. Ceci implique de bien 

connaître le mode d’action des  différents répulsifs sur le système nerveux des insectes et d’étudier leur 

toxicologie lorsqu’ils sont utilisés seuls auparavant. 

6.2 Les répulsifs en santé publique 

6.2.1 Le mode d’action des répulsifs 

L’étude menée sur le DEET nous a permis de mettre en évidence la complexité du mode d’action 

du DEET sur le SNC des insectes. Les deux principaux mécanismes mis en évidence sont l’activité anti-

AChE du DEET (inhibiteur compétitif réversible) et l’augmentation importante de la concentration en 

calcium intracellulaire via l’activation de différents canaux calciques (Fig 5). Ces deux mécanismes 

participent à la neurotoxicité du DEET et probablement à la synergie avec les carbamates ou les OPs. 

Les résultats concernant la toxicité du DEET induite par l’augmentation du [Ca2+]i sont 

préliminaires et ces études demandent à être poursuivies dans le but d’identifier la cible moléculaire du 

DEET qui déclenche cette cascade de réactions. Pour ce faire un protocole multidisciplinaire (patch-

clamp, imagerie calcique, biochimie et biologie moléculaire) a été mis en place dans le cadre d’un projet 

ANR. Ce projet (ANR, program REACT n° 2006 SEST 030 01) plus large comporte un axe qui vise à 

déterminer les cascades d’événements neurophysiologiques et biochimiques impliquées par les répulsifs, 

molécules d’intérêt en santé publique.  

En effet le mode d’action des autres répulsifs n’est pas connu. Contrairement au DEET, les autres 

répulsifs ne semblent pas avoir de propriétés neurotoxiques (Licciardi et al 2006) et semblent seulement 
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agir sur le système olfactif des insectes. Mais les neurones récepteurs olfactifs (ORNs) étant les premières 

unités du système sensoriel de l’insecte (Hallem & Carlson 2004), toute perturbation dans la transmission 

nerveuse pourrait affecter le comportement de l'insecte et ainsi perturber les processus impliqués dans la 

localisation de l’hôte. L’étude de l’effet des répulsifs sur les neurones d’insectes peut contribuer à 

comprendre les modifications comportementales induites par les répulsifs, de  la fixation de la molécule 

répulsive ou attractive sur son récepteur cible au changement de comportement de l’insecte. Elles 

constitueraient aussi une étape préliminaire indispensable à des études de toxicité sur l’homme.  

6.2.2 Mécanismes physiologiques à l’origine des interactions synergiques 

Les premiers résultats obtenus sur le mode d’action du DEET nous permettent d’émettre des 

hypothèses quant aux mécanismes responsables des interactions synergiques avec les OPs et carbamates. 

En effet, bien qu’il y ait de nombreuses références concernant les interactions synergiques entre les 

insecticides, les mécanismes physiologiques sous-jacents à ces phénomènes restent méconnus. Ces 

mécanismes peuvent être de deux ordres :  

- l’implication d’enzymes de détoxification, où l’un des deux composés  du mélange va interférer 

avec le processus de dégradation du second, augmentant ainsi la toxicité de l’association (Bodnaryk 1982; 

Corbett et al 1984; Martin et al 2003) 

- perturbation physiologique générale impliquant les sites cibles des différentes molécules (Plapp 

1979; Bodnaryk 1982) 

Certains auteurs ont montré que la synergie observée en pyréthrinoïdes et OPs était causée par 

l’inhibition  par les OPs  des estérases (Gunning et al 1999) et des oxydases (Kulkrani & Hodgson 1980; 

Martin et al 2003), ce qui empêchait la dégradation des pyréthrinoïdes. Néanmoins, nombreux auteurs 

soulignent le fait que l’inhibition de l’activité des enzymes de dégradation par l’un ou l’autre des composés 

ne peut expliquer seule les interactions (synergiques ou antagonistes observées) observés dans leurs études 

(Bodnaryk 1982; Hemingway 1984; Horowitz et al 1987). Par exemple, Corbel et al. (2006) ont monté par 

des bio-essais réalisés sur P. americana en présence d’inhibiteurs de ces enzymes que la synergie entre la 

perméthrine (pyréthrinoïde) et le propoxur (carbamate) n’impliquait pas les enzymes de détoxification 

(oxydases et estérases). En revanche ces auteurs ont montré que la synergie était due à une perturbation 

générale de la transmission synaptique. Plus précisément, l’inhibition de l’AChE par le propoxur et la 

dépolarisation du canal sodium par la perméthrine ont induit un excès d’acétylcholine dans la fente 

synaptique. L’acétylcholine en excès se fixe sur des récepteurs muscarinique qui activent un mécanisme de 

régulation (ou feedback négatif) qui stoppe la transmission nerveuse (Corbel et al. 2006). 

L’activité anti-AChE du DEET et l’augmentation de calcium qu’il induit dans le neurone 

suggèrent que le DEET provoque une augmentation de la concentration d’acétylcholine dans la fente 
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synaptique. Il serait donc intéressant d’étudier l’effet du mélange DEET-propoxur sur la synapse d’insecte 

afin de savoir si le mécanisme de feed-back négatif décrit par Corbel et al. (2006) est sollicité. La mise en 

évidence des mécanismes responsables de la synergie du DEET avec les OPs et les carbamates au niveau 

du système nerveux est une étape cruciale. Ces connaissances fondamentales seraient en effet très utiles 

pour l’étude des modifications du comportement des insectes par ce mélange ainsi que pour l’étude 

toxicologique. 

6.2.3 Répulsifs et modifications du comportement de recherche de l’hôte 

Nous avons vu que l’efficacité insecticide des mélanges PM+DEET et PM+KBR 3023 ne semble 

pas dépendre des modifications de l’exophilie et du taux de gorgement. A l’inverse, les modifications du 

comportement (exophilie et prise du repas sanguin) expliquaient une partie de la variabilité de l’efficacité 

insecticide des moustiquaires imprégnées de PM, de DEET ou de KBR 3023 seuls. Ceci souligne l’intérêt 

de bien étudier les modifications du comportement induites par toute molécule chimique destinée à la 

lutte contre les insectes vecteurs. En effet si l’anthropophilie, les caractères endophage ou exophage, 

endophile ou exophile sont bien caractérisés, le comportement d’approche de l’hôte dans l’habitation par 

l’anophèle vecteur reste flou. Dans la mesure où les molécules utilisées sur les moustiquaires peuvent 

modifier ce comportement, il apparaît important de comprendre plus finement le comportement de 

l’anophèle dans une case expérimentale où dort un homme sous une moustiquaire afin d’étudier les 

réponses comportementales en présence de différentes molécules sur la moustiquaire. Ces réponses 

peuvent être étudiées par des séances de captures bien que les différentes méthodes de piégeages ne 

permettent pas de contrôler toutes les variables comme la perturbation du comportement par la présence 

du piège (Costantini 1996). Dans ces conditions, l’utilisation de système vidéo pourrait être une solution 

pour étudier le comportement des anophèles face aux moustiquaires imprégnées de différentes molécules.  
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6.3 Conclusion générale 

Ce travail constitue la première étape de l’étude d’une nouvelle stratégie de lutte contre les 

vecteurs du paludisme qui semble prometteuse. Une collaboration avec les industriels est maintenant 

nécessaire pour mettre en place une technologie qui permette d’exploiter pleinement toutes les 

potentialités des mélanges OPs / répulsifs. Plus généralement, notre approche a permis de souligner 

l’importance que prennent les répulsifs et les autres molécules volatiles (attractives notamment) dans la 

lutte contre les insectes vecteurs de maladies humaines.  

Ce travail a soulevé des questions concernant le mode d’action des répulsifs, leur efficacité pour 

lutter contre un vecteur, leur rémanence sur des matériaux, les interactions avec d’autres molécules, les 

modifications comportementales qu’ils induisent et leurs toxicités seuls ou combinés. Ces questions sont 

autant de perspectives de recherche tant au niveau fondamental qu’appliqué, nécessitant une étroite 

collaboration entre chimistes, éthologues, physiologistes, biologistes moléculaires et entomologistes pour 

lutter plus efficacement contre les vecteurs de maladies humaines.  
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COMBINATION OF A NON-PYRETHROID INSECTICIDE AND A REPELLENT:
A NEW APPROACH FOR CONTROLLING KNOCKDOWN-RESISTANT MOSQUITOES

CEDRIC PENNETIER, VINCENT CORBEL, AND JEAN-MARC HOUGARD
Laboratoire de Lutte contre les Insectes Nuisibles, Institut de Recherche pour le Développement, Montpellier, France;

Centre Institut de Recherche pour le Développement du Benin, Cotonou, Bénin

Abstract. Although pyrethroid-treated materials are a promising tool for the prevention and the control of dengue
in the tropics, the development of pyrethroid resistance in the main mosquito vector (Aedes aegypti) may negate their
use for personal and/or community protection. In that context, the efficacy of a mixture of a repellent (N,N-diethyl
toluamide [DEET]) and a non-pyrethroid insecticide (propoxur) was investigated under laboratory conditions against
both pyrethroid-susceptible and pyrethroid-resistant mosquitoes with the knockdown resistance (kdr) mutation. The
results showed that a combination of propoxur and DEET induced a knockdown effect and mortality as high as
deltamethrin (a standard pyrethroid) against the susceptible strain, and significantly higher efficacy against the pyre-
throid-resistant strain. This could be explained mainly by the existence of a strong synergistic interaction between DEET
and propoxur in mosquitoes. This study constitutes a first step towards an alternative strategy for improving mosquito
control in areas with pyrethroid resistance.

INTRODUCTION

Pyrethroid insecticides represent important weapons
against pests of both economic and medical importance.
They share many properties with dichloro-diphenyl-
trichloroethane (DDT), including a knock down and killing
effect, resulting from action against the sodium channels of
the peripheral and central nervous systems.1 These products
show remarkably high efficacy against insects but relatively
low mammalian toxicity and low persistence in the environ-
ment.2 Since the 1980s, pyrethroids have been widely used as
residual sprays on house walls or on mosquito nets to control
insects in the domestic environment.3 Among these anti-
vector measures, pyrethroid-treated nets have emerged in re-
cent years as the most promising tool for reducing malaria
mortality and morbidity, especially in children less than five
years of age in disease-endemic areas in Africa.4 Insecticide-
treated materials (ITMs), which include plastic sheeting, cur-
tains, hammocks, textiles, combat uniforms, or lids of water
tanks, have increased importance in personal and community
protection against pests and vectors that transmit malaria,
typhus, or dengue.5

Unfortunately, the emergence of pyrethroid resistance in
most mosquito species of public health importance represents
a threat for sustainable vector control programs implemented
in the tropics. The difficulties come from the fact that resis-
tance to any pyrethroid generally confers cross-resistance to
all others, thus limiting the number of effective alternatives
suitable for vector control. The knockdown resistance (kdr)
gene, which confers cross- resistance to DDT and pyrethroids,
is now widely prevalent in mosquitoes of public health im-
portance.6–9 In Anopheles gambiae and Culex quinquefascia-
tus, the kdr mutation is conferred by a single amino acid
change (one or both of the two known sites) in the axonal
sodium channel insecticide-binding site, whereas knockdown
resistance emerged from four amino acid substitutions in
Aedes aegypti.9,10

The impact of the kdr mutation on the efficacy of ITMs has
been the subject of numerous studies in Africa the past de-
cade.11–13 It has been generally observed that the kdr muta-
tion was not sufficient to render pyrethroid-treated nets inef-
fective, which would result in a relatively high efficacy of

impregnated bed nets in killing resistant mosquitoes, but not
repelling them.14,15 Such a finding was explained by the fact
that resistant mosquitoes, which were less irritated by the
insecticide, remained longer on the nets before finally receiv-
ing sufficient lethal doses by tarsal contact.16 This low irri-
tancy may represent a serious risk against personal protec-
tion. A recent experimental hut study carried out in Benin has
shown that the proportion of blood-fed females exposed to
permethrin-impregnated nets was significantly higher in re-
sistant (R) mosquitoes (both in heterozygous [RS] and ho-
mozygous [RR] individuals) than in susceptible (S) ones.13

Such findings, which need be confirmed with different insec-
ticides and impregnated substrates, already strengthen the
need for alternative chemicals and/or vector control strategies
to maintain an effective barrier against pyrethroid-resistant
mosquitoes. This is even more relevant for insecticide-treated
fabrics or clothing that should maintain a fast-acting effect
against resistant insects.

Since the number of new insecticides is drastically dwin-
dling, an alternative strategy to maintain the global effective-
ness of ITMs in areas of pyrethroid resistance may be the
replacement of pyrethroids by other insecticides such as car-
bamates or organophosphates.17 Although carbamate- or or-
ganophosphate-impregnated materials have shown efficacy
against pyrethroid-resistant mosquitoes, their low excito-
repellency allows mosquitoes to remain a sufficient time on
the impregnated surface to take a blood meal.11,18–20 Such
findings may negate their use in textile or fabric impregna-
tions.

To overcome such limitations for personal protection, we
propose an alternative concept to maintain the effectiveness
of impregnated materials. This consists of associating a syn-
thetic repellent with a non-pyrethroid insecticide to mimic
similar or higher features of pyrethroids, especially irritancy,
against pyrethroid-resistant mosquitoes. In this study, DEET,
which is a classic synthetic repellent used since World War II
for personal protection, was combined with propoxur, a car-
bamate insecticide, which has high insecticidal activity but
low irritant properties against insects.21,22 The objectives of
this study were to compare the intrinsic efficacy of this non-
pyrethroid DEET-propoxur mixture with a reference pyre-
throid insecticide (deltamethrin), and to search for synergistic
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interactions between these two compounds. Susceptible and
kdr-resistant strains of Ae. aegypti, an important vector for
arboviruses, were used for this study.

MATERIALS AND METHODS

Mosquitoes. Two laboratory strains of Ae. aegypti were
used in this study. The susceptible Bora strain originated in
French Polynesia and has no detectable insecticide resistance
mechanism. The pyrethroid-resistant strain LHP originated in
Vietnam and was already strongly resistant to permethrin
when it was collected in the field. This strain has been main-
tained under constant permethrin selection at each genera-
tion and is now homozygous for the kdr gene (mutation
L75W).9 The resistant and susceptible strains were evaluated
every three months for resistance status and the R genotype.

Insecticides and repellent. Bioassays were made with tech-
nical grade propoxur, DEET, and deltamethrin, the latter of
which served as a reference for pyrethroids. The active ingre-
dient of deltamethrin ((S)-alpha-cyano-3-phenoxy-
benzyl(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclo-
propanecarboxylate) had a purity of 91.5% and contained at
least 98% of the cis isomer. Propoxur (2-isopropoxyphenyl
methylcarbamate) had a purity of 98.4%. DEET had a purity
of 97% and contained a minimum of 95% of the meta isomer,
the most effective molecule of DEET.

Substrates and treatment. Tarsal contact tests were con-
ducted using filter paper treated with the technical grade of
each insecticide and repellent. Filter papers were treated fol-
lowing a World Health Organization (WHO) protocol using
acetone solutions of insecticide and silicone oil as the car-
rier.23 The impregnation was done by dripping evenly onto
the paper 2 mL of technical grade substance dissolved in ac-
etone and silicone oil. The paper was dried for 12 hours be-
fore the test.

Tarsal contact with treated filter paper. The knockdown
effect and mortality resulting from tarsal contact with treated
filter paper were measured using WHO test kits against adult
mosquitoes.23 Concentrations were expressed in weight per
weight percentage of active ingredient in silicone oil. Batches
of 25 non–blood-fed female mosquitoes (2–5 days old) were
introduced into holding tubes and maintained for 60 minutes
at 27 ± 2°C at a relative humidity of 80 ± 10%. They were then
transferred into exposure tubes and placed vertically for 60
minutes under subdued light. Since pyrethroids are fast-acting
insecticides, the number of knocked-down mosquitoes at the
bottom of the tubes was recorded every 10 minutes. Mortality
was recorded 24 hours after exposure and corrected by the
formula of Abbott24 if necessary. Data were analyzed by the
log-probit method of Finney25 using Probit software.26 Times
after which 50% and 95% of mosquitoes were knocked down
(KDT50 and KDT95, respectively) and their 95% confidence
intervals were estimated with Probit software. Each solution
was tested four times and each test was repeated three times
with different insect batches to take into account inter-test
variability.

Irritability tests. Non−blood-fed female mosquitoes (2–5
days old) were individually introduced into plastic cones fit-
ted with treated filter paper. After exposure 60 seconds, the
time elapsed between the first landing and the next take off of
the mosquito was recorded as the time for first take off.27

Mosquitoes that did not take off at least once during a period

of 256 seconds were discarded. For each test, 50 mosquitoes
were tested individually. A simple program using the internal
clock of a laptop computer has been developed in our labo-
ratory in France to conduct this test and analyze the data.
Mosquitoes were grouped by classes of first take off time and
cumulative frequencies were used to calculate the time for
which 50% and 95% of the mosquitoes take off (FT50 and
FT95, respectively) using Probit software. Fairly constant sub-
dued lighting and air temperature (28 ± 2°C) were maintained
during the test according to Hodjati and Curtis.28

Experimental design. Lethal concentrations of propoxur
that induced 30% mortality (LC30) were first determined for
each strain of Ae. aegypti to allow better detection of syner-
gistic interactions with DEET. The maximum irritant concen-
tration of DEET was then determined on the susceptible
strain. Therefore, the efficacy of DEET-propoxur mixtures,
in terms of mortality, knockdown effect and irritancy, was
compared with deltamethrin at the LC100 (chosen as a pyre-
throid reference concentration). To detect any synergism
between DEET and propoxur, we compared the results
observed with the DEET-propoxur mixture with those theo-
retically expected in the absence of any interaction (uncorre-
lated joint action) between the two compounds.29 The ex-
pected mortality was calculated by multiplying the survival
rates of each compound tested separately and subtracting the
result from 100%.

In the same way, the expected KDT and FT for the mixture
was calculated by multiplying the percentage of mosquitoes
that were not knocked down (air-landed mosquitoes) at each
time and subtracting the results from 100%. Synergism oc-
curred when the observed results were significantly higher
than the expected one. Conversely, when the observed results
were significantly lower than the expected one, there was
antagonism.

Statistical analysis. Mortality rates for DEET and propoxur
alone and combined were compared with Yates’ corrected
chi-square test at 0.05% level of significance. The differences
between two KDT50–95 and two FT50–95 values were consid-
ered significant if their 95% confidence intervals did not over-
lap.

RESULTS

Preliminary data. The maximum irritant concentration of
1% DEET induced no mortality and no knockdown effect
(Tables 1 and 2). The LC30s of propoxur were 0.02% and
0.01% for the Bora and LHP strains, respectively. At this
concentration, propoxur induced no knockdown effect and
only low irritancy against both mosquito strains (Tables 2 and
3). The LC100 of deltamethrin was estimated to be 0.014% for
the Bora strain. The DEET-propoxur mixtures tested on
mosquitoes were 0.02% propoxur plus 1% DEET for the
Bora strain and 0.01% propoxur plus 1% DEET for the LHP
strain. All results (mortality, knockdown effect, and irritancy)
obtained with each insecticide and repellent, alone or in mix-
ture, are summarized in Tables 1, 2 and 3.

Comparative efficacy between deltamethrin and the
DEET-propoxur mixture. The mortality rate of the Bora
strain (100%) when tested with deltamethrin did not differ
significantly from that with DEET-propoxur mixture (96%)
(�2 � 2.30, degrees of freedom [df] � 1, P � 0.13) (Table 1),
but the knockdown effect was significantly higher than with
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the DEET-propoxur mixture (both at the KDT50 and KDT95

levels) (Table 2). Irritancy of deltamethrin was greater than
that of the DEET-propoxur mixture at the FT50 level, but not
significantly different at the FT95 level (Table 3).

The mortality rate of the LHP strain when tested with del-
tamethrin was fairly low (9%), but remained high (94%) with
the DEET-propoxur mixture (�2 � 144.73, df � 1, P <
0.0001) (Table 1). In addition, the knockdown effect of del-
tamethrin was not observed in the LHP strain, but was high in
the Bora strain (Table 2). The irritant properties of delta-
methrin and the DEET-propoxur mixture did not differ sig-
nificantly from each other at both the FT50 and FT95 levels
(confidence intervals overlapped) (Table 3).

Interaction between DEET and propoxur. The DEET-
propoxur mixture showed a significantly higher mortality rate
(96%) in the Bora strain than expected (34%) when testing
the hypothesis of an uncorrelated joint action of the two com-
pounds (�2 � 81.78; df � 1, P < 0.0001) (Table 1). Such
results indicate a strong synergism between propoxur and
DEET. Moreover, the existence of a knockdown effect with

the DEET-propoxur mixture also provided evidence for a
striking synergism between these two compounds since
DEET and propoxur tested separately did not induce any
knockdown effect (Table 2). However, irritancy of the
DEET-propoxur mixture was not significantly different from
that theoretically expected, indicating an additive effect for
this parameter (Table 3).

A synergistic interaction was also observed between DEET
and propoxur in the LHP strain for both the mortality rate
(94.5% versus 34.5%; �2 � 76.51, df � 1, P < 0.0001) (Table
1) and the knockdown effect (KDT50 � 41.5 minutes) (Table
2). Conversely, irritancy of the DEET-propoxur mixture was
significantly lower than that theoretically expected, indicating
an antagonistic interaction between these two compounds
(confidence intervals did not overlap) (Table 3).

DISCUSSION

The combination of propoxur (at the LC30) and DEET (at
a sub-lethal dose) showed irritant properties as high as del-

TABLE 2
Knock-down times (KDt50 and KDt95) of susceptible (Bora) and kdr-resistant (LHP) Aedes aegypti mosquitoes exposed for one hour to papers

impregnated with deltamethrin, propoxur, and DEET, separate or combined*

Knock-down effect

Dose, % No. Kdt50 (min) 95% CI Kdt95 (min) 95% CI

Ae. aegypti (Bora) Control – 300 No effect – No effect –
Propoxur LC30 0.02 300 No effect – No effect –
DEET 1 300 No effect – No effect –
Mixture (observed) 0.02 + 1 300 36.6 35.7–37.4 54.8 52.9–57.0
Mixture (expected) – – – – – –
Deltamethrin LC100 0.014 300 23.8 21.6–26.2 38.3 32.5–45.1

Ae. aegypti (LHP) Control – 300 No effect – No effect –
Propoxur LC30 0.01 300 No effect – No effect –
DEET 1 300 No effect – No effect –
Mixture (observed) 0.01 + 1 300 41.5 40.6–42.4 60.1 58.1–62.5
Mixture (expected) – – – – – –
Deltamethrin LC100 0.014 300 No effect – No effect –

* KDt50 � 50% knock-down time; KDt90 � 90% knock-down time; DEET � N, N-diethyl-toluamide; CI � confidence interval; LC � lethal concentration.

TABLE 1
Mortality at 24 hours of susceptible (Bora) and kdr-resistant (LHP) Aedes aegypti mosquitoes exposed for one hour to papers impregnated with

deltamethrin, propoxur, and DEET, separate or combined*

Insecticidal effect

�2 (P)Dose, % No. % mortality

Ae. aegypti (Bora) Control – 300 No effect –
Propoxur LC30 0.02 300 34.0 –
DEET 1 300 No effect –
Mixture (observed) 0.02 + 1 300 96.0 81.78†

(< 0.0001)
Mixture (expected) – – 34.0 –
Deltaméthrine LC100 0.014 300 100.0 2.30‡

(0.1297)
Ae. aegypti (LHP) Control – 300 No effect –

Propoxur LC30 0.01 275 34.5 –
DEET 1 300 No effect –
Mixture (observed) 0.01 + 1 300 94.6 76.51†

(< 0.0001)
Mixture (expected) – – 34.5 –
Deltamethrin LC100 0.014 300 9.3 144.73‡

(< 0.00001)
* Kdr � knock down resistance; DEET � N, N-diethyl-toluamide; LC � lethal concentration.
† Chi square and its propability between expected and observed mortalities.
‡ Chi square and its propability between deltamethrin and mixture-induced mortalities.
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tamethrin (at the LC100) against both Bora and LHP mos-
quito strains, although irritancy was slightly lower against
LHP mosquitoes. In the LHP strain, the decrease in irritancy
with deltamethrin might be due to the presence of the kdr
mutation, although it probably results from a more complex
phenomenon for the DEET-propoxur combination. It is
likely that the massive knockdown effect observed with the
DEET-propoxur mixture disrupted the time for first take off
of mosquitoes, since knocked-down mosquitoes were unable
to fly. This phenomenon probably explained the antagonistic
interaction in irritancy observed between propoxur and
DEET in the LHP strain.

A strong synergism was reported between an insecticide
and a repellent. The level of synergy detected with this non-
pyrethroid DEET-propoxur mixture was higher than those
previously observed between pyrethroids and carbamates
(e.g., propoxur) or organophosphates against Anopheles mos-
quitoes.30,31 The most intriguing result was the manifestation
of a knockdown effect induced by compounds other than
pyrethroids, especially against LHP mosquitoes. Such find-
ings are of practical importance since the knockdown effect is
an essential characteristic in personal protection against mos-
quito bites.

The physiologic mechanisms responsible for synergistic in-
teractions between DEET and propoxur remain unclear. The
mode of action of carbamates is well known (inhibition of
acetylcholinesterase), but that of DEET has not been eluci-
dated.32 Davis proposed several assumptions to explain the
effect of DEET in insects33: 1) inhibition of an attraction
signal; 2) inversion of attraction signal perception for an irri-
tant message; 3) activation of a receptor system that could
mediate a competing or inappropriate behavior pattern; 4)
activation of a noxious odor receptor; and 5) activation of
different receptors that could mediate various behavior pat-
terns, indicating that repellents are interfering with the sen-
sory information system.

In this study, we used filter papers without any vertebrate
host. DEET acts not only by inducing a disruption of an
attraction signal, but also by generating a physiologic pertur-
bation in mosquitoes. Indeed, preliminary bioassays have
shown that a DEET concentration range of 5–10% induced
mortality and a knockdown effect as great as pyrethroids
(Pennetier C, unpublished data). In addition, electrophysi-

ologic tests with dorsal unpaired median neurons of Ameri-
can cockroach (Periplaneta americana) showed that DEET
induced a strong neurotoxic effect (Lapied B, unpublished
data). As previously observed by Corbel and others34 with
insecticide combinations, synergism between DEET and pro-
poxur may be the result of a general physiologic disruption
involving different target sites in the central nervous system.
Further investigations are now in progress to determine pre-
cisely the mode of action of DEET alone and in combination
with other compounds on insect physiology.

Another possible explanation for the observed synergism is
detoxification by enzymes in insects. One component of the
DEET-propoxur mixture may interfere with the detoxifica-
tion of the other, thereby increasing the toxicity of the two
compounds.35,36 For example, synergism between organo-
phosphates and pyrethroids was caused by sequestration of
organophosphates by esterases, which prevented the degra-
dation of pyrethroids.37 Although DEET does not share ester
bonds, other enzymes such as oxidases have been shown to be
involved in its detoxification and could therefore play a role
in synergism.38–40

In conclusion, a DEET-propoxur mixture may be a new
promising tool for vector control because pyrethroid resis-
tance is now widely prevalent in mosquitoes worldwide, es-
pecially in Africa. The control of Ae. aegypti, which is based
mainly on pyrethroid sprays or impregnated materials, is be-
ing threatened by pyrethroid resistance. A combination of
DEET and propoxur (or others carbamates) may improve
personal protection against kdr-resistant mosquitoes and con-
tribute to a better management of pyrethroid resistance. An-
other use for such a mixture stems from the fact that the
Ace.1R mutation (G119S), which confers cross-resistance to
organophosphates and carbamates, has never been observed
in Ae. aegypti, and is unlikely to appear since it requires a
double mutation.41,42 In contrast to Ae. aegypti, the Ace.1R

mutation has been found in An. gambiae, the main malaria
vector in Africa and in Cx. quinquefasciatus, the main urban
mosquito in tropical areas.43 It will be interesting to investi-
gate the impact of the Ace.1R gene on the efficacy of this
DEET-propoxur mixture. Since DEET is a volatile com-
pound, there is an urgent need to search for an adequate
formulation that could extend the residual effect of this com-
bination in impregnated materials. Recent investigations in

TABLE 3
Time of first take-off (FT50 and FT95) of susceptible (Bora) and kdr-resistant (LHP) Aedes aegypti mosquitoes exposed to papers impregnated

with deltamethrin, propoxur, and DEET, separate or combined.*

Irritant effect

Dose, % No. FT50 (sec) 95% CI FT95 (sec) 95% CI

Ae. aegypti (Bora) Control – 163 251 188.8–363.9 6,256.1 3,122.2–16,269.7
Propoxur LC30 0.02 150 133.9 108.8–172.3 2,508.1 1,486.7–4,993.3
DEET 1 150 24.2 21.9–26.8 128.2 107.6–157.4
Mixture (observed) 0.02 + 1 150 21.5 18.7–24.6 88.9 69.7–114.7
Mixture (expected) – – 19.2 17.0–21.7 96.4 78.7–123.3
Deltamethrin LC100 0.014 150 15.4 13.9–17.1 86.9 72.9–106.8

A. aegypti (LHP) Control – 150 81.2 63.8–104.0 739.3 379.0–1,501.8
Propoxur LC30 0.01 153 62.5 54.0–73.6 856.9 607.3–1,308.0
DEET 1 150 23.6 19.3–28.9 172.1 116.1–257.8
Mixture (observed) 0.01 + 1 152 23.6 21.2–26.2 159.3 133.2–195.8
Mixture (expected) – – 15.8 14.0–17.9 101.6 81.1–133.2
Deltamethrin LC100 0.014 152 24.1 21.5–27.0 183.2 148.0–236.1

* FT50 � 50% take-off time; FT95 � 95% take-off time; DEET � N, N-diethyl-toluamide; CI � confidence interval; LC � lethal concentration.

PENNETIER AND OTHERS742

64



the laboratory have shown that efficacy of a DEET-based
formulation (Insect Ecran�; Osler, Paris, France) persisted
for at least 45 days on netting against pyrethroid-resistant Cx.
quinquefasciatus (N’Guessan R, unpublished data). These
findings constitute a first step towards an alternative strategy
of combating vectors of human diseases.
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Abstract
Background: To manage the kdr pyrethroid-resistance in Anopheline malaria vectors, new
compounds or new strategies are urgently needed. Recently, mixing repellents (DEET) and a non-
pyrethroid insecticide (propoxur) was shown to be as effective as deltamethrin, a standard
pyrethroid, under laboratory conditions, because of a strong synergy between the two compounds.
In the present study, the interactions between two repellents (DEET and KBR 3023) and a non-
pyrethroid insecticide (pyrimiphos methyl or PM) on netting were investigated. The residual
efficacy and the inhibition of blood feeding conferred by these mixtures were assessed against
Anopheles gambiae mosquitoes.

Methods: DEET and KBR 3023 were mixed with pyrimiphos methyl (PM), a organophosphate
(OP) insecticide. The performance of mono- and bi-impregnated nets against adult mosquitoes was
assessed using a miniaturized, experimental hut system (laboratory tunnel tests) that allows
expression of behavioural responses to insecticide, particularly the mortality and blood feeding
effects.

Results: Both mixtures (PM+DEET and PM+KBR3023) induced 95% mortality for more than two
months compared with less than one week for each compound used alone, then reflecting a strong
synergy between the repellents and PM. A similar trend was observed with the blood feeding rates,
which were significantly lower for the mixtures than for each component alone.

Conclusion: Synergistic interactions between organophosphates and repellents may be of great
interest for vector control as they may contribute to increase the residual life of impregnated
materials and improve the control of pyrethroid-resistance mosquitoes. These results prompt the
need to evaluate the efficacy of repellent/non-pyrethroid insecticide mixtures against field
populations of An. gambiae showing high level of resistance to Ops and pyrethroids.
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Background
Pyrethroid insecticides are currently the only chemicals
recommended by World Health Organization Pesticide
Scheme (WHOPES) for net impregnation because they
show low mammalian toxicity and fast acting properties
against mosquitoes [1]. Unfortunately, the knock-down
resistance (kdr) gene conferring cross resistance to pyre-
throids and DDT has become widespread in anopheline
mosquitoes in Africa [2-5]. This resistance may represent
a threat to the future success of malaria vector control pro-
grammes, based on insecticide-treated nets (ITNs) and
indoor residual spraying (IRS). At present, there is uncer-
tainty as to whether kdr undermines the effectiveness of
ITN in areas of high prevalence. While experimental hut
trial in Côte d'Ivoire [6] and Benin [6,7] demonstrated a
survival advantage of mosquitoes being homozygous for
the kdr resistance, other comparative trials between resist-
ant and susceptible areas showed no apparent difference
in the effectiveness of ITN [6,8,9]. The authors of this
paper have previously suggested that resistant mosquitoes
were less likely to be irritated by pyrethroid-treated nets
than the susceptible and, therefore, alight for longer peri-
ods on ITNs and die [10,11]. This hypothesis was further
explored by a randomized trial set up in Côte d'Ivoire
which confirmed that ITNs remain effective in preventing
malaria in areas where Kdr is prevalent [12].

Despite these controversial views, the reduced irritancy
observed with ITNs against kdr-resistant mosquitoes rep-
resents a serious risk for personal protection. A typical
example encountered in Benin was that significantly more
individuals of the RS and RR genotypes blood fed in the
presence of permethrin-treated nets than the susceptible
SS [8]. Although carbamates and organophosphates are
regarded as possible alternatives to pyrethroids [13,14],
they may prove too hazardous for general use and may
also select for insensitive acetylcholinesterase resistance in
An. gambiae [13,15]. Developing alternative chemicals
and/or vector control strategies to maintain an effective
control of resistant mosquito populations has, therefore,
become a priority.

In recent years, repellents have gained increasing interest
in public health for protecting people against malaria vec-
tors) [16-18]. DEET has been in use since the 1950s and is
considered as the standard product against which all other
repellents are measured [19]. Recently other active ingre-
dients, known as IR3535 (ethyl butylacetylaminopropi-
onate), KBR 3023 (Bayer), and PMD (para-menthane-3,8-
diol) [19] have been formulated for skin application and
showed equal or higher performances than DEET against
mosquitoes [20]. Unfortunately, the issue with repellents
concerns their short residual life which does not permit a
long-term use in public health for personal protection.
The application of repellents to fabrics, clothes or nets is a

relatively unexplored topic which has potential benefits in
terms of safety and cost as direct contact with the chemi-
cals is reduced and persistence enhanced [21,22]. A recent
experimental hut trial conducted in pyrethroid resistant
area in Côte d'Ivoire, showed that standard lotions of
DEET and IR3535 applied on nets showed similar per-
formances than pyrethroid-treated nets during a 6 weeks
period [23]. The observed residual effect of DEET on net is
far higher than that observed for skin application (6–8
hours))[18] but shorter than that observed with standard
ITNs.

Particularly promising is the good protection obtained
from combined use of repellents on skin and ITN for per-
sonal protection in Pakistan [16,17]. This example of inte-
grated vector control shows the gains that can be obtained
if interventions are used jointly to cover for any limitation
in individual interventions [24]. Another promising con-
cept is to associate on nets a synthetic repellent with a
non-pyrethroid insecticide to reconstitute pyrethroid fea-
tures in terms of excito-repellency and knock-down effect.
In a recent laboratory trial, a combination of propoxur
(carbamate) and DEET on filter papers resulted in a syner-
gistic effect which induced strong mortality and KD effect
against susceptible and pyrethroid-resistant Aedes aegypti
mosquitoes [25]. Such strategy may be promising for con-
trolling malaria vectors which are becoming more and
more resistant to the knock down and irritant effect of
pyrethroids [8,11]. Through laboratory assays (tunnel
test), the efficacy and persistence (mortality and blood
feeding inhibition) of repellent-orgnanophosphate mix-
tures on polyester nettings against An. gambiae, the main
malaria vector in Africa, were investigated.

Methods
Biological material
The reference susceptible strain of An. gambiae Kisumu
was used. This strain, originating from Kenya, has been
colonized for many years and is free from any detectable
insecticide resistance mechanism.

Insecticide and repellents
Three formulations, one organophosphate insecticide and
two repellents, were evaluated on nets, separately or in
mixture. Pirigrain® 250 is an Emulsifiable Concentrate for-
mulation (EC) containing 25% pyrimiphos methyl (PM)
and manufactured by Compagnie Générale des Insecti-
cides (CGI, France). KBR 3023 (hydroxyethyl isobuthyl
piperidine carboxyilate) is formulated as a liquid concen-
trate containing 25% of active ingredient. DEET (diethyl-
3-methylbenzamide) is also formulated as a liquid con-
centrate containing 30% of active ingredient. The two
experimental formulations of repellents are designed for
clothing application and developed by Osler Company
(France).
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Net treatment
Netting samples to be tested in the tunnel apparatus were
75 denier multi-filament polyester, mesh 156, provided
by Paluteck®, Benin. They were treated alone or in combi-
nation at 10 g/m2 with DEET and KBR 3023 and 150 mg/
m2 with PM . These dosages have been selected after pre-
liminary tests, as the lower dosages inducing 100% mor-
tality in tunnel. Because repellents are volatile
compounds, tests under tunnels were carried out near
after the impregnation process (6 hours). Then blood-
feeding inhibition and mortality were evaluated twice a
week until efficacy dropped to values below 30%.

Study design and statistical analysis
The tunnel system is composed of a square glass cylinder,
25 cm high, 21 cm wide, 60 cm long, with a square of net-
ting sizing 25 × 25 cm with nine 1 cm diameter holes fixed
into a frame which slots across the tunnel dividing it into
two chambers. In the bait chamber, a guinea pig is housed
unconstrained in a cage and provided with food and
water, and in the other chamber, 100 unfed female mos-
quitoes aged 5–8 days are released at dusk and left over-
night in the dark. The following morning, the number of
mosquitoes found live or dead, fed or unfed in each com-
partment was recorded.

Blood feeding reduction was assessed by comparing the
proportion of blood-fed females (whether they were alive
or dead) in treated and control tunnels. With each treat-
ment, the blood feeding Inhibition rate (BFI) was calcu-
lated using the following formula:

Overall mortality was measured by pooling both immedi-
ate (12 hrs) and delayed (24 hrs) mortality of mosquitoes
from the two sections of the tunnel. When control mortal-
ity exceeded 5%, treatment-induced mortality rates were
corrected using the Abbott formula [29]:

The Lethal Time (LT) and Biting Inhibition Time (BIT)
were afforded by each treatment by fitting a sigmoidal
time-response model with GOSA® software [26] using the
following formula:

where (x) is the time (in days) entered without any trans-
formation (i.e. not in logarithmic form). Y is the response
(LT or BIT) which varies between a minimum (min) and

a maximum (max). LT95 and BIT95 are respectively the
Lethal Time and Biting Inhibition Time (days) for Y 95%
mortality or blood feeding between min and max respec-
tively, i.e. the time after which 95% mosquitoes are dead
or still unfed. Slope represents the slope of the curve at its
midpoint.

In order to detect any synergy between PM and DEET or
KBR, the results observed with the two mixtures with
those theoretically expected in the absence of any interac-
tion (uncorrelated joint action) between the two com-
pounds were compared [27]. The expected mortality was
calculated by multiplying the survival rates of each com-
pound tested separately at each time class and subtracting
the result from 100%, as follow:

Exp = 1 -((1 - mortrep)*(1-mortpm))  Eq.4

Expected values of mortality and blood feeding inhibition
rate were also fitted using the same sigmoidal time-
response model. Then observed and expected LT95 and
BIT95 were compared. There was synergy when the
observed results were significantly higher than the
expected one. Conversely, there was antagonism when the
observed results were significantly lower than the
expected one. The differences between two LT50 and two
BIT50 values were considered as significant if their 95%
confidence intervals (CI95) did not overlap.

Results
The mortality and blood feeding inhibition rates recorded
during the evaluation are shown in Figure 1 and 2. Statis-
tics are summarized in Table.

Lethal effect
When freshly treated, mortality of An. gambiae was 100%
with each type of treatment (singles and mixtures). There
was a more rapid decline in activity over time of the mono
treatments than the mixtures. At their respective dosage,
the LT95 of each chemical never exceeded 10 days (LT95

PM

= 5.46 days ± 2.14; LT95
DEET = 2.79 days ± 1.68; LT95

KBR =
9.43 days ± 3.17). KBR showed a LT95similar to PM but
significantly longer than DEET. The two mixtures DEET/
PM and KBR/PM (Figure 1a and 1b) killed 95% mosqui-
toes for more than 60 days (LT95

PM+DEET= 87 ± 11; LT95
PM+KBR = 73 ± 9).

Blood feeding inhibition
Onset inhibition of blood feeding was total (100%) with
every treatment. The time required to inhibit 95% of the
blood feeding (BIT95) was three days (± 3), six days (± 3)
and eight days (± 5) for PM, DEET and KBR, respectively.
There was no significant difference between the three mol-
ecules tested (Table 1). PM+DEET mixture induced 95%
blood feeding inhibition for more than one month

BFI
Treated

Control
= − ∗

100
100

1
( )

Eq.

CorrectedMortality
Treated Control

Control
= −

−
( )

( )100
2Eq.

Y
LT x slope

= + −
+ − ∗min

(max min)
(log log. )1 10

3
95

Eq.
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(BIT95
PM+DEET = 37 ± 10 days), whereas the effect lasted for

three weeks only for the PM+KBR mixtures (BIT95 
PM+KBR =

21 ± 8 days). The BIT of the mixtures was significantly
longer than those observed when each compound was
used separately (Figure 2a and 2b).

Synergy
There were highly significant differences between
expected and observed LT95 of PM+DEET and PM+KBR
(95% CI do not overlap) indicating a strong synergy
between PM and the repellents tested in terms of mortal-
ity (Table 1). A strong synergy was also noted with blood
feeding inhibition, the observed BIT95 of the PM+DEET
mixture being significantly greater than expected (Table
1). For the mixture PM+KBR, however, there was no sig-
nificant difference between expected and observed blood
feeding inhibition (overlapping of the confidence inter-
vals), then suggesting a simple additive effect for blood
feeding inhibition.

Discussion
When used separately, DEET and KBR on nets both
induced, even for a few days, high mortality rates (more
than 95%). This is a confirmation that DEET is not only a
behavioural modifying chemical but also a toxicant as
previously demonstrated by several authors [23,28-30].
The molecular events involved in DEET toxicity in insects
is currently under investigation [31,32]. More surprising
was the mortality observed with KBR 3023 in tunnel

apparatus. Indeed, KBR 3023 did not show insecticidal
properties as DEET in previous works [30] but it was not
tested on impregnated materials. However, the dose of
KBR used in previous works (2 g/m2 on filter papers) as
well as the time of exposure (1 h in WHO test kits) was far
below the one used in this study (10 g/m2 and 12 hrs
exposure). As far as residual efficacy is concerned, results
with DEET are similar to those obtained in tunnel tests by
N'Guessan et al. [23] in term of mortality but strongly dif-
ferent in term of blood feeding inhibition (three weeks of
total protection vs. four days in this study). This difference
may be due to the mosquito species used instead (Culex
quinquefasciatus) and/or the formulations (DEET in alco-
hol versus liquid concentrate).

When used in mixtures, results clearly indicate that mix-
ing an OP with a repellent significantly improve, at least
under tunnel, the efficacy of nets against anopheline mos-
quitoes, both in terms of mortality and blood feeding
inhibition. This is a confirmation of a previous study that
showed a strong synergistic interaction between DEET
and propoxur (carbamate) against A. aegypti mosquitoes
[25]. In this study, thanks to synergy, it appears that a mix-
ture combining an organophosphate insecticide with a
repellent (DEET or KBR3023), is as effective as a most
pyrethroids recommended by WHO for the treatment of
mosquito nets [33]. Indeed, the overall efficacy of the
mixtures was maintained for more than four months with
PM+KBR3023 and five months PM+DEET in tunnel tests.

Decline with time in treated nets efficacyFigure 1
Decline with time in treated nets efficacy. Mortality of An. gambiae Kisumu during overnight exposure to treated netting 
in tunnel test apparatus; Pyrimiphosmethyl was used at 150 mg/m2alone and combined with (a) DEET 10 g/m2 and (b) KBR 10 
g/m2. Surimposed curves drawn according to sigmoidal time – response model of equation (3) whose parameters are shown in 
Table 1.
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Moreover, the tested mixture showed a residual effect
longer than the one observed by other authors with chlo-
rpyriphos-methyl (one month at 100 mg/m2) (N'Guessan
personal communication) and approximately similar to
the one observed with PM alone (7 months versus 5 in our
study) [34]. However, the dosage used was very high
(1,000 mg/m2) compared to 150 mg/m2 in the present
study.

The great efficacy of these two repellent/OPs mixtures may
offer interesting prospects for controlling malaria vectors.

It could be a promising strategy to manage kdr-resistant
mosquitoes [25], since the non-pyrethroid mixture on net
seems to be as effective as a pyrethroid insecticide.
Another advantage is the considerable reduction of the
insecticide amount on net, therefore, pledging the use of
OPs on net. Next steps will consist in evaluating the effi-
cacy and residual activity of these mixtures in experimen-
tal huts in the field. It would be also interesting to
investigate the effectiveness of such mixtures against mos-
quitoes bearing other resistance mechanisms, such as the
insensitive acetylcholine esterase (AChE1R)[35].

Table 1: Summary statistics for nets treated with Pyrimiphos-methyl (PM 150 mg/m2), DEET and KBR (both at 10 g/m2), alone and in 
combination against susceptible An. gambiae. Slope (95% CI), Lethal Time for 50 and 95% (LT50–95 in days), Biting Inhibition Time 50 
and 95% (BIT50–95 in days).

Mortality Blood Feeding Inhibition

Insecticide/repellent slope (95%CI) LT50 (95%CI) LT95 (95%CI) slope (95%CI) BIT50 (95%CI) BIT95 (95%CI)

PM -2.29ab ± 0.64 19.67a ± 2.97 5.46ab ± 2.14 -1.33a ± 0.59 25.46a ± 9.33 2.80a ± 2.93
DEET -1.46a ± 0.40 20.91ac ± 4.75 2.79a ± 1.68 -2.04a ± 0.78 24.38a ± 5.27 5.79a ± 3.44
KBR -3.04b ± 0.98 24.79ac ± 3.19 9.43b ± 3.17 -2.06a ± 0.81 33.51a ± 7.39 8.03a ± 4.84

PM+DEET -4.81c ± 0.92 161.03b ± 6.63 87.32c ± 10.84 -3.18a ± 0.90 94.34b ± 7.99 37.44b ± 10.29
PM+DEET expected -1.37a ± 0.44 31.14c ± 7.56 3.65ab ± 2.66 -1.57b ± 0.60 52.46c ± 12.04 8.09a ± 6.11

PM+KBR -4.79c ± 0.96 135.39b ± 5.22 73.30c ± 9.48 -2.40a ± 0.67 71.42c ± 8.10 21.04bc ± 7.54
PM+KBR expected -1.70ab ± 0.54 30.45c ± 6.57 5.41ab ± 3.19 -1.74b ± 0.59 58.09c ± 10.72 10.79ac ± 6.45

Numbers in the same line sharing the same superscript letter do not differ significantly (Confidence Intervals are overlapping)

Decline with time in blood feeding inhibitionFigure 2
Decline with time in blood feeding inhibition. Blood feeding Inhibition provided by treated netting against An. gambiae 
Kisumu during overnight tests in tunnel test apparatus; Pyrimiphosmethyl was used at 150 mg/m2alone and combined with (a) 
DEET 10 g/m2 and (b) KBR 10 g/m2. Surimposed curves drawn according to sigmoidal time – response model of equation (3) 
whose parameters are shown in Table 1.
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Abstract 

Chemicals are used on bed nets in order to prevent infected bites and to kill aggressive malaria vectors. 

Because pyrethroid resistance has become widespread in the main malaria vectors, research for alternative 

active ingredients became urgent. Mixing a repellent and a non-pyrethroid insecticide seemed to be a 

promising tool as mixtures in the laboratory showed same features as pyrethroids. We present here the 

results of two trials run against free-flying Anopheles gambiae populations comparing the effects of two 

insect repellents (either DEET or KBR 3023, also known as icaridin) and an organophosphate insecticide 

at low-doses (pirimiphos-methyl, PM) used alone and in combination on bed nets. We showed that 

positive interactions between PM and the repellents induced higher exophily, blood feeding inhibition and 

mortality among susceptible and resistant malaria vectors that entered the hut, in contrast with the 

compounds when used alone for which behavioural modifications affected net efficacy. These field trials 

demonstrate the crucial role of behavioural modifications induced by chemicals used on bed nets and 

indicates that mixing repellents and organophosphates induced high levels of exophily, blood feeding 

inhibition and mortality against both susceptible and resistant free-flying mosquitoes. 
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Introduction 

Malaria control aims to interrupt transmission, either by attacking the parasite in the human host, or by 

attacking the mosquito vector at its various stages. Usually a combination of methods, integrated to suit 

local conditions, needs and available resources is the most effective, but also the most difficult to apply. 

Malaria parasites are now extensively  resistant to the majority of cheap and easy to use anti-malarial drugs 

[1]. The problem of drug resistance and the absence of a malaria vaccine available for use in the tropics in 

the near future, call for increased emphasis on vector control strategies in the control of malaria [2,3]. To 

efficiently control plasmodium transmission by vectors, 1) the mosquito vector and its host-seeking 

behaviour must be well characterised and 2) the impact on the vector behaviour of vector control 

strategies and chemicals must be well studied.  

In Western Africa, the major vector of malaria is Anopheles gambiae Giles sensu stricto, which is known to be 

anthropophilic, endophagic and endophilic [4,5]. These characteristics are part of the reason that 

Insecticide treated nets (ITNs) are the mainstays of malaria vector control in these countries. Pyrethroids 

are recommended by the World Health Organization for bed net impregnation because they are effective 

at low dosages, fast acting, irritant and safe for humans [6]. Unfortunately pyrethroid resistance is 

widespread throughout Africa, especially with the target site mutation known as Knock down resistance 

(Kdr) [7,8,9,10,11]. Resistance mechanisms (i.e. Kdr and metabolic resistance mechanisms) might threaten 

sustainable vector control programs based on ITNs [12]. 

Recently, a new concept has been proposed: mixing a repellent and a non-pyrethroid insecticide on a net. 

Such mixtures showed similar features of pyrethroid, i.e. the lethal effect, knock-down effect and irritancy 

against susceptible and pyrethroid-resistant mosquitoes [13,14]. Two combinations (using pirimiphos 

methyl (PM), an organophosphate, and two repellents, diethyl-m-toluamide (DEET) and KBR 3023 also 

known as icaridin) were chosen to be tested in the field. Pennetier et al [15] found that the bed nets treated 

with the two mixtures were as effective as deltamethrin against susceptible mosquitoes, and more effective 

in killing Anopheles gambiae carrying Kdr or Ace.1R resistance genes. Moreover the mixtures did not select 

for either the Kdr or the Ace.1R alleles indicating that Repellent/Insecticide Treated Nets (RITNs) could be 

used to control insecticide-resistant malaria vectors[15].  

The key factors in this promising strategy are quite volatile compounds, the repellents. As emphasized by 

Grieco et al. [16], chemicals cannot be classified based solely on their killing effect. They can disrupt 

contact between humans and malaria-transmitting mosquitoes not only by killing the mosquitoes. Indeed, 

the first host cues to reach a mosquito are (after carbon dioxide) volatile chemicals emanating from the 

skin, breath and waste products of a potential host, carried by air currents. The probability that the 

mosquito responds to these cues and the strength of the response depend on the strength of the host-

derived stimuli, the strength of competing external stimuli (e.g. odours from other sources, prohibitive 

wind speeds, etc.), the internal state of the mosquito (e.g. circadian phase, gonotrophic status, etc.) and its 
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genotype (i.e. the genetic component of the responsiveness to given stimuli)[17]. ITNs constitute external 

stimuli sources because of chemicals on it, which are also released in their vicinity. An. gambiae behaviour 

in response to both human-derived stimuli and ITN stimuli is unknown, as is the behaviour in response to 

a physical barrier (untreated bed nets). 

Usually, studies about ITNs efficacy evaluate the following parameters: deterrence, induced exophily, 

blood feeding inhibition and induced mortality. Using these indicators, we aimed to better understand the 

behavioural modifications and insecticidal efficacy induced by bed nets impregnated with PM/repellent 

mixtures and to investigate the involvement of the positive interactions between active compounds using 

experimental huts [18]. To do this, we compared the efficacies of the two mixtures with the compounds 

used alone on mosquito nets relative to an untreated net against free-flying malaria vectors in Burkina 

Faso, West Africa. 

0BMethods 

Study area 

Vallée de Kou (11°24’N; 04°24’W) is about 30 km north-west of Bobo-Dioulasso in the valley of the Kou 

River, a region where there has been extensive rice cultivation since the 1970s. This area contains 7 

villages covering 7,200 ha surrounded by wooded savannah. As the Kou River flows all year round, it 

offers a permanent source of water for irrigation, hence allowing two crops of rice per year (July-

November and January-May). The rice fields are highly productive permanent mosquito breeding sites, 

especially for the molecular form M of Anopheles gambiae. In rainy season additional anopheline breeding 

sites appear, such as depressions and rain puddles, where the molecular form S is more prevalent.  

10BRepellents and insecticides 

11BAn organophosphate insecticide and two repellent products were evaluated singly and mixed on nets: 

“Pirigrain 250”, a product produced by the company CGI (Compagnie Générale des Insecticides, France), 

is a formulation containing 25% Pyrimiphos methyl (PM); “DEET” is a formulation containing 30% 

diethyl-3-methylbenzamide (Deet); and "Icaridin®" or "Bayrepel®" is a formulation containing 25% KBR 

3023, both produced by the company Osler, France.  All three products were liquid (EC) formulations 

designed for clothing application. No other toxic or repellent chemicals other than those mentioned above 

were declared in the formulations. 
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Nets  

Eight polyester nets of 100 denier netting and 156 mesh size were used in the study. To simulate the badly 

torn nets usually observed in African villages, 6 holes each measuring 4cm x 4cm were cut in the sides and 

ends of the nets according to WHO guidelines [18].  

Experimental huts and mosquito collections 

Experimental hut procedures and mosquito collections were carried out as per Darriet et al. [19]. Briefly, 

adult male volunteers slept in the huts on mats under the nets from 20:00 to 05:00 each night after 

cleaning the hut at 18:00 to remove any spiders or other predators. To minimise bias in individual 

attractiveness, sleepers and bed nets were rotated between huts on successive nights following a Latin 

square. Awaking at 05:00, the sleeper closed the windows, lowered the curtain separating the room from 

the verandah, and collected live and dead mosquitoes from the room, bed net, and veranda. Female 

mosquitoes were scored as dead or alive, fed or unfed, and identified to species. The trials ran for 27 

nights over 4 weeks (May 5th to June 3rd and September 18th to October 14th, 2006). 

The entomological impact of each treatment on mosquitoes was expressed relative to the control in terms 

of: 

- Deterrency: the reduction in the number of mosquitoes found in a treated hut compared to the number 

in the control hut. 

- Exophily: the proportion of mosquitoes found in the veranda of a treated hut compared with the 

proportion in the control hut. 

- Blood feeding rate: the proportion of mosquitoes caught that were blood fed. 

- Overall mortality rate: the proportion of mosquitoes found dead immediately (at time of collection) and 

after 24h to account for delayed mortality. 

5BPCR detection of resistance alleles 

Genomic DNA was extracted from field-collected mosquitoes and PCR amplified to determine the 

presence of the molecular forms M or S using the method of Favia et al.[20]. Samples of live and dead 

mosquitoes were taken from the control hut  for detection of kdr and Ace1R alleles in individual 

mosquitoes using respectively the methods of Martinez-Torrez et al. [7] and Weill et al. [21]. 
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Statistical analysis 

The response variable y was the number of dead mosquitoes collected every morning. The fraction of  

dead mosquitoes p = y/n (where n is the total number of mosquitoes collected in the hut) was related to 

the time, the treatment of the bed net, the blood feeding rate b = bfd/n, the exophily q = exo/n and the 

season in a logistic regression model with the software GLIM v.4 [22]. The model assumed a binomial 

error distribution with regression parameters calculated by maximum likelihood. The  statistical 

significance of main effects and interactions terms in the model was tested by F-tests in an analysis of the 

deviance (ANODEV) by looking at the change in deviance caused by the removal of each term from the 

maximal model after having allowed for over dispersion in the data by calculating  heterogeneity 

coefficients with the Williams algorithm [23,24]. Exophily and blood feeding rates were analysed following 

the same maximum likelihood procedures in GLIM v.4 software. Numbers of mosquitoes entered in the 

huts were related to time (days). The model assumed a poisson error distribution with regression 

parameters also calculated by maximum likelihood using GLIM v.4 software. 

1BResults 

Vector population composition and insecticide resistance status 

Molecular analysis revealed, as expected, a marked change between seasons in molecular form 

composition and insecticide resistance status (Table 1). During the dry season the molecular form S 

accounted for 5% of the Anopheles gambiae s.s. population, whereas at the end of the dry season it 

represented 85% of the sample. Accordingly, the Kdr allele, which confers resistance to pyrethroids, was 

found at a frequency of 8% in the An. gambiae s.s. sample during the dry season replicate and at 88% at the 

end of the rainy season. Similarly, the frequency of the Ace1R allele, which confers resistance to 

organophosphates and carbamates, increased from 1% at the end of the dry season to 40% during the 

rainy season. The change in frequency of the insecticide resistance genes reflects the fact that these genes 

are found at high frequency only in the molecular form S of An. gambiae. 

6BDeterrency 

Analysis of the variance of the number of An. gambiae caught in huts with different treatments indicated 

that the only statistically lower density in treated huts occurred during the first week. Entry rates were 

significantly lower from the control for both KBR and PM+KBR treatments (95% confidence intervals 

did not overlap 0) (fig 1c & 1e). PM, DEET and PM+DEET did not induce any differences from the 

control in terms of the An. gambiae entry rate during the 4 weeks (95% CI overlapped 0) (fig 1a, 1b, 1d). 

Note that significantly more mosquitoes entered in huts where there were PM and PM+KBR treated nets 

during the 3rd week, indicating an attractive effect of these bed nets (fig 1c & 1e). 
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7BExophily 

In the minimal adequate model for the exophily data, there was no difference between the control, PM 

and the two repellents used alone (fig 2a). Exophily induced by the two mixtures was higher than the 

control and compounds used alone (fig 2a) (t=6.83; p<0.005). The same trend was observed in rainy 

season but populations of An. gambiae seemed to be more exophilic in dry season (t=4.71; p<0.005) (fig 

2b).  

8BBlood feeding 

Blood feeding rates were constant during the 2 trials in the control huts. In dry season, it was higher 

(88%) than in rainy season (81%) (t=3.73; p<0.05). In the minimal adequate model for the blood feeding 

data, there is no difference between PM and the two repellents used alone and between the 2 mixtures, 

PM+DEET and PM+KBR (fig 3a & 3b). However, the mixtures inhibited significantly more blood 

feeding than the repellent compounds used alone (t=7.70; p<0.005) (fig 3a & 3b). 

9BMortality 

The model that best fit the data took into account the main effects treatment and time and their 

interaction with the season (additional file). Exophily and blood feeding explain a significant part of the 

deviance of the mortality data depending on the treatment (respectively f=17.05; p=0.043 and f=16.59; 

p=0.047). The blood feeding explained a significant part of the deviance in the mortality induced by PM 

(t=4.68; p<0.005) and DEET (t=3.52; p<0.05), but not for KBR and the two mixtures PM+DEET and 

PM+KBR. For PM and DEET, the mortality rate was negatively correlated with the blood-feeding rate. 

Exophily explained a significant part of the deviance of mortality induced by PM (t=3.49; p<0.05), DEET 

(t=2.01; p<0.05) and PM+DEET (t=2.4; p<0.05). For PM and PM+DEET, the exophily was negatively 

correlated with the mortality rate. In contrast, with DEET treated net, the exophily was positively 

correlated with the mortality rate. All the treatments differed significantly from each other and decreased 

with time during the trials (fig 4). At the beginning of the dry season trial, KBR was killing less than 20% 

of exposed mosquitoes, PM less than 30% and DEET less than 50%. In contrast at the same time, 

PM+DEET was killing 93% of mosquitoes that entered in the hut and PM+KBR about 99% (Figure 4A).  

In the rainy season, the mortality at the beginning of the trial was significantly lower for PM and DEET 

used alone but not for KBR used alone. The mortality induced by PM+DEET did not decrease 

significantly in the rainy season (t=0.98; p>0.05), in contrast with PM+KBR (t=4.32; p<0.005). Moreover 

the maximal efficacy did not last as long as it did in dry season (fig 4a & 4b).  

The differences observed between the mixtures and compounds used alone are characteristic of their 

interactions. Positive interactions were greater between PM and KBR than between PM and DEET. 
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Synergy amplitude was affected by the season change for PM+KBR (t=4.32 ; p<0.01) but not for 

PM+DEET (t=0.97 ; p>0.05). 

2BDiscussion 

Many field studies have been run with insecticide mixtures for which synergistic interactions have been 

observed in laboratory [25,26,27]. But none of these showed evidence of synergistic interactions in field 

conditions. Our results showed for the first time synergism in natural conditions against wild populations 

of the main malaria vector, An. gambiae. This synergy occurred between PM and the two repellents DEET 

and KBR, as previously demonstrated [14]. Moreover, the two mixtures PM+DEET and PM+KBR were 

still efficient against An. gambiae populations that shared the Ace1R and Kdr resistance genes at high levels 

(Ace1R freq = 0.40; Kdr freq = 0.88). Another study evaluated the efficacy of these kind of mixtures 

compared with conventional pyrethroid-treated nets and their impact on resistance gene selection, 

especially Ace1R and Kdr [15]. Observations on this new strategy of resistant malaria vector control 

focused on the short residual effect of the repellents and these comments are justified [28]. However, 

companies are now working to develop long-lasting repellent formulations. For example, a micro-

encapsulated formulation (MC) of DEET showed residual efficacy for up to six months in laboratory 

conditions [29,30]. Moreover, other DEET formulations are currently being evaluated in laboratory 

conditions and are showing the same efficiency one year after application one nets (Pennetier et al, 

unpublished data). So, it is not unrealistic to imagine that long-lasting repellent formulations will be 

available in the next few years. 

Blood feeding and exophily behaviour explained a part of the variability of the mortality of An. gambiae for 

the compounds when used alone, but not for the mixtures, indicating that the efficacy of the mixtures was 

not dependent on the mosquito behaviour in the experimental huts. It seems to be a positive indicator 

that this vector control tool was not dependent on the behaviour of mosquitoes that entered the huts. 

Behavioural modifications observed in dwellings with PM, DEET or KBR mono-treated nets may be 

involved positively or negatively in insecticidal efficacies. The question of mosquito host-seeking 

behaviour in the presence of a physical barrier (bed net) or chemical (repellent on skin, ITNs, or volatile 

compounds in dwellings) is consequently crucial. Many fundamental studies have focussed on free host 

seeking behaviour (i.e. without any chemical or control tool) but there is a lack of knowledge  about the 

behavioural accommodations of mosquitoes in the presence of treated materials as has been done for 

behaviour responses of Tsetse flies (Glossina ssp) to a vector control tool like insecticide treated cattle [31], 

in order to improve the control strategies of Human African Trypanosomiasis (HAT) [32]. 

Here, the objective was to better understand the impact of interactions between PM and the two 

repellents, DEET and KBR 3023 so we used quite low dosages. It would be interesting to study 

behavioural modifications and the insecticidal effect of PM and the two repellents at higher dosages to 

investigate the potentialities of using these compounds alone on bed nets [33]. Investigations  on 
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repellents are all the more important as we showed that the same chemical (KBR 3023) could be repellent 

or attractant according to its concentration, as has already been demonstrated for DEET [34]. 

Nevertheless, chemicals are only external stimuli added to human cues. Our results also showed a 

significant effect of the season on different indicators, An. gambiae populations in the rainy season were 

significantly less exophilic and significantly less aggressive than in the dry season. There are too many 

differences between these two populations (genetic background, meteorological conditions) to 

hypothesize about the cause. But this indicates that there might be differences in host-seeking behaviour 

between the M&S molecular forms, between mosquitoes that are sharing different insecticide resistance 

genes, between mosquitoes with different parasitic status, or with different ecological or meteorological 

preferences. This information can lead us to improve the protocol of experimental hut trials, especially by 

including more variables (for example, parasitic status or meteorological data), and using a general model 

to take in account the impact of all these variables on the efficacy of different treatments. Standard 

protocols and new classifications proposed by Grieco et al.[16] should be the first step toward the 

establishment of general methods to evaluate new chemical proposed for malaria vector control.  

In conclusion, our results showed a potential tool to manage resistant An. gambiae. Mixing OPs and 

repellents offered excito-repellency and mortality as required for protecting the sleeper and the 

community based on the positive interaction of the 2 chemicals. This concept will have practical 

potentialities for malaria control when long-lasting formulations of repellent are available. Generally, this 

study focused on the need to improve knowledge about mosquito vector host-seeking behaviour, 

particularly when treated materials are used. 

3BLegends 

Figure 1: Log of the difference between numbers of mosquitoes entering treated hut and the control one, 

with 95% confidence intervals.  Axis of abscissa represents the week numbers after the beginning of the 

trial. 

Figure 2: Exophily rates over time in the minimal adequate logistic regression model. A) Trial during dry 

season 2006; B) Trial during rainy season 2006  

Figure 3: Blood feeding rates over time in the minimal adequate logistic regression model. A) Trial during 

dry season 2006; B) Trial during rainy season 2006  

Figure 4: Mortality rates over time in the minimal adequate logistic regression model. A) Trial during dry 

season 2006; B) Trial during rainy season 2006  

Table 1: Frequency of the S molecular form of An. gambiae, of Knock Down Resistance (Kdr) allele and 

insensitive acetylcholinesterase (Ace.1R) allele. Samples have been randomly taken in the control hut. 
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Table 1

S form 
frequency (n 

tested)

Kdr 
frequency (n 

tested)

Ace1 R 

frequency (n 
tested)

May‐June        
(dry season)

0,05 (43) 0,08 (41) 0,01 (40)

September‐
October 
(rainy 
season)

0,85 (49) 0,88 (48) 0,40 (49)
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Editor-in-Chief Emerging Infectious Diseases journal  
National Center for Infectious Diseases  

Centers for Disease Control and Prevention  
Mailstop D-61  

1600 Clifton Road  
Atlanta, GA 30333  

USA 
Dear Editor,  

 

You recently published a research article that alarmed the malaria control community 

about pyrethroid resistance in An. gambiae that appears to threaten the future of Long 

Lasting Insecticidal Nets (LLIN) and indoor residual spraying in Benin, West Africa 

(N’Guessan et al., 2007). As mentioned in the conclusion of the article, “Use of LLIN should 

be encouraged but scale-up of treated nets may ultimately select for further resistance” and 

“the need to develop alternative insecticides to replace or supplement pyrethroids on nets is 

urgent …”.  

Our research group in Benin is currently working on an alternative concept that 

consists of treating nets with a mixture of a non-pyrethroid insecticide and a repellent 

compound. Preliminary results under laboratory conditions were quite encouraging 

(Pennetier et al., 2005 & 2007). We have the pleasure to submit to Emerging Infectious 

Diseases journal a manuscript entitled:” A new perspective for controlling insecticide-

resistant malaria vectors: low-dose mixtures of insect repellents and an organophosphate on 

mosquito nets are more lethal than a pyrethroid against multilocus resistant Anopheles 

gambiae” autored by Cédric Pennetier, Carlo Costantini, Vincent Corbel, Séverine Licciardi, 

Roch K. Dabiré, Bruno Lapied, Fabrice Chandre and Jean-Marc Hougard. 

You will find three attached files, one containing the text, one containing the four 

tables and another containing a figure. 

 

Sincerely yours 

 
Cédric Pennetier 
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*corresponding author 

 

Abstract 

The spread of resistance to pyrethroids in the major Afrotropical malaria vectors Anopheles 

gambiae s.s. urge the development of new strategies to control resistant mosquito populations. 

Impregnating mosquito nets with an insect repellent mixed with an organophosphorous 

insecticide at low-dosage could restore mortality of multilocus resistant Anopheles gambiae 

s.s. In experimental huts, we tested the efficacy of repellent-insecticide-treated nets (RITNs) 

against susceptible and insecticide resistant Anopheles gambiae populations in a rice-growing 
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area near Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. During the first two weeks post-treatment, RITNs 

nets were as effective as deltamethrin against susceptible mosquitoes, and more effective in 

killing Anopheles gambiae carrying kdr or Ace.1R resistance genes. The mixtures did not 

select for either the Kdr or the Ace.1R alleles. Our field trial indicates that mixing repellents 

and organophosphates on bed-nets could be used to control insecticide-resistant malaria 

vectors, provided improved residual activity of RITNs is achieved and safety is verified. 

Keywords: malaria, Anopheles gambiae, bed nets, pyrethroid, resistance, repellents, 

insecticides, mixtures. 

 

One sentence summary: Impregnating mosquito nets with an insect repellent mixed with an 

organophosphorous insecticide at low-dosage were as effective as standard impregnated net 

with deltamethrin against susceptible malaria vector mosquitoes, and more effective in killing 

Anopheles gambiae carrying insecticide resistance genes, without selecting for either the Kdr 

or the Ace.1R alleles. 

 

Introduction 

Malaria remains one of the most significant causes of human mortality due to the high 

intensity of transmission in endemic areas, particularly sub-saharan Africa (1). Malaria 

transmission is expressed as the entomological inoculation rate (EIR), which reflects the 

degree of exposure of humans to pathogenic Plasmodium parasites.  EIR is the product of 1) 

the infectiousness to mosquitoes of the human parasite reservoir, 2) the life-time transmission 

potential of individual mosquitoes, and 3) the rate at which they emerge from larval breeding 

sites –relative to the size of the human population (2). The predictor that have the largest 

impact on the success of integrated control programs of any of the three contributors to EIR, 

is the lifetime malaria transmission potential of individual mosquitoes (3). This illustrates 
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why a small decrease in vector populations survival can have a dramatic impact on EIR. This 

also explains the proven efficacy of insecticide-impregnated bed-nets (ITNs) or indoor 

residual house-spraying in achieving substantial reductions in malaria transmission (3). In 

view of the worldwide ban of DDT as the most suitable active ingredient for indoor residual 

spraying (4), ITNs remain the method of choice in malaria vector control as they are 

logistically less demanding, and cheaper to implement on the ground(5). 

Perhaps somehow even more significant is the effect that some classes of insecticides can 

have in deterring mosquitoes from entering and remaining inside dwellings, or inhibiting 

them from feeding upon humans. For example, at a site where the reported impact of 

impregnated bed-nets upon the survival of the vectors was low, and indeed statistically non-

significant, a shift to feeding on animals (a 30% drop in the human blood index) and longer 

feeding cycles were observed (6). These effects do contribute to the reduction of the mosquito 

vectorial capacity, and can achieve significant reductions of the EIR by their own (7). 

Pyrethroids possess properties that are essential in repelling and rapidly killing mosquitoes. 

They stimulate mosquitoes to fly away from treated surfaces upon contact (irritation effect), 

and they act fast (Knock-Down or KD effect). Moreover they are efficient at low dosages and 

especially safe for humans. Indeed, pyrethroids are to date the only class of insecticides that 

are recommended by the World Health Organization (WHO) and the Centers for Disease 

Control (CDC) for net impregnation (8, 9).  

Unfortunately, resistance to pyrethroids in malaria vectors is becoming widespread across 

Africa with both metabolic resistance and target site modification induced by the knockdown 

resistance (kdr) gene mutations (10-13). It is somehow still uncertain whether spread of 

resistance genes will pose a serious threat to vector control programs based uniquely on 

pyrethroids. Some studies have shown that kdr resistance did not decrease the level of 
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protection conferred by ITNs and did not induce Kdr selection (14). Conversely, more recent 

studies have reported a fitness advantage for Kdr resistant phenotypes (15), and a decrease in 

the efficacy of ITNs in an area of pyrethroid resistance from Benin (16). It is becoming 

increasingly clear that alternative insecticidal molecules are needed. However fewer and 

fewer novel active ingredients become available, and the timeframe needed to satisfy the 

regulatory requirements of public health formulations is exceedingly long (17). The optimal 

use of existing compounds remains at present the only option for managing insecticide 

resistance in malaria vectors control. Two tactics have already been explored: i) the 

alternation of different classes of insecticides by rotation of active ingredients and mosaic 

treatments (18, 19), and ii) the use  of insecticide mixtures (19, 20). Mixing a pyrethroid and 

an organophosphate provided encouraging results in laboratory assays, whereby synergism 

between the two active ingredients provided higher mortality against larval and adult 

mosquitoes at lower doses than those recommended for either ingredient alone (21-23). The 

interest of such a combination against pyrethroid-resistant vectors lies in the fact that 

mortality is restored by the organophosphate, and the favourable irritant and KD effects of the 

pyrethroid are still available. Bed-nets treated with a low-dose mixture of bifenthrin and 

carbosulfan were tested and mortality of pyrethroid-resistant An. gambiae compared to that 

achieved by recommended dosages of bifenthrin. Although the efficacy of mixtures did not 

differ significantly from that of either bifenthrin or carbosulfan used alone, the mixtures 

resulted advantageously more cost effective(19). The same trend was observed between 

lambdacyalothrin and chlorpyrifos-methyl (CM)(20). 

The possibility to achieve both vector mortality and excito-repellency by optimal use of 

existing ingredients led us to test a new concept corresponding to the mixture of insect 

repellents with non-pyrethroid insecticides (24). The rationale behind this concept is to mimic 

with non-pyrethroid compounds the original features of pyrethroids i.e. both the lethality and 
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irritancy. Laboratory results showed that a combination of propoxur and DEET induced 

irritancy, knockdown, and mortality as high as deltamethrin against a susceptible strain of 

Aedes aegypti, and significantly higher mortality against a pyrethroid-resistant strain of this 

mosquito. Such findings were mostly explained by a strong synergistic interaction (in terms of 

mortality and KD effect) between DEET and propoxur (24). Similar synergism was also 

observed in a test tunnel apparatus by mixing DEET or another insect repellent, i.e. 

KBR 3023, with an organophosphate, i.e. Pirimiphos Methyl (PM), on mosquito nets baited 

with guinea pigs (25). These studies constitute a first step towards the development of an 

alternative strategy based on insect repellents for malaria vectors control in areas of 

pyrethroid resistance. 

In this study we present results of the first evaluation of this new strategy under field 

conditions. The objective of the trial was to compare the efficacy of mosquito nets 

impregnated with mixtures of DEET + PM or KBR 3023 + PM (hereafter repellent + 

insecticide treated-nets, or RITNs) with respect to bed-nets treated with a standard 

formulation of a pyrethroid, i.e. deltamethrin. The field trial was carried out in an area where 

Anopheles gambiae s.s. populations are both susceptible or resistant to pyrethroids, 

organophosphates and carbamates depending on the season, due to temporal fluctuations in 

the relative frequency of the two molecular forms of An. gambiae, M and S, which in this area 

carry insecticide resistant alleles at contrasting frequencies (10, 11). In particular, the S-form 

carries the knockdown resistant (Kdr) and the insensitive acetylcholine esterase (AcE1R)

alleles at high frequency, whereas these alleles float at much lower frequency in the M-form. 

In this paper we present the response of the vector populations to the lethal effect of the 

formulations tested. A detailed account of the behavioural effects of the repellent + insecticide 

mixtures is presented in a companion paper. Moreover, we investigated under laboratory 

conditions, whether RITNs could select for the insecticide resistance genes. 
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Methods 

Study area 

The field trial was carried out in the village of VK7, in the valley of the Kou river near Bobo-

Dioulasso, south-western Burkina Faso. The area is exploited by farmers for large-scale 

cultivation of rice. Rice paddies provide extensive sites for mosquito breeding throughout 

most of the year, particularly for the molecular form M of Anopheles gambiae s.s. 

Conversely, the molecular form S of this malaria vector appears mainly during the wet 

season, as it breeds mostly in puddles created by rains, and other rain-dependent larval 

habitats. 

 

Repellent and insecticide formulations 

An organophosphate insecticide and two repellent formulations were evaluated as mixtures 

impregnated on mosquito nets: Pirigrain 250, is an emulsifiable concentrate (EC) formulation 

containing 25% Pirimiphos Methyl (PM) produced by CGI (Compagnie Générale des 

Insecticides, Cergy Pontoise, France). KBR 3023 (hydroxyethyl isobuthyl piperidine 

carboxyilate, also known as icaridin) was formulated as a liquid concentrate containing 25% 

of active ingredient. DEET (diethyl-3-methylbenzamide) was also formulated as a liquid 

concentrate containing 30% of active ingredient. The two repellent formulations are designed 

and distributed for application on clothing by the company Osler (Melun, France). 

Deltamethrin was our pyrethroid of choice because it is one of the two gold standard 

pyrethroid used for net impregnation with permethrin; it has a good toxicology profile and has 

undergone the WHO Pesticide Evaluation Scheme (WHOPES). A standard suspension 

concentrate at 20% (KO-Thrin®, Bayer Crop Science, Monheim am Rhein, Germany), which 
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is routinely used to impregnated bed-nets was used in the trial. No toxic or repellent 

chemicals other than those mentioned above were declared in the formulations tested. 

 

Mosquito nets and treatments 

We used polyester nets of 100 denier netting and 156 mesh size. To simulate the conditions of 

bed-net wear and tear that can be encountered in the field, six holes, each measuring 4 x 4 cm, 

were cut on the sides and ends of each net. The nets were impregnated with the repellent 

DEET or KBR 3023 at a dose of 10 g/m² and the insecticide PM at a dose of 150 mg/m² and a 

control treatment with a standard pyrethroid deltamethrin at a dose of 25 mg/m² by dipping.  

 

Experimental huts and mosquito collections 

The treated nets were set inside 4 experimental huts, following the same design and 

procedures described in Darriet et al. (26) and N’Guessan et al. (27). Briefly, the huts are 

3.5 x 2 x 2 m and built with local materials so that mosquitoes can fly only through four entry 

baffles that hinder them to escape from the hut once inside. In this way the majority of 

mosquitoes entering the hut can be accounted for. A veranda-trap made of polyethylene 

sheeting and mesh screening measuring 2 m long, 1.5 m wide, and 1.5 m high, projects from 

the back wall of each hut. Movement of mosquitoes to and fro the huts and the verandas was 

unimpeded during the night. Each experimental hut rests on a concrete base surrounded by a 

water-filled moat to prevent entry of ants that would otherwise eat mosquitoes knocked down 

on the floor of the hut. 

Local adult male volunteers recruited for the study slept on mats under the nets from 20:00 to 

05:00; at 18:00, before the start of the tests, they removed spiders and other mosquito 

predators. At 05:00, the volunteers closed the entry baffles, lowered the curtain separating the 

sleeping room from the veranda-trap, and collected all mosquitoes from the room, bed-net, 
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and veranda, whether dead or alive. Female mosquitoes were scored by location as dead or 

alive, fed or unfed, and identified to morpho-species. To minimise bias in individual 

attractiveness and spatial variation in mosquito densities, the sleepers and bed-nets were 

rotated between huts. Two replicates of the trial, each running for 27 nights over 4 weeks, 

were carried out: the first at the end of the dry season (May 5th to June 3rd), when mainly the 

molecular form M of An. gambiae is present in the village; the second at the end of the rainy 

season (September 18th to October 14th), when the form S constitute the majority of the An. 

gambiae population. 

 

Ethical issues 

Informed consent was obtained from the human volunteers prior to enrolling them in the 

study. Malaria chemoprophylaxis and medical surveillance was provided them during and 3 

weeks after the trial. The IRD and Burkina Faso national ethical committees issued formal 

ethical approval of the protocol. 

 

Molecular analyses 

To determine the presence and relative frequency of the molecular forms M and S of An. 

gambiae s.s., genomic DNA of field-collected mosquitoes was extracted and amplified by 

PCR according to the method of Favia et al. (28). Samples of mosquitoes that were alive or 

dead at the time of collection were taken from the control hut for molecular detection in 

individual mosquitoes of the Kdr and Ace1R alleles using the methods of Martinez-Torrez et 

al. (29) and Weill et al. (30), respectively. 
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Statistical analysis 

The entomological impact of each treatment on mosquitoes was expressed relative to the 

control in terms of the overall mortality rate; this is the proportion of mosquitoes that were 

found dead at the time of collection, and those that died after having hold them during 24 h 

post-exposure. We considered that the mortality rate is the response expected to have the most 

significant epidemiological impact. For statistical purposes, we fitted a logistic regression 

model assuming a binomial error distribution with regression parameters calculated by 

maximum likelihood with the software GLIM v.4 (31); we used the number of dead 

mosquitoes y as response variable, and the total number n of mosquitoes collected in the hut 

as binomial denominator. The proportion of dead mosquitoes p = y/n was related to the time 

(in days) post-treatment, the insecticidal treatment, and season (i.e. replicate). The statistical 

significance of main effects and interaction terms in the model was tested with F-tests by 

analysis of deviance (ANODEV), by looking at the change in deviance caused by the removal 

of each term from the maximal model after having allowed for overdispersion in the data by 

calculating a variance heterogeneity coefficient with the Williams’ algorithm (32, 33). 

Confidence limits for median (ET50) were calculated using Fieller’s theorem (32, 33). 

 

Results 

Vector population composition and insecticide resistance status 

Molecular analysis revealed, as expected, a marked change between seasons in molecular 

form composition and insecticide resistance status (Table 1). During the dry season replicate 

of the trial, the molecular form S accounted for 5% of the Anopheles gambiae s.s. population, 

whereas at the end of the dry season it represented 85% of the sample. Accordingly, the Kdr 

allele, which confers resistance to pyrethroids, was found at a frequency of 8% in the An. 
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gambiae s.s. sample during the dry season replicate and at 88% at the end of the rainy season. 

Similarly, the frequency of the Ace1R allele, which confers resistance to organophosphates 

and carbamates, increased from 1% at the end of the dry season to 40% during the rainy 

season. The change in frequency of the insecticide resistance genes reflects the fact that these 

genes float at high frequency only in the molecular form S of An. gambiae.

Efficacy of repellents + OP mixtures against deltamethrin 

The analysis of deviance showed that the three-way interaction term between 

TIME*TREATMENT*SEASON was statistically significant (Fn,m=4.705; P=0.01), indicating 

that the decrease with time in the lethal effect was significantly different for treatments and 

between seasons. Hence, the minimal adequate model was those with a different curve 

relating the decrease of mortality with days post-treatment for each combination of treatments 

and seasons (Figure 1). Accordingly, the estimates of the regression parameters for the six 

logistic curves are shown in Table 3, together with the inferred effective times in days post-

treatment. 

During the dry season replicate, lethality of the PM+KBR 3023 mixture lasted longer than 

KO-thrin over the first 15 days post-treatment (ET90
PM+KBR = 11.2 days vs. ET90

KO-thrin = 4.7 

days – Figure 1d and Table 2). The PM+DEET mixture was as efficient as KO-thrin over only 

about 4 days (figure 1 d). The efficacy of the nets impregnated with the two mixtures 

decreased faster (bPM+KBR = –0.339 ±0.059; bPM+DEET = –0.192 ±0.036) than KO-Thrin 

(bKOthrin = -0.099 ±0.048) (Figure 1d). This explains the shorter median effective time of the 

two mixtures. 

The trend was different for the rainy season replicate, because the lethality of nets 

impregnated with KO-thrin was consistently lower than that of the dry season replicate 
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(Figure 1c), in view of the change in molecular form composition and insecticide resistance 

status of the vector population (Table 1). Efficacies of the PM+DEET and PM+KBR 3023 

were significantly higher than the deltamethrin formulation against the An. gambiae 

population carrying high frequencies of the Kdr and Ace1R genes.  Indeed, KO-thrin never 

induced more than 55% mortality throughout the course of the replicate, whereas the 

PM+DEET and PM+KBR 3023 mixtures killed ≥90% of the exposed mosquitoes up until 

about 4 and 7 days post-treatment, respectively (Table 3 and Figure 1e). 

There was no difference between the model estimates of the PM+DEET mixture between the 

two replicates (Student t-test: ta=0.248 ; P=0.8; tb=0.101; P=0.92) (Figure 1a), indicating that 

the response in mortality through time was the same across seasons. Conversely, the 

PM+KBR 3023 efficacy changed significantly across replicates (ta= 3.34; P<0.01; tb=2.01 ; 

P<0.05): lethality was lower during the rainy season shortly after impregnation of the nets, 

but the decrease with time in efficacy was subsequently slower (Figure 1d). Similarly, a 

significant difference in efficacy between the two seasons was observed for KO-thrin (ta=

2.55; P<0.05 ; tb=4.06; P<0.005), with induced mortality being much lower during the rainy 

season than the dry season; lethality of the nets, however, was always higher during the dry 

season replicate up until the end of the 27-days replicates, despite a slower decrease with time 

in efficacy for the rainy season replicate (Figure 1c).  

Impact of treatments on insecticide resistance genotypes 

A total of 192 An. gambiae females were genotyped for molecular form status, Kdr and Ace1R

genes. Because of severe restrictions in gene flow between the M and S molecular forms (34, 

35) which lead to marked differences in their resistance status (11), we chose to investigate 

the selection pressure of our three treatments only against the S molecular form of An. 

gambiae (88% of the total population collected in rainy season, Table 1). The results of Kdr 

Page 12 of 30

ScholarOne support: (434) 817-2040 ext. 167

Emerging Infectious Diseases

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

109



Peer Review

12 
 

genotyping of 151 specimens are shown in Table 3. The gene was in Hardy-Weinberg 

equilibrium (p=1). There was no evidence for a significantly higher frequency of KdrR allele 

in those that survived the three treatments. No Kdrs/Kdrs or KdrR/Kdrs mosquito survived  

with the KO-thrin treatments in contrast with PM+DEET and PM+KBR treatments, but 

samples of susceptible genotype was too low. The results of the Ace1R genotyping of 151 S 

form An. gambiae are shown in table 4. We observed an heterozygote excess for Ace1R gene 

(p value). There is no evidence for a significantly higher frequency of Ace1R allele in those 

that survived the three treatments. 

 

Discussion 

Our results from an area of insecticide resistance near Bobo-Dioulasso, Burkina Faso, 

demonstrated that a mixture of an organophosphate (pirimiphos-methyl) and an insect 

repellent (either DEET or KBR 3023) on mosquito nets was as lethal as the pyrethroid 

deltamethrin for a few days against a susceptible An. gambiae s.s. population. However, the 

efficacy of the two mixtures was substantially higher than deltamethrin against a multilocus 

resistant An. gambiae population (mainly composed of the molecular form S) carrying two 

resistance genes for pyrethroids and organophosphates/carbamates (Kdr and Ace1R,

respectively), at moderate to high frequency. The efficacy of the mixtures was due to strong 

synergism between the two active ingredients, as demonstrated in another study (Pennetier et 

al., submitted). Some OPs like chlorpyriphos methyl (20, 37), or pirimiphos methyl (38), and 

the carbamate carbosulfan (38, 39), were also recently tested on nets to verify their efficacy in 

terms of induced mortality against pyrethroid-resistant populations of An. gambiae, and were 

found as lethal as deltamethrin, lambda cyalothrin, or permethrin. The major constraint to the 

use of OPs or carbamates on bed-nets is their higher toxicity to humans (18, 40), and the 
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possibility to induce a selection pressure for resistance mechanisms other than Kdr, such as 

the insensitive acetyl cholinesterase (AcE1R) (41). In view of these results, the concept of 

mixing an insect repellent with an organophosphate (OP) offers a potential alternative to the 

use of pyrethroids on mosquito nets; 

There are, however, several advantages in using mixtures of insect repellents and OPs. First, 

the addition of a repellent allows the use of lower dosages of OPs. The recommended dose of 

pirimiphos methyl to achieve a mortality close to 100% is 1000 mg/m² (38, 42). This is six 

fold the dosage that we used in our mixtures. The possibility to use insecticides with different 

modes of action at lower dosages than either ingredients used alone was also observed in 

previous studies with OP/pyrethroid mixtures (19, 20). Second, the behavioural effects of 

pyrethroids on mosquito nets, such as irritancy, that confer personal protection to the sleeper 

under the net are restored by the presence of the repellent in RITNs. Previous laboratory 

studies on repellent + OP mixtures already focused on this property. These studies showed 

that the mixtures have the same irritant effect than pyrethroids (24), and induce protection 

against blood feeding (25). Our field trial confirmed the excito-repellency of the repellent + 

OP mixtures (data presented in a companion paper). Third, we could not detect significant 

differences in the frequency of two important insecticide resistance genes, Kdr and AcE1R

among mosquitoes that survived or died after exposure to RITNs, indicating that PM+DEET 

and PM+KBR 3023 would not select for any of these two resistance alleles. Thus, RITNs 

appear as a promising tool to control malaria vectors in areas of insecticide resistance. 

Our results show that mortality in response to treated nets changed between seasons 

depending on the combination of repellent and insecticide used. The response to the 

PM+DEET mixture did not change with the resistance status of the An. gambiae population, 

whereas the PM+KBR 3023 efficacy decreased significantly at the end of the rainy season, 
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but lasted comparatively longer than during the dry season replicate of the trial. This 

difference may result from a difference in mode of action of the two insect repellents used in 

our trial, and their interaction with the insecticide pirimiphos-methyl. Indeed, PM is an AChE 

inhibitor and it has been recently shown that DEET exerts a neurotoxic effect through 

alteration of both neuronal function and synaptic transmission (43). DEET increases the 

release of ACh in synaptic cleft, which led to hypothesize that synergism between the OP and 

DEET  due to the implication of pre-synaptic muscarinic receptors involved in the negative 

feedback regulation process (44), which thereby modulated Ach release. The exact mode of 

action of KBR 3023 is not known yet, hence it is probably premature to propose an 

explication of why its efficacy changed in response to changes in the resistance status of the 

vector population. 

At present, it is as yet not possible to envisage the use of RITNs in community-based vector 

control programmes because of the short persistence of the lethal effect induced by the OP + 

repellent mixture (1-2 weeks depending on season and combination). This is presumably due 

to the high vapour pressure of the repellents, which act mainly in the vapour phase, and hence 

do not persist long enough on the net at higher than threshold concentrations. However, long-

lasting formulations, such as resins, micro capsules, cyclodextrins, etc. might increase the 

persistence of the mixture on the net. We suggest that industry should have a vital role to play 

in the development of such more adapted formulations. We are currently testing a 

microencapsulated formulation of DEET + PM with encouraging preliminary results (data not 

shown). 

Another factor preventing the immediate application of the RITN concept in the field is the 

lack of knowledge of the toxicological properties of repellent + OP mixtures. Despite the fact 

that the two repellents and pirimiphos-methyl are reported as safe products (45-49), little is 
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known about the interaction of repellents with OPs. As a cautionary tale, we ought to note that 

toxicological interactions between DEET and pyperonyl-butoxide (PBO), an AChE inhibitor, 

are supposed to be involved in the Gulf War Syndrome (50-53), a pathologic condition 

leading to sensorimotor deficits and alterations of the cholinergic system that was first 

described in 1994 from soldiers who had applied DEET on the skin and worn battle uniforms 

impregnated with permethrin synergized with PBO for the prevention of vector-borne 

diseases on the Iraqi battle grounds (54). It is worth noting, however, that the reported 

neurological pathologies occurred after rats received DEET and PBO by dermal application. 

We used an AChE inhibitor (an OP, pirimiphos-methyl) with DEET, but in our case none of 

these compounds were applied on the skin, and the DEET concentration we used on nets was 

lower by >5 fold than that applied on the soldiers’ skin during the Gulf War episode. 

Nevertheless, it is crucially important to confirm by appropriate toxicological studies that 

there are no adverse health effects in using organophosphate- + repellent at the operational 

doses that are used to impregnated bed-nets. 

In summary, we conclude that the application of low doses of an OP + insect repellents as 

mixtures on mosquito nets was as much or more lethal shortly after application than the 

pyrethroid deltamethrin against the malaria vector An. gambiae in an area of multiple 

insecticide resistance. The recent concept of combining repellents with insecticides is still 

limited by the short residual effect of the treatments and the lack of toxicological knowledge, 

but it appears as a potential tool warranting further development for the control of malaria 

vectors and management of insecticide resistance in areas of endemic transmission. 
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Legends 

Table 1: Frequency of S molecular form of An. gambiae, of Knock Down Resistance (Kdr)

allele and insensitive acetylcholinesterase (Ace.1R) allele. Samples have been randomly taken 

in the control hut. 

 

Table 2: Regression parameters (SE) and median and 90% effective time (95% confidence 

interval) expressed in days of the minimal adequate regression model fitted to the 

experimental hut data. A) First trial run in dry season (May and June); B) second trial run in 

rainy season (September and October). 
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Table 3: Mortality rate among Kdr genotypes.  

 

Table 4: Mortality rate among Ace.1R genotypes.  

 

Figure 1: Decline with time of RITN efficacy. (A) Comparison between PM+DEET treated 

net efficacy between the two seasons. (B) Comparison between PM+KBR treated net efficacy 

between the two seasons. (C) Comparison between KO-Thrin treated net efficacy between the 

two seasons. (D) Comparison between PM+DEET, PM+KBR and KO-thrin during the first 

trial in dry season. (E) Comparison between PM+DEET, PM+KBR and KO-thrin during the 

second trial in rainy season. Curves drawn according logistic plane regression of Equation (1) 

whose parameters are shown in Table 2.  
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Table 1    
 

S form frequency 
(n tested) 

Kdr 
frequency (n 

tested) 

Ace1R frequency 
(n tested) 

May-June           
(dry season) 

0,05 (43) 0,08 (41) 0,01 (40) 

September-
October (rainy 
season) 

0,85 (49) 0,88 (48) 0,40 (49) 

Table 2     
 
A. Dry season     
treatmenttreatmenttreatmenttreatment  a b ET50 ET90 

2,814 -0,194 14,5 3,2 PM+DEET (±0,737) (±0,039) (11.1-16.4)  
 

5,932 -0,337 17,6 11,1 PM+KBR (±0,628) (±0,032) (16.8-18.2)  
 

2,693 -0,100 26,8 4,9 KO-Thrin (±0,656) (±0,033) (22.7-42.2)   
B. Rainy season     
treatmenttreatmenttreatmenttreatment  a b ET50 ET90 

2,907 -0,184 15,8 3,9 PM+DEET (±0,520) (±0,030) (13.8-17.7)  
 

1,424 -0,090 15,9 - PM+KBR (±0,657) (±0,036) (5.4-22.7)  
 

0,136 -0,030 4,5 - KO-Thrin (±0,320) (±0,019) (0-13.9)   

Table 3      
 

Number tested Mortality % (n) Kdr 
SS or RS RR SS or RS RR P (F exact test)* 

PM+DEET 4 45 25% (1) 57,8% (26) 0,323 
PM+KBR 7 44 40% (2) 59,1% (26) 0,239 
KOThrin 2 49 100% (2) 53,1% (17) 0,064 
*Numbers of the Kds/Kds and Kdr/Kds were too small to allow Khi² tests on the numbers of 
each genotype; therefore significance tests were carried out on numbers of Kdr and Kds alleles 
among live and dead mosquitoes. 
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Table 4      
 

Number tested Mortality % (n) AcE1R

SS  RR or RS SS RR or RS P (F exact test)* 

PM+DEET 4 39 50% (2) 59% (23) 0,662 
PM+KBR 3 28 33,3% (1) 50% (14) 1,000 
KOThrin 4 29 75% (3) 31% (9) 0,442 
*Numbers of the Ace.1R/Ace.1R and Ace.1R/Ace.1S were too small to allow Khi² tests on the 
numbers of each genotype; therefore significance tests were carried out on numbers of Ace.1R

and Ace.1S alleles among live and dead mosquitoes. 
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Summary Textile materials treated with synthetic repellents have the potential to provide
protection against insect disease vectors but lack the residual activity necessary to achieve
a prolonged effect or to be cost-effective. DEET MC is a formulation of DEET (N,N diethyl-
m-toluamide) in which the repellent is gradually released from a capsule that binds the
E
CBed nets;

Efficacy;
Prevention

repellent. An experiment carried out on DEET-treated mosquito netting showed that the for-
mulation repels, inhibits blood-feeding and kills mosquitoes for a period of at least 6 months
under laboratory conditions. Such formulations may have the potential for use on nets against
pyrethroid-resistant mosquitoes or on clothing or bedding materials distributed in disasters,
emergencies or refugee camp situations.
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ets with DEET repellent conducted in experimental huts 26

n Ivory Coast indicated that this is a promising approach to 27

vercome the problems associated with pyrethroid-resistant 28

osquitoes and potentially prevent malaria (N’Guessan et 29

l., 2006). When deployed on fabric rather than as a topical 30
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kin treatment, the DEET acted not only as a conventional
nsect repellent but also as a toxicant, killing the majority of
yrethroid-resistant A. gambiae and Culex quinquefasciatus
osquitoes that entered the huts. The formulation of DEET

ested was a water-miscible lotion suitable for clothing or
opical treatment. Being inherently volatile, any effect of
EET on mosquitoes was lost after 2—3 weeks. In the current
ra of long-lasting insecticidal nets, any formulation that
eeds such frequent replenishment is unlikely to find favour
ven in places where pyrethroids are no longer effective.
dvances in formulation technology have been important

n leading to long-lasting insecticidal nets. Microencapsu-
ation technology, in which the active ingredient is enclosed
ithin a polymer capsule and gradually leaches to the out-

ide is one way in which residual activity may be prolonged.
icrocapsule suspensions of pyrethroids are now entering

he market as long-lasting indoor residual spray treatments
WHO, 2007). In order for DEET to become viable as a textile
reatment, the repellent will need to be bound within some
ind of long-lasting formulation. SDS Biotech K.K., Tokyo,
apan has recently developed a microencapsulated formu-
ation of DEET in which the active ingredient diffuses slowly
hrough a polymer membrane over a period of months.
uman contact or friction with the treated fabric is believed
o accelerate the diffusion process. To examine its potential
s a fabric or net treatment, the microencapsulated DEET
as applied to polyester netting and tested against A. gam-
iae in laboratory tunnel tests over several months (WHO,
006). A standard topical formulation of DEET on netting
erved as a control.

. Materials and methods

.1. DEET MC

EET MC is a 30% aqueous suspension of N,N diethyl-m-
oluamide enclosed in a melamine microcapsule, supplied
y Sumitomo Corporation, Tokyo, Japan. Median particle
ize is 4—5 �m. A standard topical, water-miscible formu-
ation of DEET 30% was produced by Osler®, Paris, France.
oth formulations were diluted in water and applied at 8 g
EET/m2 on 100 denier polyester netting (N’Guessan et al.,
006; Pennetier et al., 2007). The netting samples were first
ested 72 h after treatment and re-tested at intervals over 6
onths. The netting samples were left unwrapped between

ests.

.2. Tunnel tests

unnel tests were undertaken with an insecticide-
usceptible laboratory strain Kisumu of A. gambiae in
enin (Chandre et al., 2000; N’Guessan et al., 2007b,
007c). The tunnel test is a laboratory system designed to
llow many of the behavioural and toxicological actions
hat occur with host-seeking mosquitoes in the presence of
reated materials. Tunnel tests are done as a forerunner
U
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o experimental hut trials, and provide information on
epellency, blood-feeding inhibition and mortality. The
quipment consists of a square glass cylinder (25 cm high,
5 cm wide, 60 cm long), which is divided into two com-
artments by a netting-covered frame that slots across
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he tunnel (WHO, 2006). In one of the compartments, a
uinea pig is housed unconstrained in an open meshed
age and in the other compartment, 100 unfed female
nopheline mosquitoes aged 2—5 d are released at dusk
nd left overnight. The netting is deliberately holed with
ine 1 cm holes to provide opportunity for mosquitoes to
ass into the baited compartment. The following morning,
he number of mosquitoes found live or dead, fed or unfed
n each compartment is scored. Live mosquitoes are given
ccess to sugar solution, and monitored up to 24 h to score
elayed mortality. For each repellent formulation, two
eplicate tunnel tests involving 100 mosquitoes per test
ere conducted on each sample of treated netting at 6
onthly intervals.
The procedure for use of guinea pigs in our tunnel exper-

ments conformed with criteria established in EC Directive
6/609/ECC regarding protection of animals used for exper-
mental purposes.

.3. Data analysis

�2 test was performed to assess trend in residual efficacy
f treatments over time.

. Results

he effects of the DEET treatments on penetration, blood-
eeding and mortality rates are shown in Figure 1.

The unencapsulated formulation inhibited 80% of the
osquitoes from penetrating the holed netting when freshly

pplied, and over 3—6 months the proportion penetrating
ecreased significantly from 40 to 10% (P = 0.001), which was
he same rate observed in the untreated control (Figure 1A).
ith the microencapsulated formulation, passage inhibition
as only 40% initially and remained at this level over the full
months (P = 0.11).
Initially, inhibition of blood-feeding was 100% with the

nencapsulated formulation, decreasing to 70% at 3 months
nd to complete loss of activity between 3 and 6 months
Figure 1B). Protection from the microcapsule increased
fter 1 month and reached a maximum at 6 months, sug-
esting that a higher concentration of active ingredient was
resent on the surface of the capsules after this interval.

With the unencapsulated formulation, mortality was
00% initially but showed exponential decay over the 6
onths (P < 0.001) (Figure 1C). Mortality rates with DEET
C remained between 82 and 65% throughout, showing a
radual though significant decay in performance (P = 0.03).

. Discussion

hen applied to skin, conventional formulations of DEET
ersist for no more than several hours. When applied to
extiles or netting, topical formulations may persist to good
ffect for 1—3 months. Evaporation or absorption rates on
TRSTMH 755 1—4
l., DEET microencapsulation: a slow-release formula-
malaria vectors, Trans R Soc Trop Med Hyg (2007),

extiles are much slower than on skin. The mode of interac- 136

ion with host-seeking mosquitoes may differ too. With skin 137

pplication, mosquitoes are deterred from alighting on the 138

ost by a vapour layer of repellent (Debboun et al., 2006). 139

ith textile and net applications the mosquitoes make tarsal 140
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Figure 1 Efficacy of netting treated with DEET MC (encapsulat
gambiae in tunnel tests. (A) Inhibition of penetration through
mortality rates after a 24 h holding period. Vertical bars indicat

contact with the treated surface. This route of pick-up is
clearly sufficient for DEET to exert a toxic effect, as has been
shown in several recent studies on mosquitoes and other
insects in laboratory and field experiments (Licciardi et al.,
2006; N’Guessan et al., 2006; Pennetier et al., 2005). Micro-
capsule particles would adhere to tarsi, as is known to occur
with encapsulated insecticide formulations, and would con-
tinue to act upon the insect whether or not it took evasive
action from the repellent-treated surface.

Microencapsulation has the capacity to greatly prolong
the persistence of volatile repellents and to change the way
in which we use them for protection. The experiment on
netting described here shows that microencapsulated DEET
acquires some of the characteristics of residual insecticides,
showing a combination of repellent, toxic and feeding-
inhibition properties and residual activity lasting several
months. The protective effect against biting of A. gambiae
was superior to that shown by the residual pyrethroid insec-
ticides permethrin (Corbel et al., 2004) and deltamethrin
(Hougard et al., 2003) tested under similar conditions.

The formulation was long-lasting in the sense of enabling
prolonged residual activity but not in the sense of long-
lasting insecticidal nets (LLIN), which are products that
remain insecticidal despite repeated washing (WHO, 2005a).
U
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The DEET microcapsule formulation is not designed to be
wash resistant. That would require further formulation work
and possible addition of chemical binders, as used in LLIN
technology. Development of a wash-resistant formulation
would be a useful next step to take towards a long-lasting
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 rmulation) and oil-based formulation of DEET against Anopheles
netting (repellency); (B) blood-feeding inhibition rates; (C)

% CIs.

epellent treated net (LLRN) for use against pyrethroid-
esistant vectors.

The DEET-treated samples were subjected to only two
eplicate tests at each test interval. Nevertheless, these
ere consistent in demonstrating the exceptional resid-
al activity of DEET MC. Treated nets under normal use in
he field are subject to regular friction and frequent con-
act with users, and this may contribute towards greater
emoval of particles from the fibres than indicated in
ur laboratory tests, where material was held undisturbed
etween tests. It is imperative that in the next stage to
valuation the trials of DEET MC-treated bed nets be con-
ucted in experimental huts to ascertain their residual
fficacy and personal protection under natural condi-
ions.

The current DEET microcapsule formulation may have
otential in a number of situations where protection is
equired for several months and where washing is infre-
uent. For outbreaks of dengue transmitted by day-active
edes aegypti mosquitoes, the DEET might be applied to
lothing or domestic fabrics such as curtains. For epidemics
f malaria or in refugee situations where people are sleep-
ng outdoors or in makeshift shelters, the DEET microcapsule
ight be used to treat the blankets or sheets that are dis-
TRSTMH 755 1—4
l., DEET microencapsulation: a slow-release formula-
malaria vectors, Trans R Soc Trop Med Hyg (2007),

ributed by aid agencies in such emergencies. Experience 194

as shown that insecticide-treated nets are not neces- 195

arily appropriate in emergencies (WHO, 2005b), whereas 196

epellent-treated blankets would not require behavioural 197

hange of users to be used to good effect.
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N,N-Diethyl-m-Toluamide (DEET) remains the gold standard for insect repellents1. 

About 200 million people use it every year and over 8 billion doses have been applied over 

the past 40 years2. Despite a long history of use and an increasing role in public health 

programs3, DEET toxicity is largely unknown. Here, we have investigated the 

physiological events underlying its toxicity for the nervous system of insects and 

mammals. By using toxicological, biochemical and electrophysiological techniques, we 

have shown that DEET is not simply a behaviour-modifying chemical but has potential to 

inhibit cholinesterase activity, in both insect and mammal preparations. Further 

experiments showed that DEET can synergize the toxicity of carbamates, a class of 

insecticides known to block acetycholinesterase. These findings provide new elements for 

addressing the toxicity of DEET, alone or in combination with other chemicals, and 

provide useful information for the development of safer insect repellents for use in public 

health. 

Until now, the mechanism of action and molecular targets of DEET were unknown. This gap 

was recently filled by Ditzen and colleagues who demonstrated that DEET blocks 

electrophysiological responses of olfactory sensory neurons to attractive odours in Anopheles 

gambiae and Drosophila melanogaster4. These authors showed that DEET masked host odour 

by inhibiting subsets of heteromeric insect odorant receptors requiring the OR83b co-receptor. 

If these findings provided very useful information for the development of more effective 

repellents, there is also increasing evidence that DEET may exert more unexpected complex  

toxic action in insects5, 6. To understand better these unexpected effects, we assessed the 

sensitivity of the main dengue vector Aedes aegypti to DEET using WHO treated-filter paper 

bioassays7. As shown in figure 1a, DEET caused dose-dependent mortality at dosages ranging 

from 400 to 1200 μg/cm2. This corresponds to the lower range of dosages usually applied to 

human skin for personal protection (Fig. 1a). Indeed, formulations of DEET commercially 
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available range from 5% to 100% of active ingredient8. If it is considered that 5 ml is the 

average volume used to cover each human arm, people usually apply between 400 and 8000 

μg/cm² of DEET to their skin9. Based on these findings and to isolate the intrinsic toxicity of 

the repellent from confounding effects resulting from insect behaviour, we carried out topical 

applications of DEET on the main vector of West Nile virus Culex pipiens quinquefasciatus. 

The LD50 and LD90 of DEET on adult females were 393.3 ± 25.4 (s.e.m) ng a.i./mg and 1103.0 

± 25.4 (s.e.m) ng a.i./mg mosquito, respectively (Fig. 1b). The amount of DEET required to kill 

mosquitoes was about 150 times higher than for propoxur, a carbamate insecticide known to 

inhibit the hydrolysis of acetylcholine (ACh) in the synaptic cleft. The slopes of the regression 

lines for mosquito mortality did not significantly differ between DEET (3.67 ±0.85 ng a.i./mg, 

s.e.m) and propoxur (3.35 ±0.50 ng a.i./mg, s.e.m), indicating the same heterogeneity of the 

mosquitoes with respect to the toxic effect of the two molecules. These results indicate that 

DEET not only modifies insect behaviour but also causes their mortality. 

Based on these observations, we investigated the neurophysiological effects of DEET on the 

cercal-afferent giant-interneuron synapses in the terminal abdominal ganglion of the cockroach 

Periplaneta americana using the single-fibre oil-gap method10. DEET dissolved in 

physiological saline was applied at different concentrations in the preparation by superfusion 

into the experimental chamber. Application of DEET produced a biphasic effect on composite 

EPSP (cEPSP) amplitudes according to the concentration tested (0.5 and 1 µM). As illustrated 

in Fig. 2a, c, within the first 3 minutes, DEET (0.5 µM) produced an increase in cEPSP 

amplitude (113 ± 5 % s.e.m., F1,14=32, p<0.0001, n=8, Fig. 2a). This effect was more 

pronounced with 1 µM DEET (118 ± 4 % s.e.m., F1,8 = 29 , p<0.001, n=10, Fig. 2c). During 

DEET exposure, a dose-dependent decrease in cEPSP amplitude was observed to reach an 

amplitude lower than for controls after 25 min of application (see Fig. 2c). This biphasic effect 

previously observed with other classes of insecticides, such as anticholinesterasic compounds11, 
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reflect changes in synaptic transmission activity. In other words, these results suggest that 

DEET may produce an elevation of the amount of ACh into the synaptic cleft through an 

inhibition of acetylcholinesterase (AChE EC 3.1.1.7) activity. The increase of ACh 

concentration after application of DEET may then be sufficiently high to activate a negative 

feed back inhibition of ACh release through the presynaptic muscarinic receptors11, 12. To 

check this assumption, we carried out additional experiments in the presence of atropine which 

is known to block muscarinic receptors in the synaptic transmission of cockroaches12. As 

shown in Fig. 2b,d, pre-treatment with atropine (1 µM) for 10 minutes counteracted the cEPSP 

depression observed with DEET applied at 0.5 and 1 µM (for comparison see Fig. 2 a,c). Under 

this experimental condition, DEET produced only a dose-dependent increase in cEPSP 

amplitude, thus confirming the participation of presynaptic muscarinic receptors in the 

modulation of ACh release in synapses. It is interesting to note that application of DEET 

(0.5 µM) on synaptic preparations, pre-treated with 1 µM atropine for 10 minutes, increased 

both cEPSP and unitary EPSP amplitudes, which are known to result from the spontaneous 

activity of presynaptic cercal mechanoreceptors (Fig. 2e,f). This accumulation of acetylcholine 

in the synaptic cleft indicates that ACh is not efficiently hydrolyzed by AChE in the presence 

of DEET.  

Additional electrophysiological recordings were also performed on isolated mouse 

phrenic-hemidiaphragm muscles. We revealed that high concentration of DEET (500 µM) was 

needed to prolong about 2 fold the decay time constant of both synaptic potentials and currents 

(Fig. 2g). This prolongation of the time course of synaptic potentials or currents, known to 

occur after AChE inhibition13, 14, or absence of AChE expression15,  is due to the lack of ACh 

hydrolysis, allowing ACh to persist in the synaptic cleft, and to activate endplate nicotinic ACh 

receptors repetitively. It should be noted that far higher concentrations of DEET were required 
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to get a prolongation of the decay time constant of synaptic events on mouse neuromuscular 

preparation compared to insect neurons. 

Considering these results, we compared the effect of DEET on the activity of two 

purified AChE , one from an insect (Drosophila melanogaster, DmAChE) and the other from 

humans (HuAChE). DEET (from 1 to 10 mM) was found to inhibit the hydrolysis of ACh by 

AChEs . This inhibition was reversible since pre-incubation of the enzyme with DEET did not 

change the extent of inhibition. Furthermore, dilution of the inhibited enzymes restored 

enzyme activity.  Incubation of each enzyme with substrate and DEET resulted in a reduced 

enzyme activity (Fig. 3a & 3c). Propoxur may be considered as a hemi substrate of AChE since 

it enters into the site, carbamoylates the serine which does not significantly reactivate in the 

first 10 min following application. DEET was found to protect AChE from carbamoylation by 

propoxur. At high concentrations, protection by DEET is total (Fig. 3b & 3d).   

The kinetics of substrate hydrolysis by AChE was complex due to the fact that the active 

site is buried 20 Å inside the protein (see supplementary information for details, Fig S1). 

Simultaneous kinetic analyses of inhibition of AChE or butyrylthiocholine hydrolysis and 

carbamoylation allowed us to estimate binding constants of DEET for the two substrate 

binding sites of cholinesterases (Supplementary information, Table S1). Binding of DEET at 

the peripheral site, located at the entrance of the active site gorge, was estimated to be 1.02 

mM (± 0.03) and 8.39 mM (± 6.97) for DmAChE and HuAChE, respectively. Binding of 

DEET at the catalytic site located at the bottom of the active site gorge was not necessary to 

describe inhibition of DmAChE and was estimated as 5 ± 3.7 mM for HuAChE. Thus, DEET 

would enter into the active site gorge of HuAChE but not into the gorge of DmAChE, resulting 

in a stronger inhibition of the human enzyme. This hypothesis was consistent with structural 

data showing the active site gorge of DmAChE about 50% narrower than the active site of 

HuAChE16. DEET was also found to be an inhibitor of human plasma butyrylcholinesterase 
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(HuBChE, EC 3.1.1.8) (Fig. 3e). As the active site of HuBChE was widely open with a low 

affinity peripheral site, the optimum activity was shifted to the higher concentration range. 

Thus DEET can enter the gorge and hinder the substrate at both binding sites. To check 

whether the accommodation and binding of DEET was possible inside the active site of 

vertebrate AChE, it was docked as a tetrahaedral adduct on the catalytic serine of human AChE 

crystal structure (1B41). Minimal adaptation of the side chains of adjacent residues in the 

active side of HuAChE suggests the accommodation of DEET in a catalytic site was possible 

(Fig. 3f). 

Considering that DEET may be a potent inhibitor of AChE in both insects and mammals, 

we then investigated its potential interaction with carbamates. In the mosquito Cx. 

quinquefasciatus, topical applications were carried out with a range of DEET doses combined 

with a range of propoxur doses. Our results were not well described by a model based on the 

hypothesis of an additive effect for the two compounds. As shown in the Fig 4a, mosquito 

mortality was higher than expected. Several models of interactions between the two chemicals 

were subsequently tested. The best fit took into account an interaction involving the effect of 

DEET on the insecticidal effect of propoxur, as follows (Fig. 4b):  

 
DEETDEET

DEETpropoxurpropoxurpropoxur

DED
DDicDED

=

+= **
 

where ED is the effective dosage, D the dosage and ic the interaction coefficient. The 

interaction coefficient, (ic= 3.07± 0.98) was significantly higher than 0, indicating that DEET 

synergised propoxur toxicity. 

The toxic interactions between DEET and propoxur were then investigated at synaptic level in 

the coackroach P. americana. Two different experimental conditions were used. As illustrated 

in Fig. 4c, synaptic preparations were pre-treated with propoxur (100 nM) for 10 minutes. The 
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combined effect of propoxur and DEET co-exposure was then tested at two different 

concentrations of DEET (i.e., 0.5 µM and 1 µM). As shown in Fig. 4d, co-application of 100 

nM propoxur and 0.5 µM DEET did not further increase cEPSP amplitude, relative to cEPSP 

amplitude measured when 100 nM propoxur was applied alone. The additive effect on cEPSP 

amplitude was only observed using mixture of propoxur and a higher concentration of DEET 

(i.e., 1 µM). This was confirmed when synaptic preparations were pre-treated with DEET (0.5 

µM) for 10 min. In this case, 1 µM DEET and 0.1 µM propoxur co-exposure did not produce 

an additional effect on cEPSP amplitude relative to cEPSP amplitude measured when 0.1 µM 

DEET was applied alone (Fig. 4d).  

Interestingly, when neostigmine (3 µM) was perfused on mouse isolated phrenic-

hemidiaphragm muscles, in the continuous presence of 500 µM DEET, the decay time constant 

of synaptic responses was about 3 fold more prolonged than with DEET alone (Fig. 4 e,f). 

These results indicated that DEET (i) had an inhibitory action on AChE in mouse 

hemidiaphragm endplates that was not maximal at the (high) concentration used, (ii) did not 

prevent subsequent action of neostigmine on endplate AChE, and (iii) was less active, on 

equimolar basis, than neostigmine in mouse hemidiaphragm junctions.  

 Previous studies have already reported synergistic interactions between DEET and other 

chemicals, particularly cholinesterase inhibitors (propoxur, pirimiphos-methyl, piridostigmine 

Bromide (PB)) for cockroaches and mosquitoes5, 17, 18. In adult hens, Abou-Donia et al.19 

demonstrated that co-exposure to sub-neurotoxic doses of PB and DEET resulted in increased 

toxicity characterized by neurologic dysfunction and neuropathologic lesions. In the central 

cholinergic system of rats, application of physiologically relevant doses of PB and DEET, 

alone or in combination, led to neurobehavioral deficits and region-specific alterations in 

AChE and nicotinic receptors20. Knowing that US military troops based in Iraq during the first 

Gulf War used >75% DEET in ethanol on their skin21, evidence for the inhibition of human 
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AChE and BChE by DEET is of great concern and lead to the suspicion that combined 

exposure to DEET and PB may have played a role in the unexplained illnesses that many 

veterans have suffered.22-24 More investigations are urgently needed to confirm or dismiss the 

potential toxicity to humans arising from the combined use of different cholinesterase 

inhibitors.  

 

METHOD SUMMARY 

DEET insecticidal properties  

Biological materials. The standard susceptible strains “S-Lab” of Culex quinquefasciatus and “Bora” of Ae. 

aegypti were used in bioassays. These two strains have been colonized for many years in laboratory and are free of 

any detectable insecticide resistance mechanisms. 

Bioassays. 

Topical applications. Topical solutions were first prepared by dissolving technical grade DEET and propoxur in 

acetone. For each compound, five to eight doses were used to provide a range of mortality from 0% to 100%. 

Two-to-5-day-old non-blood-fed females of Cx. quinquefasciatus were first anaesthetised by extended contact 

with carbon dioxide then placed on a refrigerating plate at 4 °C to maintain anaesthesia during manipulation (see 

ref. 10). A total of 50 susceptible females were used for each dose of insecticide. A volume of 0.1 μl of insecticide 

solution (at the required concentration) was deposited on the upper part of the pronotum of females using a micro-

capillary. Fifty females receiving a volume of 0.1 μl pure acetone served as controls. After each test, females were 

transferred into plastic cups and provided with 10% honey solution on cotton wool and held for 24 h at 27 °C and 

80% relative humidity. Mortality rates were recorded 24 h after tests. Data were analysed with the program GOSA 

(www.bio-log.biz) using the statistical approach according to Finney25. Mortality (y) as a function of DEET 

dosage (x) was fitted to the cumulative Gauss function and is expressed in nanograms of insecticide per milligram 

of female weight. 

 

∫
∞−

−=
x

u duey
21

π
    where   ( ) ( )( ) slopeLDxu *50loglog −=  
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Treated filter papers bioassay. Mortality resulting from tarsal contact with treated filter paper was measured using 

WHO test kits7 against adult females of Ae. aegypti. Four Batches of 25 non blood-fed females, two-five days old, 

were introduced into holding tubes and kept for a settling period of 60 min. They were then transferred to 

exposure tubes, which were held vertically for 60 minutes under subdued light. Mortality was recorded 24 h after 

exposure. Each solution was tested four times and each test was replicated three times with different batches of 

insects to take into account inter-batch variability. 

Electrophysiology.  

Adult male cockroaches Periplaneta americana  were pinned dorsal side up in a dissection dish and dorsal cuticles 

were removed to allow access to the ventral nerve cord. The Terminal Abdominal Ganglion (TAG) with the nerve 

cord were then carefully dissected with the aid of a binocular microscope and placed in normal cockroach saline 

containing (in mM): NaCl 208, KCl 3.1, CaCl2 10, sucrose 26, HEPES 10; pH was adjusted to 7.2 with NaOH. 

The synaptic preparation was composed of a cercus, the corresponding cercal nerve XI, the de-sheathed TAG 

(containing the studied synapse) and the abdominal part of the nerve cord. Electrophysiological recordings of 

synaptic events were obtained using the single-fibre oil-gap method10. With this technique it is possible to record 

unitary excitatory postsynaptic potentials (uEPSP) resulting from the activity of presynaptic cercal 

mechanoreceptors. In addition, composite excitatory postsynaptic potentials (cEPSP) were also triggered in 

response to short electrical pre-synaptic stimulation applied at a frequency of 0.1 Hz to the ipsilateral cercal nerve 

XI. During experiments, the resting potential was continuously monitored on a pen chart recorder. The uEPSPs 

and cEPSPs were recorded using a Hameg oscilloscope and stored on PC computer with Hameg software. 

Experiments were carried out at room temperature (20°C). Data were expressed as mean + S.E.M. when 

quantified. Electrophysiological data were analysed for statistical significance using an Analysis of Variance (one-

way ANOVA) followed by a post-hoc Tukey test. Differences among data were judged significant when p<0.05. 

Data analysis was performed using STATISTICA (StatSoft, Cracow, Poland).  

In all electrophysiological experiments, DEET and propoxur were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO, stock 

solution 10 mM) and absolute ethanol (stock solution 10 mM), respectively. Final dilutions contained at most 0.1 

% DMSO and absolute ethanol. These concentrations of solvents were found to have no effect on synaptic 

transmission. All compounds were purchased from Sigma Chemicals (L’isle d’Abeau Chesnes, France) and 

propoxur was bought from Bayer AG (Leverkusen, Germany.). 
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All experiments on mice were performed in accordance with French and European Community guidelines 

for laboratory animal handling. Adult male Swiss-Webster mice (20-25 g body weight) purchased from IFFA 

CREDO (Saint Germain sur l’Arbresle, France) were anesthetized with Isoflurane (AErrane®, Baxter S.A., 

Lessines, Belgium) inhalation, and euthanized by dislocation of the cervical vertebrae followed by immediate 

exsanguination. The left mouse hemidiaphragm with its associated phrenic nerve was dissected out from the 

animal and mounted in a silicone-lined organ bath (4 ml volume). Isolated preparations were perfused with 

standard Krebs-Ringer solution of the following composition: 154.0 mM NaCl, 5.0 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.0 

mM MgCl2, 5.0 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid (HEPES), and 11.0 mM glucose. The 

solution gassed with pure O2 had a pH of 7.4. 

 Electrophysiological recordings on isolated phrenic-hemidiaphragm muscles were performed using 

conventional techniques19. Briefly, membrane and synaptic potentials were recorded from endplate regions, at 

room temperature (22°C), with intracellular microelectrodes filled with 3 M KCl (8-12 MΩresistance), or with 

extracellular microelectrodes (filled with Krebs-Ringer solution, 1-3 MΩ resistance) using conventional 

techniques19, and an Axoclamp-2A system (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Electrical signals after 

amplification were displayed on a digital oscilloscope, collected and digitized at a sampling rate of 25 kHz with 

the aid of a PC computer and a Digidata 1322A unit (Axon Instruments). Computerized data acquisition and 

analysis was performed with the program WinWCP (V3.8), kindly provided by Dr. John Dempster (University of 

Strathclyde, Strathclyde, Scotland). The motor nerve of isolated neuromuscular preparations was stimulated via a 

suction microelectrode, adapted to the diameter of the nerve, with square wave pulses of 0.1 ms duration, 

generated by a S-44 stimulator (Grass Instruments, AstroMed, W. Warwick, RI, USA), and supramaximal 

intensity (typically 3-8 V). Studies on nerve-evoked endplate potentials (EPPs) were performed in standard 

physiological solution containing 1.6 µM μ-conotoxin GIIIB (Alomone Labs, Jerusalem, Israel) to block voltage-

dependent sodium channels of skeletal muscle fibres26. The amplitudes of full-sized EPPs and MEPPs recorded on 

junctions treated with µ-conotoxin GIIIB were normalized to a membrane potential of -75 mV. Miniature endplate 

potentials (MEPPs) and EPPs were analyzed individually for amplitude and time course. For each condition 

studied, four to six individual experiments were performed and the results were averaged to give the presented 

mean ± S.E.M. The statistical significance of differences between controls and test values was assessed with 

Student's t-Test (two-tailed), or the Kolmogorov-Smirnov two-sample test. Differences were considered 

significant if P < 0.05. 
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Biochemistry 

Drosophila melanogaster AChE (Dm-AChE) was produced in the baculovirus system and purified as previously 

described27. The native human AChE and BChE used for kinetic studies were from Sigma Chemical Co. (St Louis, 

MO, USA).  

Hydrolysis of ACh iodide was measured spectrophotometrically at 412 nm by the Ellman method28 at 25°C, in 25 

mM phosphate buffer, pH 7. Substrate concentrations were 4 µM-200 mM, with a minimum of 5 repetitions per 

concentration. Activity was followed for 1 min after addition of the enzyme to the mixture and spontaneous 

hydrolysis of the substrate was subtracted.  

Rates of carbamoylation were estimated by incubation of AChEs with various concentration of propoxur for 

different periods of time. The remaining activity was measured for 30 sec following 10 fold dilutions in Ellman 

reaction medium supplemented with 1 mM acetylthiocholine. 

Data were analysed using the model and equation of Stojan and colleagues29 for ATCh hydrolysis inhibition and 

using the model of pseudo first order irreversible inhibition for carbamoylation rate (see complementary 

information Fig. 1SA). Fits were performed simultaneously on both equations by multiple non-linear regressions 

using the program GOSA (www.bio-log.biz).  

The accommodation and binding of DEET inside the active site of Hu-AChE was made by building a 3D structure 

of DEET using MOLDEN, a processing program of molecular and electronic structure and then optimized 

quantum mechanically in vacuo by Gaussian 03, an electronic structure program. For the calculation we used 6-

31g* basis set at the Hartree-Fock level. For molecular mechanics energy and dynamic calculations we assigned 

atomic types for the DEET molecule already existing in the CHARMM distribution C27n1 topology file. Charges 

were calculated by Mullikan's approximation and the missing parameters were searched until a satisfactory fit of 

the model to the ab initio energy potentials and geometry was obtained. In the next step we manually docked the 

DEET in the active site above the catalytic serine (S203) of the HuAChE molecule: the appropriate 3 atoms of 

DEET were superimposed on the corresponding atoms of substrate analogue molecule situated in the active site of 

torpedo AChE (PDB code 2C5F) with the carbonyl oxygen pointing into the oxyanion hole. The structure was 

then fully relaxed without moving any of the protein atoms. Finally, our 3D model of HuAChE and docked DEET 

was subjected to two successive 50 step QMMM refinements, assigning the DEET molecule, catalytic serine 

(S203) and histidine (H447) quantum mechanically (49 QM atoms and 2 link atoms), while the rest of protein and 

147



water molecules (193 of them) were treated mechanically. During QMMM relaxation of the complex between 

HuAChE and the DEET molecule, the latter was accommodated in a tetrahaedral adduct conformation.  
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Figure Legends 

Figure 1: Insecticidal effect of DEET.  

The log dose curves follow the formula:  

( ) ( )( ) slopeLDxu *50loglog −= ,  

∫
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π
,  

where x is the dose of DEET and y the mortality rate. 

a) Mortality rate among Aedes aegypti exposed for 1 h to paper impregnated with 

DEET in WHO bioassays. Dosages applied on paper were compared with standard 

skin applications of commercially available formulations containing DEET (lower and 

upper DEET formulation concentrations 5 to 100% were taken from the review of Xue 

et al.8). DEET formulation concentrations (%) were converted to dosages (µg/cm²) 

based on 5 ml being the average volume required to cover a human arm9. The figure 

showed that the dosages used on skin (400 µg/cm² to 8000 µg/cm²) are equivalent or 

much greater than dosages showing insecticidal properties in the case of close 

contact (LD50= 830 ±30 µg/cm², s.e.m; LD95= 1,180 ± 50 s.e.m).  

b) Log dose intrinsic insecticidal effect of DEET on Culex quinquefasciatus S-Lab. The 

median (50) and 90 effective dosages were 393.3 ± 50.8 ng DEET / mg mosquito 

(s.e.m) and 1103.0 ±122.3 ng DEET / mg mosquito (s.e.m). For comparison, the LD50 

and LD90 of propoxur (carbamate) were 2.6 (± 0.2) and 10.5 (±1.6) ng a.i./ mg female, 

respectively. 
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Figure 2: Effects of DEET on insect and mammalian synaptic transmission. 

a) & c) Histograms illustrated the EPSP amplitudes (% of control) relative to time (min) 

after exposure to 0.5 and 1 µM of DEET in P. americana. DEET induced a bi-phasic 

effect on cEPSP amplitude which is more marked at the highest concentration (EPSP 

amplitudes increase to 118 ± 4% (s.e.m.) of the control 3 min following application of 

DEET 1µM and then decrease to 77 ±6 % (s.e.m.) after 5 min).  

b) & d) The second set of experiments were performed after pre-treatment with 

atropine (i.e. a specific muscarinic receptor inhibitor). Results showed that DEET at 

0.5 µM increased the EPSP amplitude to 131 ± 3% (F1,48 = 23, p<0.0001, n=10) and to 

140 ± 8% (F1,46 = 38,  p<0.00001, n=10) after 10 and 30 minutes, respectively. 

Atropine abolished the decrease of EPSP amplitudes observed in a) & c), indicating 

the activation of a negative feedback resulting from the activation of pre-synaptic 

muscarinic receptors.  

e) & f) Typical examples of uEPSPs and cEPSPs recorded after DEET application 

versus time in cockroaches. 

g) Effect of DEET on the time course of full size endplate potentials recorded in mouse 

hemidiaphragm preparations. EPPs recorded under control conditions (trace 1), and 

after the addition of 500 µM DEET to the medium (trace 2).  Note the prolongation of 

the decay phase of EPPs with DEET with little change in the amplitude and time to 

peak. 

 

Figure 3: Effects of DEET on insect and human cholinesterase enzymatic 

activities  
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a) Inhibition of ACh hydrolysis by Drosophila melanogaster (Dm) AChE (v/Et) by DEET 

at various substrate concentrations (AcetylThioCholine or ATCh). 

b) The effect of increasing DEET concentration on the second order rate constant for 

the carbamoylation of DmAChE by propoxour. 

c) Inhibition of ACh hydrolysis by human AChE (v/Et) by DEET at various substrate 

concentrations (ATCh).   

d) The effect of increasing DEET concentration on the second order rate constant for 

the carbamoylation of Hu-AChE by propoxur. 

e) Inhibition of butyrylthiocholine hydrolysis by human BChE (v/Et) by DEET at various 

substrate concentrations (BCh).  

f) The picture was created by VMD, a Visual Molecular Dynamics program (cite). After 

QMMM relaxation of the complex between huAChE and a DEET molecule, the latter 

was accommodated in a tetrahedral adduct conformation. Minimal adaptation of the 

side chains of adjacent residues in the active side of huAChE suggests that the 

accommodation of DEET in a position favourable for enzymatic hydrolysis is possible. 

 

Figure 4: Interactions between DEET and the anti-AChE coumpound, propoxur  

a) & b) Toxic interactions between DEET (µg/mg mosquito) and propoxur (µg/mg 

mosquito) for Cx. quinquefasciatus by topical application. Two models were fitted to 

our data. The model including a synergistic interaction provided a better description of 

the data than the model based on additive effects.   

c) & d) Effects of DEET and propoxur on cEPSP amplitudes in P. Americana after 

20 min. Two different experimental conditions were used for studying interactions 
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between DEET and propoxur in the synaptic cleft (pre-treatment of propoxur followed 

by application of DEET and vice versa). Application of DEET (0.5 and 1µM) after a 

pre-treatment of propoxur (100nM) potentiated the increase of cEPSP amplitude 

induced by the carbamate (increases in EPSP were 122 ± 5% for propoxur alone, 

130 ± 4 % for propoxur + DEET 0.5 µM and 141 ± 6% for propoxur + DEET 1µM). In 

contrast, the application of propoxur (100nM) after pre-treatment of DEET (0.5 and 

1µM) did not potentiate the increase of cEPSP induced by DEET (increases of EPSP 

amplitude were 131 ± 3% and 130 ± 4% for DEET 0.5µM alone and DEET 0.5µM + 

propoxur, respectively, and 140 ± 8% and 141 ±6% for DEET 1 µM alone and DEET 

1µM + propoxur, respectively).  

e) & f) Effect of DEET and neostigmine on the time course of full size endplate 

potentials recorded in mouse hemidiaphragm preparations. Mean values (±s.e.m) of 

the half-decay time of EPPs under control conditions (gray column), 500 µM DEET 

(black column) and in the continuous presence of DEET and 3 µM neostigmine (white 

column).  * denote significant different from control P < 0.001. Examples of full size 

EPPs in response to a single or paired nerve stimuli, either in the presence of 500 µM 

DEET or in the presence of DEET and 3 µM neostigmine. Note the marked 

prolongation of the decay phase of EPPs in the presence of DEET and neostigmine. * 

denote significant different from control P < 0.001. All data was obtained in mouse 

hemidiaphragm junctions that have been treated with 1.6 µM µ-conotoxin GIIIB to 

block action potentials in muscle fibres. 
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 Abstract 

 Many biting insects are able to transmit diseases or are regarded as pests. In this case, the first line 

of defence against insect vectors is the use of personal protective measures such as insecticide-treated 

clothing or net. The use of repellents is one personal protection measure to avoid to be bitten. One of the 

most widely used and reliable insect repellent for this purpose is the N,N-diethyl-m-toluamide (DEET). 

However, although the efficacy of DEET is confirmed, the precise mode of action of this repellent 

against insect seems to remain elusive. Consequently, we have performed experiments at the insect central 

nervous system level to understand better the neurotoxic effect of DEET. External application of DEET 

onto cockroach Periplaneta americana neurosecretory cell bodies maintained in short term culture induces a 

depolarization-dependent elevation of intracellular calcium concentration ([Ca2+]i). The calcium rise is 

abolished following treatment with calcium-free solution, indicating the participation of external calcium. 

The use of different blockers, ω-conotoxin (HVA calcium channel blocker), LOE-908 (NCCE inhibitor) 

and ryanodine (internal store receptor inhibitor), have allowed to determine the molecular events 

underlying this neuronal neurotoxic effect. These results clearly demonstrate a neurotoxic effect of DEET 

in the insect central nervous system via an elevation of [Ca2+]i, which thereby alter neuronal functions. 
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Introduction 

L’étude du mode d’action du DEET s’inscrit dans un axe de recherche plus global qui vise à 

caractériser les mécanismes physiologiques sous-jacents à la perturbation du comportement induites par 

les répulsifs. Néanmoins, le DEET a montré des propriétés toxiques contre les moustiques lors de l’étude 

préliminaire en laboratoire, ce qui confirme plusieurs récentes publications (Pennetier et al 2005; Licciardi 

et al 2006; N'Guessan et al 2006). Nous avons donc orienté nos recherches sur les effets du DEET sur le 

système nerveux central  (SNC) d’un insecte la blatte Periplaneta americana soit au niveau synaptique c'est-à-

dire sur la transmission synaptique entre les neurones sensoriels et les interneurones géants soit au niveau 

extra-synaptiques  sur des corps cellulaires des cellules neurosecrétrices . La première partie de cette étude 

réalisée sur la transmission synaptique de type cholinergique a permis la mise en évidence de l’activité anti-

AChE du DEET. Ces résultats ont été  confirmés par une étude de cinétique enzymatique d’AChE de 

drosophile en présence de DEET, qui s’est révélé être un inhibiteur compétitif réversible de l’AChE (§ 

4.1). Une étude complémentaire a permis de révéler que cet effet n’était pas le seul impliqué dans la 

neurotoxicité du DEET mais qu’une modification de l’homéostasie calcique des cellules neurosecrétrices 

pouvait être aussi impliquée 

Matériel et méthodes 

Le modèle biologique 

L’étude des effets du DEET nécessite un modèle cellulaire très bien identifié et caractérisé du 

point de vue électrophysiologique. Les « Dorsal Unpaired Median » (DUM) neurones constituent un 

modèle de choix pour l’étude du mode d’action de composés à effet insecticide (Buckingham et al 1997 ; 

Weill et al 2000 ; Courjaret & Lapied 2001; Dugravot et al 2003 ; Voets et al 2004 ; Price & Berry 2006; 

Gautier et al 2007). 

Le système nerveux central (SNC) de la blatte Periplaneta americana, de l’ordre des blattoptères 

(Blattaria)1 est constitué d’une chaine nerveuse ventrale ganglionnaire (figure 1 A et B). Les ganglions sont 

divisés en quatre types selon leur localisation anatomique  : les ganglions cérébroïdes ou « cerveau », les 

ganglions sous-œsophagiens, thoraciques et abdominaux (A1 à A6 ou Dernier Ganglion Abdominal, 

DGA) (figure 1 A). Au sein de chaque ganglion de la chaine nerveuse ventrale (sauf ganglions 

cérébroïdes), est présente une petite population de neurones identifiés  : les DUM neurones (Grolleau & 

Lapied 2000a; Braunig & Pfluger 2001; Wicher 2001). La morphologie des DUM neurones a été décrite 

chez le criquet pour la première fois par (Plotnikova 1969). La dénomination de neurones dorsaux, 

impairs et médian a été utilisée à partir de l’étude réalisée par (Verschoyle et al 1992). Ils sont en plus 

                                                 
1 La nouvelle classification, basée sur la phylogénie distingue dans l’ancien ordre des dictyoptères deux nouveaux 
ordres, celui des Blattoptères et celui des Mantoptères. (Source  : Centre de coopération internationale en recherche 
agronomique pour le développement, http ://locust.cirad.fr/tout_savoir/taxonomie/taxons_7.htm). 
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grande quantité dans le dernier ganglion abdominal (DGA) car celui-ci correspond à la fusion de cinq 

ganglions abdominaux primitifs (A7 à A11), révélés par la présence de plusieurs ilots de DUM neurones 

(Sinakevitch et al 1995) (figure 1 C et D). Les DUM neurones proviennent des neuroblastes impairs et 

médians (Median Neuroblaste, MNB) qui sont localisés dans les primordia de chaque ganglion à 

l’exception des ganglions cérébroïdes (Stevenson & Sporhase-Eichmann 1995; Braunig & Pfluger 2001 ). 

 

Figure 1  :   
A  : Photographie de blatte mâle adulte Periplaneta americana. 
B  : Représentation schématique du système nerveux central (en rouge) de la blatte Periplaneta americana. C  : ganglions cérébroïdes ; 
SO  : ganglions sous-oesophagiens ; T1 à T3  : ganglions thoraciques (pro, méso et métathoracique ; A1 à A5  : ganglions 
abdominaux ; DGA  : dernier ganglion abdominal. 
C  : Photographie montrant la localisation dorso-médiane des corps cellulaires des DUM neurones in situ du DGA de blatte mâle 
révélée à l’aide d’anticorps polyclonaux anti-octopamine (Sinakevitch et al 1996). Les flèches indiquent les neurites des DUM 
neurones qui se projettent dans les nerfs 1A, 3A, 4A et 6. A  : antérieur, P  : postérieur. 
D  : Dessin d’une coupe sagittale du dernier ganglion abdominal de la blatte Periplaneta americana, précisant la localisation des DUM 
neurones (en noir) identifiés à l’aide d’anticorps polyclonaux anti-octopamine (modifié d’après Sinakevitch et coll., 1996). 

 

Trois critères permettent de caractériser les DUM neurones  : 

Critères morphologiques  :  

Les DUM neurones se caractérisent par un corps cellulaire piriforme (diamètre entre 30 et 60 µm) 

d’où émerge un neurite primaire  (Bräunig et Pflüger, 2001) (figure 2 A et B). Il existe trois grand types de 
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DUM neurones en fonction de la propagation des neurites latéraux (voir pour revue (Braunig & Pfluger 

2001).  

Les DUM neurones efférents présentent une arborisation neuritique en « T ». Leurs neurites 

secondaires quittent les ganglions par les nerfs périphériques spécifiques (figure 2 A). Les DUM neurones 

intersegmentaires ont une arborisation neuritique en « H » qui relie les ganglions entre eux via les 

connectifs. Les DUM interneurones locaux possèdent une arborisation neuritique qui se propage 

uniquement à l’intérieur de la masse intraneuropilaire du ganglion.  

Critères biochimiques  :  

Ce sont des cellules neurosécrétrices qui synthétisent et libèrent, en particulier, de l’octopamine, 

une amine biogène caractérisée chez les invertébrés, et analogue de la dopamine chez les vertébrés (Roeder 

2005) (Figure 1 C, D et 2 B). L’octopamine est connue pour être un neurotransmetteur, une 

neurohormone et un neuromodulateur (Braunig & Pfluger 2001; Roeder 2005). Les DUM neurones 

synthétisent également d’autres molécules neuroactives, telles que le GABA, la taurine, les peptides de type 

FMRF-amides, par exemple (Braunig & Pfluger 2001).  

Critères électrophysiologiques  :  

Les DUM neurones ont un potentiel de membrane compris entre -45 et –60 mV et génèrent 

spontanément des potentiels d’action de grande amplitude (environ 110 mV), à fréquence régulière. Cette 

activité, dite de type « pacemaker », est une propriété intrinsèque du corps cellulaire. Elle est générée par 

l’activation en boucle de canaux ioniques dépendants du potentiel et modulée par des canaux ioniques 

responsables de courants dit de repos (Grolleau & Lapied 2000b Defaix, 2005 #286 ; Wicher et al 2001; 

Dugravot et al 2003; Wicher et al 2004; Defaix & Lapied 2005; Lavialle-Defaix et al 2006) (figure 2 C et 

tableau 1). 
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Figure 2  : 

A  : Morphologie d’un DUM neurone efférent de l’îlot antérieur du DGA de la blatte Periplaneta americana. L’arborisation 

neuritique ainsi que le corps cellulaire sont révélés par un marquage antérograde au chlorure de cobalt (modifié d’après 

Sinakevitch et coll. 1996). Agrandissement  : photographie d’un corps cellulaire de DUM neurone isolé du DGA de P. americana 

24h après dissociation 

B  : Marquage par des anticorps polyclonaux anti-octopamine des DUM neurones in situ du DGA (d’après Grolleau et Lapied, 

2000).  

C  : Courants ioniques impliqués dans l’activité électrique spontanée des DUM neurones du DGA de P. americana (modifié d’après 

(Grolleau & Lapied 2000a; Dugravot et al 2003; Wicher et al 2004; Defaix & Lapied 2005; Lavialle-Defaix et al 2006; Wicher et al 

2006a). 

165



 

TECHNIQUES EXPERIMENTALES  

Technique de culture à court terme des DUM neurones 

Matériel biologique 

Les DUM neurones sont isolés du DGA de la chaîne nerveuse ventrale de la blatte mâle adulte 

Periplaneta americana. Les blattes sont élevées au laboratoire à une température constante de 29°C, avec une 

photopériode alternant 12h de lumière artificielle et 12h d’obscurité. Seuls les adultes mâles sont prélevés 

pour différentes raisons  : le système nerveux central des blattes mâles est moins recouvert de tissus 

adipeux que les femelles ce qui facilite la dissection. De plus, la grande majorité des connaissances 

anatomiques et fonctionnelles proviennent d’expérimentations effectuées sur les blattes mâles adultes 

(Hue & Callec 1990).. 

Prélèvement des derniers ganglions abdominaux 

Après avoir sectionné la tête, les pattes et les ailes, la blatte est épinglée face dorsale sur un support en 

polystyrène recouvert de papier aluminium désinfecté à l’alcool. Le système nerveux des insectes se situant 

sur la face ventrale, la dissection est donc effectuée par ce côté pour limiter la contamination des ganglions 

résultant du prélèvement du tube digestif. Sous contrôle binoculaire (grossissement x6.4 puis x16), une 

fenêtre est réalisée dans la cuticule ventrale au niveau du DGA. Les viscères sont aussitôt recouverts de 

LP1 (tableau 2) additionné d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine, Sigma, L’isle d’Abeau Chesnes, 

France) afin d’éviter tout dessèchement de la préparation. Après avoir retiré la glande conglobée puis 

écarté les glandes accessoires, il est possible de prélever le DGA en sectionnant les nerfs cercaux et le 

connectif qui relie le cinquième ganglion au DGA. Le ganglion ainsi prélevé est alors déposé dans une 

boîte de culture contenant du LP1 (figure 3 et tableau 2). Un nettoyage plus minutieux du ganglion est 

effectué à l’aide d’aiguilles montées pour éliminer les ramifications nerveuses et les trachées résiduelles. A 

chaque dissociation, six ganglions sont prélevés de cette façon. 

Digestion enzymatique 

Les six ganglions sont ensuite placés dans un tube à hémolyse stérile contenant de la collagénase type 

IA (300 UI/mL, Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, USA) (LP2, tableau 2). La digestion 

enzymatique est effectuée dans une étuve maintenue à une température de 29°C en atmosphère humide 

pendant 35 minutes. Les ganglions sont ensuite rincés dans deux bains successifs de LP1 (5 minutes 

chacun) (figure 3). 
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Dissociation mécanique 

Les ganglions sont transférés dans un tube à hémolyse contenant du LP3 (tableau 2) enrichi en sérum 

de veau fœtal (GibcoBRL, Paisley, Ecosse). La dissociation mécanique s’effectue par aspirations-

refoulements successifs à l’aide de pipettes Pasteur dont les diamètres sont progressivement réduits à la 

flamme (figure 3). Le premier diamètre a pour but de désorganiser la structure du ganglion, le deuxième, 

d’isoler  les îlots de DUM neurones et le troisième d’individualiser les corps cellulaires. Pour les 

expériences de patch-clamp, les cellules ainsi isolées sont déposées dans des boîtes de Pétri (35 mm, 

Falcon, AES France) préalablement traitées à la poly-D-lysine (100 µg/ml, MM 70000-150000, Sigma 

chimie) (figure 3). La poly-D-lysine permet l’adhérence des neurones sur le fond de la boîte. Les boîtes de 

Pétri sont ensuite placées 24h dans l’étuve à 29°C en atmosphère humide, avant de procéder aux 

différentes expériences. 

 

Figure 4.3  : Principales étapes de la technique de dissociation cellulaire pour obtenir les corps cellulaires isolés de DUM 

neurones.  
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Technique électrophysiologique du patch-clamp 

Principe et dispositif expérimental 

La technique du patch-clamp permet d’étudier le comportement des canaux ioniques d’une cellule en 

isolant électriquement une portion de sa membrane. Cet isolement est réalisé en appuyant une pipette de 

verre (diamètre la pointe de l’ordre de 1 µm) sur la membrane de la cellule. L’application d’une légère 

pression négative à l’intérieur de la pipette permet d’obtenir une zone de forte résistance électrique entre la 

pipette et la membrane qui dépasse le gigaohm. C’est la configuration « cellule attachée » (Figure 4 A).  

Au cours de ce travail, la configuration utilisée est dite « cellule entière » (Figure 4 A). Elle est obtenue 

en appliquant une pression négative supplémentaire à l’intérieur de la pipette qui provoque la rupture de la 

membrane sous la pointe de la pipette. Le contenu du cytoplasme étant dialysé par le milieu intrapipette, il 

est possible de contrôler et de modifier la composition du  milieu intracellulaire.  

La configuration « cellule entière » permet deux types de mesures  : 

- En réponse à des échelons de courants dépolarisants ou hyperpolarisants, elle permet 

d’enregistrer des variations de potentiel ou des potentiels d’action. Ce sont les conditions de 

courant imposé.  

- En imposant un potentiel de membrane contrôlé en amplitude et en durée,  il est possible de 

mesurer des variations de courants ioniques résultant de l’ouverture de tous les canaux ioniques.. 

C’est la condition de potentiel imposé. 

Le dispositif expérimental de la technique électrophysiologique de patch-clamp est représenté figure 4 

C . Les boîtes de pétri contenant les corps cellulaires des DUM neurones sont placées sur la platine d’un 

microscope inversé (CK2, Olympus, Rungis, France) posé sur une table anti-vibration et intégré dans une 

cage de Faraday. La pipette de patch-clamp est reliée à la tête de l’amplificateur (Axopatch 200A, Axon 

Instruments, FosterCity, USA). Ces deux derniers éléments sont solidaires d’un micromanipulateur piézo-

électrique (Burleigh TS-5000-150, Burleigh Instruments, New York, USA). La partie fixe de l’amplificateur 

est connectée à un oscilloscope numérique Nicolet 3091 (Nicolet Instruments, Madison, USA) pour la 

visualisation du signal. Un stimulateur programmable SMP300 (Biologic, Claix, France) permet d’appliquer 

des chocs électriques aux cellules. L’enregistrement des signaux est effectué sur le disque dur d’un 

ordinateur (Pentium II 33A, Nec computers, Angers, France) via une interface (Labmaster, TL-1-125, 

Axon Instruments) ou sur cassettes numériques DAT (Digital Audio Tape) (DTR 1204, Biologic).  

Les pipettes de patch-clamp sont étirées à partir de micro-capillaires en verre borosilicaté (GC 150T-

10, Harvard Apparatus, Edenbridge, GB) avec une étireuse verticale (PP83, Narishige, Tokyo, Japon). La 

résistance des pipettes de patch varie entre 0,8 et 2 MΩ en fonction des conditions expérimentales. 

168



 

 

Figure 4   

A  : Représentation schématique des configurations « cellule attachée » et « cellule entière ». 

B  : Représentation schématique de l’installation de patch-clamp. A gauche, les quatre réservoirs (R) sont connectés par un seul 

cathéter placé sur le système de superfusion (SP). Un système d’aspiration (SA) maintient un niveau constant de liquide dans la 

boite de culture. La pipette de patch-clamp est fixée sur le porte-pipette (PP). L’amplificateur mesure les différences de potentiel 

entre la pipette et l’électrode de référence (Ref). L’amplificateur est relié d’une part, à l’oscilloscope pour visualiser les variations 

de courants et de potentiels ainsi chocs appliqués par le stimulateur, et d’autre part au système d’acquisition pClamp via l’interface 

ou à l’enregistreur DAT (Digital Audio Tape). 

Composition et application des solutions 

Les solutions extracellulaires et intrapipettes utilisées ont été définies de façon à pouvoir étudier soit 

l’activité électrique spontanée, soit le courant sodium (Lavialle-Defaix et al 2006). Les solutions sont 

appliquées au moyen d’un système de perfusion gravimétrique multicanaux. Ce système présente 

l’avantage de pouvoir changer rapidement la composition du milieu extracellulaire afin de tester les 

différentes solutions ou divers agents pharmacologiques. Ce système gravimétrique est fixé et dirigé par un 

micromanipulateur (Narishige, Japon) qui permet de positionner la perfusion à environ 100 µm du corps 
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cellulaire. Un système d’aspiration assure le renouvellement régulier du milieu et maintient un volume 

constant dans la boîte de culture (Figure 4 C). 

Technique d’imagerie calcique sur DUM neurones isolés 

Principe de la technique 

La mesure de la concentration en calcium intracellulaire n’est possible qu’en utilisant des 

indicateurs qui se lient au calcium. De nombreux indicateurs sont disponibles et sont répartis en trois 

groupes  : 1) les photoprotéines telles que les aequorines qui sont des indicateurs luminescents, c’est-à-dire 

qu’elles émettent de la lumière lorsqu’elles sont liées au calcium. 2) les indicateurs dont la fluorescence 

d’excitation ou d’émission est modifiée lors de la liaison au calcium. 3) les protéines sensibles au calcium 

qui sont basées sur l’association entre une protéine fluorescente et la calmoduline (Brownlee 2000). 

 Ils existent plus d’une centaine d’indicateurs fluorescents qui sont très largement utilisés. Leur 

structure présente une forte homologie avec un chélateur du calcium tel le BAPTA et l’EGTA associé à 

un fluorophore (Brownlee 2000). De nombreux types cellulaires peuvent être chargés par une simple 

incubation avec la forme acétoxyméthylester (AM) des sondes fluorescentes. Sous cette forme, liposoluble, 

les molécules pénètrent  dans la cellule où elles seront clivées par des estérases intracellulaires en une 

forme hydrosoluble et imperméable séquestrée dans le cytoplasme (Figure 5 A). 

 L’indicateur utilisé pour les mesures de calcium intracellulaire sur les DUM neurones, le fura-2, 

permet de réaliser des mesures ratiométriques. Cette sonde est dite « double-excitation/simple-émission ». 

Lorsque la sonde est libre elle présente un maximum d’émission pour une longueur d’onde d’excitation de 

380 nm et lorsqu’elle est liée au calcium son maximum d’émission est pour une longueur d’onde de 340 

nm. Dans les deux cas, la fluorescence émise est enregistrée à une longueur d’onde de 510 nm. Un rapport 

(R) est calculé entre les fluorescences émises à 340 nm et 380 nm.  

Dans le but de déterminer la concentration réelle en calcium correspondant à R, une calibration 

est nécessaire. Une solution dépourvue de calcium contenant 10 mM d’EGTA (chélateur du calcium) 

permet de mesurer R lorsque toute la sonde est libre (Rmin) et une solution riche en calcium (10 mM) avec 

0,1% de triton X 100 (perméabilisant de membrane) permet la mesure de Rmax (R lorsque toute la sonde 

est liée). 

 La concentration en calcium intracellulaire est alors déterminée à partir de l’équation suivante 

(Grynkiewicz, 1985) :  
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            Kd est la constante de dissociation de la sonde pour le calcium (225 nM pour le fura 2), Rmin est la 

valeur de R lorsque la sonde est totalement libre et Rmax lorsqu’elle est totalement  liée au calcium, β est le 

rapport entre la fluorescence mesurée à 380 nm pour la sonde libre et  à 340 nm pour la sonde liée au 

calcium. L’évolution du rapport des fluorescences permet de quantifier directement les variations de la 

concentration en calcium intracellulaire. 

 

Figure 5  

A  : Principe de l’utilisation d’une sonde acétoxyméthylée, exemple du fura 2. Lorsque la molécule de fura 2 est acétoxyméthylée 

(AM) elle est liposoluble donc elle traverse les membranes. Les estérases cellulaires vont cliver les résidus acétoxyméthyle ce qui 

rend le fura 2 hydrosoluble et le piège ainsi dans le cytoplasme. C’est sous cette forme que le fura 2 est à même de lier un ion 

calcium. 

B  : Dispositif expérimental pour l’enregistrement de la concentration en calcium intracellulaire.  

C  : Photographie de la chambre de perfusion positionnée sur la platine du microscope. 

Dispositif expérimental 

Le protocole de dissociation cellulaire est le même que celui présenté précédemment pour les 

expériences de patch-clamp. Les DUM neurones sont cependant déposés sur des lames de verre 

recouvertes de poly-D-lysine afin de limiter les interférences entre le support et le faisceau lumineux. 

Les cellules sont incubées dans du  LP4 (tableau 2) contenant 10 µM de Fura 2-AM et 0,5‰ 

d’acide pluronique pendant 90 min à 35°C, à l’obscurité, pour permettre la pénétration de la sonde dans 

171



 

les cellules. Les lames sont ensuite rincées trois fois dans du LP4 puis remises à incuber pendant 60 min 

pour permettre un clivage optimal de la sonde dans le cytoplasme. Cette étape est très importante car le 

clivage libère les groupements carboxyliques dont les oxygènes électronégatifs vont permettre le piégeage 

des ions calcium (Figure 5 A). Les lames sont ensuite montées dans une chambre d’enregistrement 

(Warner Instruments, Hamden, USA) (Figure 5 C). Celle-ci est déposée sur la platine d’un microscope 

inversé (Olympus, IX50) et reliée à un système de perfusion gravimétrique (figure 5 B). Les longueurs 

d’ondes d’excitation sont produites par une lampe à  xénon (Life Sciences Resources Ltd, cambridge, GB) 

et sont sélectionnées par un monochromateur de type spectramaster (Life Sciences Resources) commandé 

par ordinateur. La fluorescence émise est captée par une camera CCD (Olympix FE250, Olympus). Le 

logiciel Merlin (version 2.0, Life Sciences Resources) permet de sélectionner les longueurs d’ondes, le 

temps d’exposition (150 ms), d’enregistrer les images et de mesurer en temps réel et de façon spatio-

temporelle (le ratio est calculé toutes les 13,1 secondes) l’évolution de la concentration en calcium 

intracellulaire (figure 5 B). 

Résultats 

Action du DEET sur l’activité électrique des DUM neurones 

Les premiers résultats concernant l’effet du DEET sur le SNC des insectes ont été observés sur 

l’activité électrique des DUM neurones de la blatte Periplaneta americana. L’application d’une solution 

physiologique contenant 100 µM de DEET entraîne une diminution de l’amplitude du potentiel d’action 

(à partir de 5 minutes)  qui s’accentue jusqu’à la disparition  de l’activité électrique du DUM neurone (au 

bout de 15 minutes d’expérimentation) (Figure 6 A). Ces premiers résultats indiquent clairement des effets 

neurotoxiques du DEET, qu’il est important de dissocier en utilisant une concentration plus faible. 
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Figure 6  :  

Effet du DEET sur les potentiels d’action déclenchés de corps cellulaire de DUM neurone enregistrés par la technique du patch-
clamp en condition de courant imposé (intensité du choc 0,8 nA , durée 50 ms) à partir d'un potentiel de membrane d’environ -45 
mV 

A. Effet du DEET à 100 μM sur les PA de DUM neurone. Diminution de l'amplitude du PA à 5, 10 et 15 min d’application.  
B. Effet du DEET à 1 μM sur les PA de DUM neurone, 14 min après l'application.   

1 : Diminution de l'amplitude de la phase de dépolarisation du PA.  
2 : Augmentation de la phase de post hyperpolarisation. 

C. Effet du DEET à 1 μM sur les PA de DUM neurone, 35 min après application.  
3 : Diminution de l'amplitude du PA 

Dans les mêmes conditions expérimentales, une dose 100 fois faible de DEET (1 µM) a été testée sur 

l’activité électrique des DUM neurones. A cette concentration, le DEET induit au bout de 14 min 

d’application, une diminution de la phase de dépolarisation du potentiel d’action (PA) associée à une 

potentialisation de  la phase de post-hyperpolarisation. Ces effets pourraient suggérer une action du 

DEET 1) sur les courants sodium dépendants du potentiel, connus pour être impliqués dans la genèse de 

l’activité électrique (Lapied et al 1990a) (figure 4.6 B) et 2) sur les courants potassium dépendants du 

calcium, responsables du développement de la phase de post-hyperpolarisation (Grolleau & Lapied 1995). 

Après 30 min d’application, le DEET provoque une diminution beaucoup plus importante de l’amplitude 

du potentiel d’action (figure 6 C).  
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Figure 7  : Effet du DEET à 1 μM sur le courant sodium d’un corps cellulaire de DUM neurone. Conditions de potentiel imposé 
Illustration des courants sodium enregistrés en réponse à une impulsion dépolarisante à 0 mV pendant 30 ms à partir d’un 
potentiel de référence (HP) de -90 mV. HP  : Holding Potential 

Afin de déterminer si les courants sodium sont directement impliqués dans l’effet du DEET, une série 

d’expériences ont été réalisées dans des conditions de potentiel imposé, en présence de bloqueurs des 

différents courants ioniques membranaires (e.g., potassium et calcium) (Grolleau & Lapied 2000b). La 

figure 7 montre que l’application de 1µM de DEET ne modifie pas l’amplitude du courant sodium de 

façon significative. Ce résultat préliminaire laisse supposer une action indirecte du DEET sur la phase de 

dépolarisation. 

Comme indiqué ci-dessus, ce sont les courants potassium dépendants de la concentration en calcium 

intracellulaire qui sont impliqués dans la phase de post-hyperpolarisation (Grolleau & Lapied 1995). A 
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partir de ces résultats, l’effet indirect du DEET sur ces courants ioniques, via une variation de la 

concentration en calcium intracellulaire, a été investigué.  . 

Action du DEET sur la concentration de calcium intracellulaire des DUM neurones 

La technique ratiométrique d’imagerie calcique permet de suivre les variations de calcium 

intracellulaire au cours de l’application extracellulaire de DEET. La figure 8 A,B indique que le DEET (10 

µM) provoque une augmentation dose-dépendante de la concentration en calcium intracellulaire [Ca2+]i.  

 

Figure 8  : 
A. Evolution de la concentration en calcium intracellulaire après application externe de 10 µM de DEET sur un corps cellulaire de 
DUM neurone  
B. Représentation du facteur de multiplication de l’élévation de calcium intracellulaire de corps cellulaires de DUM neurones en 
fonction de la concentration de DEET. 

L’objectif suivant a été de déterminer l’origine de la variation de calcium intracellulaire. Pour cela, une 

solution extracellulaire dépourvue d’ions  calcium (i.e., contenant de l’EGTA) a été appliquée sur le corps 

cellulaire du DUM neurone pendant l’élévation de la [Ca2+]i induite par 10 µM de DEET. Dans ces 

conditions, l’application de cette solution provoque une réduction de l’effet du DEET. Néanmoins, deux 

cinétiques différentes décrivent la diminution de calcium intracellulaire observée. Selon les cellules testées, 

il est observé soit une diminution mono-exponentielle, permettant un retour de la [Ca2+]i au niveau de 

base (figure 9 A,C), soit une diminution bi-exponentielle qui décrit une réduction de la [Ca2+]i en deux 

phases, l’une rapide suivie par une phase de diminution plus lente qui se stabilise pour atteindre un plateau  

dont la valeur de calcium intracellulaire est supérieure à la concentration en calcium de base. (figure 9 B, 

C). Dans ce dernier cas, le plateau suggère une autre source de calcium impliquée dans l’effet du DEET. A 

partir de ces résultats, il a été observé que le décours mono ou bi-exponentiel de la diminution de la [Ca2+]i 

induite par la superfusion de solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium, dépend de la concentration 

en calcium de base du DUM neurone étudié (figure 9 D). Ces observations suggèrent l’existence d’un seuil 

de [Ca2+]i au delà duquel une seconde composante peut être déclenchée. En d’autres termes, pour une 

concentration en calcium de base relativement faible (15 nM), l’élévation de la [Ca2+]i  induite par le 

DEET ne ferait intervenir que le calcium extracellulaire  (donc une seule composante). Pour des 

concentrations en calcium de base légèrement plus élevées (20 nM), le seuil de [Ca2+]i est atteint, ce qui 
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permet d’activer une composante supplémentaire (i.e., décours bi-exponentiel) observée en présence de 

DEET. L’existence d’un tel mécanisme, déjà décrit sur les DUM neurones, pourrait correspondre au 

mécanisme de libération auto-catalytique de calcium (i.e., CICR pour « Calcium Induced Calcium 

Release ») (Messutat et al 2001).  

 

Figure 9 :  
A.B.  Exemples représentatifs de l'évolution de la concentration en calcium intracellulaire en présence de DEET 10 µM puis 
d'une solution dépourvue de calcium additionnée à de l'EGTA.  Le changement de solution extracellulaire a été effectué lors de 
l'augmentation de la concentration de calcium intracellulaire. Notons que les cellules de type A présentent une décroissance mono 
exponentielle et que les cellules de type B présentent une décroissance bi-exponentielle. 
 C.  Histogramme représentant les moyennes de la concentration de base en calcium intracellulaire des cellules testées. A  : 
Cellules dont la diminution de [Ca2+]i a présenté une cinétique mono-exponentielle. B  : Cellules dont la diminution en [Ca2+]i a 
présenté une cinétique bi-exponentielle. 
D. Histogramme représentant les moyennes des constantes de temps observées pendant la décroissance en [Ca2+]i après 
application d'une solution dépourvue de calcium en présence d'EGTA.    

De plus, les expériences montrent une augmentation spatio-temporelle hétérogène de la [Ca2+]i dans 

le corps cellulaire (figure 10 A,B). L’élévation de la [Ca2+]i, observée dans un premier temps au niveau du 

pole apical du corps cellulaire, s’effectue avec une cinétique plus rapide que dans le  reste de la cellule (pôle 

basal) où l’augmentation de la [Ca2+]i apparaît plus tardivement (figure 4.10 A,B). Ces résultats renforcent 

l’hypothèse concernant la participation des stocks de calcium intracellulaire dans l’effet du DEET sur des 

DUM neurones dont la concentration en calcium de base est plus élevée.  
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Figure 10  : 
A. Représentation en fausses couleurs (Merlin software) de l’évolution spatio-temporelle de la concentration en calcium 
intracellulaire en fonction du temps dans le corps cellulaire de DUM neurones. 
B. Spectres représentant les variations de la concentration en calcium intracellulaire dans les zones basale (bleu) et apicale (rouge) 
en fonction du temps après une application de DEET 10 µM (382 sec). 

Pour confirmer l’implication du CICR, des expériences supplémentaires ont été réalisées en présence 

de ryanodine connue pour inhiber à forte concentration, les récepteurs sensibles à la ryanodine. En effet, il 

a été montré dans la littérature que la ryanodine pouvait induire un double effet sur les stocks de calcium 

intracellulaire en fonction de la concentration utilisée. A faible concentration, ce composé se comporte 

comme un agoniste des récepteurs Ryanodine (RyR). Dans ce cas, l’effet se traduit par une augmentation 

de la [Ca2+]i. Pour des concentrations plus élevées, l’effet observé sur les RyRs est antagoniste, inhibant 

ainsi la libération de calcium des stocks intracellulaires (Messutat et al 2001). Dans notre cas, une 

concentration de 100 µM de ryanodine a été testée sur DUM neurones. Comme illustré dans la figure 11, 

la ryanodine produit une augmentation de la [Ca2+]i dans les premières minutes d’application. L’effet se 

stabilise pour atteindre un plateau, suggérant un effet agoniste de ce composé. Dans ces conditions, la 

superfusion  d’une solution contenant un mélange ryanodine / DEET (10 µM) ne produit qu’une faible 

variation de la [Ca2+]i comparée à celle observée en présence de DEET seul (Fig 4.6 et Fig 4.11).  
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Figure 11  : 
Variation de la concentration en calcium intracellulaire après un prétraitement à la ryanodine ou Rya (inhibiteur des récepteurs à 
Ryanodine, à forte concentration).  
L'application de la Rya à 100 µM provoque dans un premier temps une augmentation de [Ca2+]i . Puis l’effet se stabilise, 
indiquant une effet antagoniste L'application du mélange ryanodine / DEET provoque une augmentation de [Ca2+]i. plus faible 
que lorsque le DEET est appliquée seul. L'application d'une solution dépourvue de calcium dans le milieu ramène la [Ca2+]i au 
niveau plateau  de calcium atteint en présence de Rya (pointillés).  

D’après la littérature, l’entrée du calcium dans les DUM neurones peut se faire par différents canaux 

calcium qui se caractérisent par leurs propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques. On distingue 

les canaux calcium à haut seuil d’activation (HVA pour High Voltage-Activated), situés au niveau du 

segment initial (pôle basal) du corps cellulaire (Wicher & Penzlin 1997; Grolleau & Lapied 2000b; Wicher 

2001; Grolleau et al 2006), les canaux de type TRP-γ (Transient Receptor Potential γ), localisés au niveau 

du pôle apical  (Wicher et al 2004; Wicher et al 2006b) et les canaux calcium à bas seuil d’activation (LVA 

pour Low Voltage-Activated) impliqués dans la genèse de la phase de pré-dépolarisation (Grolleau & 

Lapied 1996, 2000b). Afin de déterminer le type de canaux ioniques responsables de l’augmentation de la 

[Ca2+]i induite par le DEET, les DUM neurones ont été prétraités avec deux agents 

pharmacologiques spécifiques des ces canaux calcium  : le chlorure de cadmium (CdCl2) qui inhibe tous les 

canaux calcium (LVA et HVA et TRP), l’ω-conotoxine (ω-cgtx GVIA), spécifique des canaux calcium de 

type HVA (tableau 1 et figure 12).  
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Figure 12. Effet du DEET 10 µM sur la concentration en calcium intracellulaire en présence de différents agents 
pharmacologiques. 
A. Variation de [Ca2+]i après un prétraitement au chlorure de cadmium (CdCl2) 500 µM 
B. Variation de [Ca2+]i après un prétraitement à ω-conotoxine GVIA (ω-CgTx) 200 µM 

Le prétraitement des corps cellulaires des DUM neurones par le CdCl2 (500 µM) inhibe l’effet du 

DEET (figure 12 A). Cet effet confirme la participation du calcium extracellulaire dans la variation de la 

[Ca2+]i décrite précédemment. De plus, des effets similaires ont été obtenus lors de l’application d’ω-CgTx 

GVIA (200 µM), suggérant que l’activation des canaux calcium de type HVA, constitue la première étape 

dans l’effet du DEET sur la [Ca2+]i (figure 12 B). Or, il a été montré que l’augmentation de [Ca2+]i du à 

l’ouverture des canaux calciques HVA pouvait activer les TRP-γ (Grolleau et al 2006). Néanmoins, il sera 

nécessaire de confirmer cette hypothèse en prétraitant avec le LOE 908, qui inhibe les TRP-γ (Wicher et al 

2006b). Les canaux calcium de type HVA sont dépendants du potentiel, une étude supplémentaire a été 

entreprise pour mettre en évidence le mécanisme cellulaire qui pourrait expliquer l’origine de la 

dépolarisation induite par le DEET nécessaire pour activer ces canaux ioniques et donc provoquer une 

élévation de la [Ca2+]i dans les DUM neurones (Grolleau et al 2006). 

Il a été possible de montrer que le DEET produit également un effet toxique par l’inhibition de 

l’acétylcholinestérase, enzyme impliquée dans la dégradation de l’acétylcholine libérée au niveau synaptique 

(voir § 4.1). Partant de ces observations, l’hypothèse que le DEET puisse mimer l’effet du 

neurotransmetteur l’acétylcholine sur des récepteurs cholinergiques des DUM neurones et ainsi provoquer 

une dépolarisation membranaire, a été  envisagée. A l’heure actuelle, trois types de récepteurs 

cholinergiques ont été caractérisés du point de vue pharmacologique sur les DUM neurones, 1) les 

récepteurs cholinergiques de type nicotiniques, résistant à l’alpha-bungarotoxine, 2) les récepteurs 

cholinergiques de type muscariniques et 3) les récepteurs mixtes sensibles à l’alpha-bungarotoxine, ayant 

des propriétés pharmacologiques nicotino-muscariniques (Lapied et al 1990b; Grolleau et al 1996).  
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Figure 13  :  Effet du DEET 10µM sur la concentration en calcium intracellulaire en présence de différents agents 
pharmacologiques. 
A.  Variation de [Ca2+]i après un prétraitement à l'atropine 1 µM 
B.  Variation de [Ca2+]i après un prétraitement à l'α-bengarotoxine (α-Bgtx) 0,1 µM 

Afin de déterminer un possible effet du DEET sur les récepteurs cholinergiques des DUM 

neurones, des expériences préliminaires ont été réalisées en présence d’atropine (antagoniste des 

récepteurs muscariniques et mixtes) et d’alpha-bungarotoxine (inhibiteur spécifique des récepteurs mixtes 

dans le cas des DUM neurones). Comme illustré dans la figure 13 A,B, le prétraitement des corps cellulaire 

des DUM neurones par l’atropine (1 µM) ou l’alpha-bungarotoxine (100 nM), inhibent l’élévation de la 

[Ca2+]i produite par le DEET (10 µM). Bien que ces résultats soient préliminaires, il est important 

d’indiquer, et ceci pour la première fois, que le DEET peut exercer un effet neurotoxique via une 

dépolarisation membranaire, générer par l’activation de récepteurs cholinergiques identifiés aux récepteurs  

mixtes.  

 

 

Conclusion et Perspectives 

En conclusion, le schéma hypothétique de synthèse (figure 14) résume les différents évènements 

mis en jeu dans l’effet neurotoxique du DEET.  
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Figure  4.14  : Schéma hypothétique des variations de [Ca2+]i d'un corps cellulaire de DUM neurone induite par l'application de 
DEET dans le milieu extracellulaire. 

DEET  : diethyl-m-toluamide ; mixed AchR  : mixed acetylcholine receptor ; HVA ICa  : high voltage activating calcium current ; 
TRP-γ  : transient receptor potential g ; RyR  : ryanodine receptor ; ER  : endoplasmic reticulum.       

1,2,3,4,5  : Etapes du modèle proposé d'action du DEET sur la concentration du calcium intracellulaire. Pour la description, se 
référer au texte. 

 

1. Récepteurs mixtes qui une fois activés, dépolariser la membrane. 

2. Les canaux calciques HVA sensibles à une dépolarisation sont activés et permettent 

une première entrée de calcium dans le cytoplasme  

3. Les canaux calciques TRP-γ peuvent être activés par le calcium libéré par les HVA et 

permettent une seconde entrée de calcium dans le cytoplasme (hypothèse). 
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4. En fonction de la concentration en calcium de base, la réponse induite par le DEET 

implique ou non le CICR (étape 4). Ce qui suggère une notion de seuil de la [Ca2+]i 

qu’il faut atteindre pour déclencher un effet neurotoxique en chaine du DEET  

Cette étude est une étape préliminaire qui nous a permis d’établir une hypothèse de travail. En effet, 

les canaux calciques et les récepteurs candidats identifiés doivent à présent faire l’objet d’une étude plus 

approfondie visant à caractériser la cible du DEET au niveau du système nerveux central des insectes.  

Pour ce faire un protocole multidisciplinaire (patch-clamp, imagerie calcique et biochimie et biologie 

moléculaire) a été mis en place dans le cadre d’un projet ANR. Ce projet ANR-REACT plus large 

comporte un axe qui vise à déterminer les cascades d’événements neurophysiologiques et biochimiques 

impliquées par les répulsifs, molécules d’intérêt en santé publique.  
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L
a meilleure définition d’un répulsif est comportemen-
tale : « Sur une surface répulsive les insectes passent
moins de temps et sont présents en quantité moindre

que sur une surface comparable disponible. » 1 Un répulsif
peut simplement protéger de la piqûre, et toujours de
façon relative. L’insecticide, comme son nom l’indique,
provoque la mort de l’insecte. Le DDT (dichloro-diphé-
nyl-trichloro-éthane) et la famille des pyréthrinoïdes ont
la particularité d’induire un effet knock-down, qui
« assomme » le moustique : les perturbations physiolo-
giques induites par ces molécules sont à l’origine d’in-
coordinations des mouvements, suivies d’une paralysie et
de la mort de l’insecte.

Les répulsifs suscitent depuis peu un intérêt accru des
chercheurs en entomologie médicale, et plus particulière-
ment en paludologie, pour les deux raisons suivantes.

On accorde de plus en plus d’importance aux propriétés
répulsives des insecticides. En effet, outre sa toxicité vis-à-vis
de l’insecte, un insecticide peut également avoir pour
celui-ci un effet irritant de contact (par contact avec les

tarses) et un effet répulsif à distance (les récepteurs olfac-
tifs sont alors mis en jeu). Ces deux dernières actions, sou-
vent regroupées sous le terme d’effet excitorépulsif ou
conduite d’évitement, provoquent la fuite de l’insecte ;
elles ont été notamment observées pour le DDT et les
pyréthrinoïdes.2 Lorsque l’effet excitorépulsif de l’insecti-
cide prend le dessus sur son effet knock-down (soit que
celui-ci soit intrinsèquement faible [DDT p. ex.], soit que
l’insecte soit devenu résistant), on considérait autrefois
que l’insecticide devenait incapable d’interrompre la
transmission de la maladie. C’est ainsi que furent arrêtées
les campagnes d’aspersion par le DDT du programme glo-
bal d’éradication du paludisme – peut-être à tort : on
considère aujourd’hui que la simple propriété excitoré-
pulsive de l’insecticide peut suffire à réduire le risque de
piqûre, voire la transmission de la maladie.3, 4

En complément de la moustiquaire imprégnée, les répulsifs
confèrent une protection individuelle pour les voyageurs qui res-
tent exposés au risque de transmission du paludisme par les ano-
phèles en fin de soirée. Les pics d’activité des anophèles 
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Paludisme: où en est 
la prophylaxie d’exposition ?

Associée à la prévention médicamenteuse, la protection des piqûres
d’anophèles est indispensable mais non suffisante dans les zones à
risque de paludisme. Les répulsifs sont nombreux, mais d’efficacité et
d’utilisation très variables. Les vêtements imprégnés de perméthrine
sont intéressants, mais seule la moustiquaire imprégnée a fait la
preuve de son efficacité dans la prévention du paludisme.
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PALUDISME O Ù  E N  E S T  L A  P R O P H Y L A X I E  D ’ E X P O S I T I O N  ?

africains vecteurs du paludisme arrivent d’abord vers 1
heure du matin puis vers 5-6 heures; ces horaires sont plus
ou moins décalés selon les espèces vectrices, c’est la variabi-
lité interspécifique: ainsi, le pic d’agressivité d’Anopheles nili
survient à 22 heures. Et dans un pays asiatique comme le
Pakistan, le pic d’agressivité d’Anopheles culicifacies, An. ste-
phensi, An. nigerrimus et An. pulcherrimus se situe entre
21 heures et 23 heures.5 Certaines espèces d’anophèles exo-
phages comme An. sundaicus piquent en Indonésie le soir, à
une heure où la plupart des gens sont à l’extérieur.6

Se pose alors la question de l’efficacité des répulsifs
cutanés vis-à-vis des différentes espèces d’anophèles : est-
elle absolue ou relative? Combien de temps dure-t-elle?
À quel coût? Avec quelle observance? Et avec quel degré
de preuve d’efficacité clinique vis-à-vis de la maladie ?
Bref, le répulsif cutané a-t-il sa place dans la prévention du
paludisme?

PRINCIPAUX RÉPULSIFS

Les principales matières actives répulsives cutanées de
synthèse sont, par ordre chronologique de mise sur le
marché:
– le diméthylphtalate (années 1920, d’origine nord-amé-
ricaine);
– l’éthyl-hexanediol (EHD) [années 1930, d’origine
nord-américaine] ;
– le diéthyl-toluamide (DEET) [années 1950, d’origine
nord-américaine] ;
– l’éthyl-butyl-acétyl-amino-propionate (IR 3535)
[années 1970, d’origine allemande];
– l’icaridine ou hydroxyléthyl-isobutyl pipéridine car-
boxylate (HIPC ou KBR 3023) [années 1990, dérivé de
la pipéridine d’origine allemande];
– le citriodiol ou p-menthane diol (PMD) ou Mosiguard
(années 1990, d’origine anglaise).

Du point de vue réglementaire, les répulsifs relevaient
jusqu’à présent, en France, de la peu contraignante classe
des cosmétiques : pas de test d’efficacité exigé, dossier
toxicologique a minima que les formulateurs doivent tenir
à la disposition des autorités sanitaires. Cela est en train
de basculer du fait de la nouvelle réglementation euro-
péenne sur les biocides, comprenant insecticides et répul-
sifs, qui se met progressivement en place. C’est ainsi que le
diméthylphtalate et l’éthyl-hexanediol sont amenés à
disparaître en 2006, car ces produits n’ont pas été « noti-
fiés » par les fabricants auprès des autorités européennes.

Sont surtout présents sur le marché français l’IR 3535,
le DEET et le citriodiol.

QUELLE EFFICACITÉ RÉELLE ?

Jusque dans les années 1950, l’armée américaine recou-
rait à un mélange de diméthylphtalate et d’éthyl-hexane-
diol, afin d’élargir au maximum le spectre d’activité

répulsive. En 1957, ce mélange fut supplanté par le DEET
isolément, celui-ci s’étant révélé « remarquablement
polyvalent, égal ou supérieur au répulsif considéré
jusque-là comme le plus efficace contre chaque espèce
d’insectes. » 7

Puis surgit une exception de taille : un test publié en
1977 montra que le diméthylphtalate était plus efficace
que le DEET vis-à-vis d’une espèce du genre Anopheles, et
que l’éthyl-hexanediol était, lui, plus efficace vis-à-vis de
deux espèces d’anophèles8 (tableau 1). La parade: recou-
rir contre l’anophèle à une concentration d’au moins
50 %, l’anophèle tolérant le DEET à basse concentration.
C’est ainsi qu’Ultrathon, répulsif dosé à 35 % de DEET
que la firme 3M produit pour l’armée américaine, ne pro-
tége d’Anopheles dirus que pendant… 40 minutes, contre
plus de 3 heures de protection pour une concentration de
DEET de 50 % 9 (tableau 2). Pourtant, Ultrathon a fait
l’objet d’une formulation spéciale, avec adjonction au
DEET d’un polymère censé ralentir son évaporation et
son passage transcutané – afin d’apporter la même durée
d’efficacité que du DEET dosé à 75 %. On peut tirer deux
enseignements de ces études : jusqu’à preuve du

Efficacités des répulsifs, DEET, 
diméthylphtalate, EHD, contre 

deux variétés d’anophèles et une d’Ædes

❚ DEET
❚ Diméthyl

phtalate
❚ EHD

426
53

130

96
415

380

87
42

158

* Moyenne de 6 tests chez 6 sujets, appliquant
250 mg du répulsif sur l’avant-bras (d’après la réf. 8).
DEET : diéthyl-toluamide ; HED : éthyl hexanediol. 

Tableau 1

RÉPULSIF
DURÉE DE PROTECTION EN MINUTES*

Ædes 
ægypti

Anopheles
quadrimaculatus

Anopheles 
albimanus

Protection offerte par des concentrations
croissantes de DEET vis-à-vis 

d’Anopheles dirus et d’Ædes albopictus

❚ 20 % (Autan ancienne
formule)
❚ 35 % (Ultrathon)
❚ 50 %

5,0 � 4,6

40,0 � 8,2
Non calculée**

* Avant-bras protégés jusqu’à ce que 3 piqûres
soient enregistrées (d’après la réf. 9). ** Non calculée, parce
que des tests ont été arrêtés après 180 minutes sans 
3 piqûres. DEET : diéthyl-toluamide .

Tableau 2

CONCENTRATION 
DE DEET 

(nom commercial)

DURÉE DE PROTECTION MOYENNE 
EN MINUTES*

Anopheles dirus

� 180

� 240
� 210

Ædes albopictus
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contraire, la quantité de matière active prime sur la formu-
lation ; surtout, il est impossible d’extrapoler l’efficacité
d’un répulsif d’une espèce d’arthropode à l’autre et il
convient de multiplier les tests.

Une étude récente, réalisée en laboratoire sur Ædes
ægypti et publiée dans le New England Journal of Medicine,
a remis à leur juste place la plupart des répulsifs dits natu-
rels 10 type citronnelle : ils offrent une durée de protection
variant en moyenne de 3 à 20 minutes, contre plus de
5 heures pour du DEET dosé à 23,8 %. Seul le citriodiol
dosé à 20 % se montre efficace pendant 2 heures – à peine
plus que du DEET dosé à 6,65 %. L’IR 3535 dosé à 7,5 %
est 4 fois moins efficace que du DEET dosé à 4,75 % (22,9
contre 88,4 min).

Mais vis-à-vis de l’anophèle?
Une étude réalisée en Tanzanie chez 6 sujets pendant

3 nuits a montré que la durée d’efficacité du citriodiol
dosé à 50 % est de près de 7 heures vis-à-vis d’Anopheles
gambiæ et An. funestus – proche de celle du DEET égale-
ment dosé à 50 %.11 Mais les concentrations de citriodiol
disponibles sur le marché sont au maximum de 30 et
40 %; et un test de laboratoire sur An. stephensi fait état
d’une durée d’efficacité de 11 à 12 heures pour du citrio-
diol dosé à 20 et 30 % contre… 30 heures pour du DEET
dosé à 50 %.12

Quant à l’IR 3535, dans un test de laboratoire, An. dirus
s’y montre moins sensible qu’au DEET: 3,8 heures d’effi-
cacité seulement contre 5,8 heures13 – alors que les mêmes
solutions dosées à 20 % d’IR 3535 et de DEET font
preuve d’une efficacité très proche vis-à-vis d’Ædes ægypti
(9,8 contre 9,7 h) et de Culex quinquefasciatus (13,7 contre
12,7 h)…

Enfin, une impressionnante étude de terrain portant
sur 8 sujets pendant 96 nuits au Burkina Faso, avec plus
de 49 000 moustiques collectés dont 95 % d’Anopheles
gambiæ, vient d’être publiée : elle compare l’efficacité du
DEET, de l’IR 3535 et de l’icaridine/KBR 3023.14 L’ED95,
c’est-à-dire la dose de répulsif à appliquer sur la peau pour
repousser efficacement 95 % d’An. gambiæ, est proche et
minime pour le DEET et l’icaridine/KBR 3023 : respecti-

vement 0,09 et 0,08 mg/cm2 contre 0,2 mg/cm2 pour
l’IR3535 – ce qui traduit clairement la moindre sensibilité
d’An. gambiæ à l’IR 3535. Surtout, la rémanence sur la
peau de l’icaridine/KBR 3023 est supérieure à celles du
DEET et de l’IR 3535, avec une demi-vie d’environ 4 heu-
res pour l’icaridine/KBR 3023 contre 3 heures pour le
DEET et l’IR 3535. L’icaridine/KBR 3023 se révèle glo-
balement plus efficace vis-à-vis des différentes espèces
d’anophèles (tableau 3).

The Medical Letter a consacré en 2003 une synthèse aux
répulsifs d’insectes (la dernière remontait à 1989…):15, 16

à côté du DEET, le seul nouveau principe actif véritable-
ment prometteur apparu depuis 1957 semble être l’icari-
dine/KBR 3023, sachant que d’autres dérivés de la pipé-
ridine sont en cours de développement.17

Tenir compte des conditions réelles
d’utilisation…

Il est à noter que dans l’étude de terrain du Burkina
Faso, la quantité de répulsif appliquée sur la peau est stan-
dardisée. Or, en conditions réelles d’utilisation, la quantité
appliquée varie d’un répulsif à l’autre, d’une forme galé-
nique à l’autre (gel en tube ou solution en spray p. ex.) : la
concentration en matière active du produit utilisé devient
alors un élément essentiel. Ainsi, dans un test de terrain
réalisé la nuit dans le Queensland, les sujets n’ont appli-
qué en moyenne que 0,98 mg/cm2 d’un gel dosé à 35 %
de DEET, contre 1,25 mg/cm2 d’une solution dosée à
9,3 % d’icaridine/KBR 3023 et 1,67 mg/cm2 d’une solu-
tion dosée à 19,2 % d’icaridine/KBR 3023 : la protection
vis-à-vis de Verrallina lineata, Anopheles farauti, etc. fut
supérieure à 94,7 % pendant plus de 9 h pour l’icari-
dine/KBR 3023 dosé à 19,2 %, supérieure à 95 % pen-
dant plus de 7 h pour le gel de DEET dosé à 35 %, mais
supérieure à 95 % pendant seulement 2 h pour l’icari-
dine/KBR 3023 dosé à 9,3 %.18 En conditions réelles d’uti-
lisation, l’icaridine/KBR 3023 à une concentration d’envi-
ron 20 % semble donc également offrir une protection
plus longue.
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Nombre total d’anophèles se posant sur l’homme en fonction du répulsif utilisé, 
lors de tests de terrain menés chez 8 sujets pendant 96 nuits au Burkina Faso

❚ An. funestus
❚ An. gambiæ
❚ Anopheles nili
❚ An. pharoensis
❚ Total

133
6 454

217
13

6 817

162
8 891

274
18

9 345

60
3 485

117
8

3 670

272
27 231
1 259

65
28 827

627
46 061

1 867
104

48 659

DEET : diéthyl-toluamide ; IR3535 : éthyl-butyl-acétyl-amino-propionate ; KBR 3023 : icaridine ou hydroxyléthyl isobutyl
pipéridine carboxylate (d’après la réf. 14).
Tableau 3

ESPÈCE D’ANOPHÈLE
SUJETS AVEC RÉPULSIF

DEET IR 3535 KBR 3023
SUJETS TÉMOINS TOTAL
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Comme pour le médicament, l’observance est un élé-
ment essentiel dans le choix d’un répulsif. Une étude
concernant les militaires australiens au Timor oriental a
montré que seulement 20 % utilisaient le gel dosé à 35 %
de DEET qui leur était fourni gratuitement ; beaucoup
préféraient acheter localement des sprays.19 On leur
demanda de comparer pendant 2 semaines, à raison de 2
applications par jour, un gel dosé à 35 % de DEET et un
spray dosé à 19,2 % d’icaridine KBR 3023 : ce dernier fut
mieux accepté que le DEET, la sensation de brûlure notée
pour l’icaridine KBR 3023 peut être liée à l’éthanol utilisé
comme solvant (tableau 4). Toujours est-il que, selon une
publication récente, l’observance des militaires américains
en Afghanistan pour l’utilisation d’un répulsif cutané (gel
dosé à 35 % de DEET) est aussi mauvaise que celle de la
chimioprophylaxie pendant le séjour et au retour: autour
de 30 %.20 L’homme est souvent plus sensible à la nui-
sance du moustique qu’à la crainte de la maladie vecto-
rielle ; l’anophèle fait peu de bruit, et sa piqûre est souvent
indolore…

… et du comportement des anophèles

En pratique, il conviendrait de tenir compte non seule-
ment de l’habitus de l’homme, mais aussi du comporte-
ment des anophèles vecteurs. Une étude sud-africaine
publiée en 2001 a montré que 8 sujets assis exposés sans
répulsif à Anopheles arabiensis pendant 5 soirées entre
18h30 et 22h30, vêtus d’un simple bermuda, subissent
519 piqûres, dont 81 % au niveau des pieds et des che-
villes.21 Une application de DEET à 15 % limitée aux pieds
et aux chevilles devrait provoquer un déplacement des
piqûres vers le reste du corps, d’autant que l’efficacité d’un
répulsif est limitée à 4 cm de son lieu d’application.22 Or, il
n’en est rien, et le nombre de piqûres chute à 160: protec-
tion de 69 % donc, avec 88 % de piqûres au niveau des
jambes (tableau 5). Il semble donc indispensable d’étu-
dier le comportement trophique (c’est-à-dire les zones du
corps humain préférées pour la piqûre) afin de cibler la
protection.

Enfin, un test montre que certaines espèces d’anophè-
les tolèrent particulièrement bien les répulsifs en général.
En Australie, du DEET dosé à 35 % et de l’icaridine/KBR
3023 dosé à 19,2 % n’ont offert une protection supérieure
à 95 % vis-à-vis d’Anopheles meraukensis et bancroftii que
pendant 1 heure.23

Quelle efficacité clinique démontrée 
en prévention du paludisme?

En conclusion de cette efflorescence de publications
récentes, si une tendance se dégage en faveur de la supé-
riorité de l’icaridine/KBR 3023 vis-à-vis de l’anophèle,
cette supériorité n’existe que pour une concentration d’au
moins 19,2 %, et elle reste toute relative: certains anophè-
les semblent peu sensibles à tous les répulsifs.
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L Le développement de moustiquaires imprégnées « longue
durée », avec une rémanence de plusieurs années.

L Face à la menace que constitue l’apparition de résistances 
aux pyréthrinoïdes, et en l’absence de nouvelles familles
d’insecticides, la recherche en santé publique s’oriente vers
une meilleure utilisation de l’existant : associations
d’insecticides à modes d’action différents, associations
insecticides/répulsifs…

L En matière de protection individuelle, une meilleure évaluation
clinique de l’efficacité des répulsifs cutanés vis-à-vis 
des anophèles. À côté du DEET, qui reste le produit 
de référence un demi-siècle après sa découverte, apparaît 
une classe prometteuse de produits répulsifs dérivés 
de la pipéridine. 

C E  Q U I  E S T  N O U V E A U

Acceptabilité de deux formulations répulsives
par des soldats australiens au Timor oriental

❚ Spray à 19,2 %
d’Icaridine/
KBR 3 023

❚ Gel à 35 % 
de DEET

10 (2,8)

112 (31,7)

À partir d’un total de 353 réponses (d’après la
réf. 19). DEET : diéthyl-toluamide ; KBR 3 023/icaridine :
hydroxyléthyl isobutyl pipéridine carboxylate.

Tableau 4

PRODUIT
NOMBRE DE RÉPONSES (%)

Désagréable : 
collant , gras

42 (11,9)

79 (22,3)

Irritant : 
sensation de brûlure

98 (27,7)

12 (3,4)

Indifférent

Nombre et distribution des piqûres
d’Anopheles arabiensis chez 8 sujets assis
dehors pendant 5 soirées entre 18h30 

et 22h30, selon que les pieds et les chevilles
étaient traités par du DEET ou non

❚ Pieds et chevilles
❚ Jambes
❚ Bras
❚ Tête/thorax
❚ Total
❚ % protection

0 (0,0)
141 (88,1)
4 (2,5)
15 (9,4)

160 (100)
69,2

DEET : diéthyl toluamide (d’après la réf. 21).Tableau 5

PARTIE DU CORPS
NOMBRE DE PIQÛRES (%)

Sujets avec DEET

421 (81,1)
85 (16,4)

7 (1,4)
6 (1,2)

519 (100)

Sujets sans DEET
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Et à côté de cette relative richesse en évaluation récente
des répulsifs sur le nombre de piqûres, quelles sont les don-
nées objectives d’efficacité clinique des répulsifs sur la pré-
vention du paludisme? Il n’y a qu’une seule étude publiée,1
réalisée dans un camp de réfugiés au Pakistan. Le produit
testé n’était pas un répulsif classique, mais un « savon » – un
pain solide plutôt – contenant 20 % de DEET et 0,5 % de
perméthrine. Cette étude contre placebo, concernant 1148
sujets pendant 6 mois, ne mit pas en évidence de réduction
du nombre de cas de paludisme à Plasmodium vivax, mais
en revanche une diminution de 56 % du nombre d’épiso-
des à P. falciparum dans le bras savon « actif ».

Quels produits répulsifs les voyageurs français en zone
d’endémie utilisent-ils ? On peut avoir une indication à
partir des ventes réalisées en pharmacie pendant un tri-
mestre d’hiver ; 88 % des 176000 unités vendues au der-
nier trimestre 2004 sont des sprays, avec un large éventail
de matières actives et de concentrations (tableau 6).

CES PRODUITS SONT-ILS TOXIQUES ?

La toxicité du DEET est la plus documentée, notamment
chez l’enfant où 10 cas d’encéphalopathie ont été publiés.
Mais une synthèse canadienne parue en 2003 remet en
cause la méthodologie de ces publications : 24 aucun cas
n’a été décrit depuis 1992; une origine virale n’a été élimi-
née dans aucun des 10 cas ; la grande étude publiée sur

les données recueillies par les centres antipoison améri-
cains de 1985 à 1989 est plutôt rassurante ; 25 enfin, 23 à
29 % des enfants nord-américains sont exposés au DEET
alors que dans la population générale, 3 à 5 % des enfants
connaissent un épisode convulsif : une relation de cause à
effet est difficile à établir.

Malgré cela, les recommandations publiées par la
Société de pédiatrie canadienne en 2003 sont très pru-
dentes et préconisent de n’utiliser que des concentrations
de DEET inférieures à 10 % jusqu’à l’âge de 12 ans.
– De 6 mois à 2 ans : une seule application par jour. Une
2e application est possible si l’enfant est exposé pendant
plus de 4 heures, si le risque de maladie est important, si
l’enfant s’est baigné.
– De 2 ans à 12 ans: jusqu’à 3 applications par jour.
Notons que ces recommandations visent d’abord Culex,
Ædes et la prévention locale du West Nile ; or, nous avons
vu que le DEET à une concentration de 10 % est peu effi-
cace contre l’anophèle.

Quant à la grossesse, une étude randomisée en double
aveugle incluant 897 femmes enceintes en Thaïlande a
montré que l’application de DEET n’avait aucune inci-
dence négative aux 2e et 3e trimestres de la grossesse.26 Et
les recommandations des CDC (Centers for diseases control
and prevention) d’Atlanta pour les voyageurs, modifiées en
juillet 2003, sont beaucoup plus larges que celles des
autorités canadiennes : le DEET y est conseillé à la
concentration optimale de 50 % tout au long de la gros-
sesse, dont le premier trimestre, lors de l’allaitement, et
dès l’âge de 2 mois, en évitant l’application sur les mains –
que l’enfant porte facilement à la bouche.27 Le DEET est
d’ailleurs commercialisé aux États-Unis jusqu’à une
concentration de 100 %.

D’autre part, des éruptions bulleuses ont été décrites
après application de DEET au niveau du pli du coude et
du creux poplité,28, 29 notamment après une nuit passée
avec le membre en flexion. Dernier inconvénient : le
DEET est un solvant, il peut dissoudre les verres de mon-
tres, les vernis et… les filtres solaires : en cas d’utilisation
conjointe, le DEET s’applique en second, et l’indice de
protection du produit solaire diminue d’environ un tiers.30

Toutefois, 40 ans d’utilisation et environ 8 milliards
d’applications humaines plaident en faveur du profil de
sécurité du DEET.10

Tous les autres répulsifs sont beaucoup moins docu-
mentés. Les publications sur la toxicité de l’IR 3535 et du
citriodiol sont rares. Celui-ci est commercialisé en France
sans limite d’âge, il n’y a pas d’étude épidémiologique sur
son application cutanée et son ingestion.24 Il s’agit d’un
métabolite du menthol, utilisé comme additif alimentaire
et présent dans de nombreuses préparations: les autorités
sanitaires canadiennes sont rassurantes mais, même si la
forme commercialisée localement est concentrée à 10 %,
elles recommandent de l’utiliser à partir de l’âge de 3 ans
et de limiter à 2 le nombre d’applications quotidiennes.31

L A  R E V U E  D U  P R A T I C I E N  /  2 0 0 5  :  5 5 845

Principales marques de sprays répulsifs
cutanés à visée « tropicale » vendus 
en pharmacie au 4e trimestre 2004, 

par ordre décroissant d’unités vendues

❚ Cinq sur cinq Tropic (Bayer)

❚ Insect Écran Peau Adulte (Osler)

❚ Moustifluid Zones Infestées

(Merck MF)

❚ Mousticologne Zones Infestées

(Clément-Thekan)

❚ Prebutix lotion haute protection

(Pierre Fabre)

❚ Repel Insect Adulte (Cattier) 

❚ Moustidose lotion tropicale

(Gilbert)

❚ Mouskito Tropic (Gifrer)

❚ Mosiguard Naturel (Katadyn)

IR 3535 (25 %)

DEET (50 %)

IR 3535 (20 %)

DEET (20 %) + EHD (15 %)

IR 3535 (25 %)

DEET (50 %)

DEET + EHD (40 %)*

DEET (30 %)

Citriodiol (40 %)

Les 5 premières marques citées représentant plus
de 90 % de ce marché (source IMS). * DEET + EHD = 40 %.
EHD : éthyl hexanediol ; DEET : diéthyl-toluamide ; IR 3535 :
éthyl-butyl-acétyl-amino-propionate.

Tableau 6

MARQUE (laboratoire) PRINCIPE ACTIF (concentration)
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L’IR 3535, analogue de l’alanine, est également commer-
cialisé sans limite d’âge par certains fabricants ; d’autres
préconisent un âge minimum de 12 mois pour une
concentration de 10 % et de 30 mois pour une concentra-
tion de 20 %; il n’y a pas d’étude publiée concernant son
innocuité chez l’homme.32 Quant à l’icaridine/KBR 3023,
il n’est pas indiqué avant l’âge de 2 ans, mais cela semble
aussi relever d’un principe de précaution.

Chez l’enfant, un répulsif cutané n’est utilisable que
pour de brèves périodes : plus d’un tiers des parents ne
tiendraient pas compte de la notice d’utilisation; 33 même
correctement appliqué, le répulsif ne protège pas toujours
à 100 % de la piqûre de l’anophèle même la première
heure, il peut donner une fausse impression de sécurité, et
on manque de recul sur la toxicité de nombreux produits.
De ce point de vue, les choses ont peu évolué depuis la
synthèse que La revue Prescrire a consacrée au sujet il y
une dizaine d’années.34

PORT DE VÊTEMENTS IMPRÉGNÉS

L’étude sur l’observance des militaires américains en
Afghanistan20 révèle une bien meilleure acceptabilité des
uniformes imprégnés de perméthrine: 82 %.

La protection passive qu’offre l’imprégnation des vête-
ments par la perméthrine permet donc une meilleure obs-
ervance, grâce notamment à la rémanence de l’insecticide
malgré plusieurs lavages. Et le niveau de preuve de l’effica-
cité de vêtements imprégnés de perméthrine est assez
élevé. Une étude randomisée en double aveugle chez
172 militaires pendant plus d’un mois a montré qu’en
Colombie le seul port de vêtements imprégnés permettait
de prévenir le paludisme dans 75 % des cas : 35 3 cas de
paludisme à Plasmodium vivax dans le bras perméthrine,
alors qu’il y eut dans le bras placebo 9 cas à P. vivax, 1 cas à

P. falciparum et 1 cas à P. vivax et à P. falciparum. Mais le port
de vêtements imprégnés par les militaires français en Côte
d’Ivoire, s’il a permis une certaine protection des piqûres
d’anophèles, n’a pas diminué l’incidence du paludisme.36

En pratique, la dose de perméthrine efficace sur un
vêtement vis-à-vis de l’anophèle est de 150 mg/m2,
sachant qu’un pantalon, ou une chemise, ou 10 paires de
chaussettes représentent environ 1 m2. Si l’on vise une
efficacité persistante après 5 lavages, il faut partir d’une
concentration initiale de 1 g/m2.

Chez l’enfant, les vêtements imprégnés ne peuvent être
conseillés que pour de brèves périodes, car on ne dispose
d’aucune étude épidémiologique. Cela dit, le profil toxi-
cologique de la perméthrine est bien connu et rassurant : 37

il existe aux États-Unis et en Espagne une crème scabicide
dosée à 5 % de perméthrine (Elimit), qui n’est pas contre-
indiquée chez le nourrisson et la femme enceinte.38

Le DEET et la perméthrine restent les deux produits
de référence pour traiter, respectivement, la peau et les
vêtements, car il s’agit des produits les plus documentés39

(tableau 7).

LES MOUSTIQUAIRES IMPRÉGNÉES

Le niveau de preuve clinique dans le cadre de la prévention
du paludisme est plus élevé pour les moustiquaires impré-
gnées d’insecticide (deltaméthrine, perméthrine).40 Elles
procurent une protection personnelle au dormeur, et leurs
propriétés insecticides protègent également la communauté
(effet de masse) si elles sont utilisées avec une couverture
d’au moins 80 % de la population. Constituant l’outil majeur
de prévention du paludisme au niveau communautaire, la
moustiquaire imprégnée est la stratégie de lutte recomman-
dée par l’Organisation mondiale de la santé.41 Récemment,
sont apparues de nouvelles technologies qui permettent de
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Efficacités comparées du DEET sur la peau et de la perméthrine sur les vêtements, 
utilisés séparément et en association

❚ Culicoïdes
❚ Simulies
❚ Poux de corps
❚ Thrombiculides
❚ Puces
❚ Punaises
❚ Moustiques
❚ Phlébotomes
❚ Tiques dures
❚ Tiques molles
❚ Mouche tsé-tsé

6
4
4
8
4
4
21
6
8
3
4

DEET: diétyhl toluamide. ++++ :  excellente ; +++ : très importante ; ++ : importante ; + : modérée à faible (d’après la réf. 39).Tableau 7

CIBLE NOMBRE DE RÉFÉRENCES
BIBLIOGRAPHIQUES

+++
+++
+

+++
+++
+

+++
+++
++
++
+++

DEET

++
++
+++
++
++
++
++
++
+++
+++
++

PERMÉTHRINE

++++
++++
++++
++++
++++
++

++++
++++
++++
++++
++++

DEET + PERMÉTHRINE
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développer des moustiquaires imprégnées à longue durée
d’action (Olyset [Sumitomo] ; Permanet [Vestergard]),
avec une rémanence de plusieurs années et une résistance
à 20 lavages.

Les pyréthrinoïdes sont les seuls insecticides recom-
mandés pour l’imprégnation des moustiquaires en raison
de leur rapidité de mode d’action, de leur effet excitoré-
pulsif, des faibles doses d’utilisation, et de leur innocuité
pour l’homme.42 Cependant, l’utilisation massive de pesti-
cides agricoles, notamment contre les ravageurs du coton
et du riz, a entraîné la sélection de résistances aux pyré-
thrinoïdes chez plusieurs espèces de moustiques, dont
des vecteurs majeurs du paludisme en Afrique.43

Aujourd’hui, la résistance des anophèles aux pyréthri-
noïdes impliquant le gène Kdr (knock down resistance) n’a
pas réduit l’efficacité collective des moustiquaires impré-
gnées, car les femelles résistantes sont moins irritées par
les pyréthrinoïdes que les moustiques sensibles de la
même espèce, et absorbent par conséquent des doses plus
importantes d’insecticides au niveau des tarses.44 Cepen-
dant, ce contact prolongé du moustique avec la mousti-
quaire imprégnée lui permet de prendre plus facilement
un repas sanguin,45 ce qui représente pour le dormeur un
risque de transmission d’agents pathogènes.

Face à la menace que constitue le développement de
cette résistance chez les insectes vecteurs, il est indispen-
sable d’envisager de nouvelles stratégies permettant de
maintenir une efficacité maximale des moustiquaires. Une
possibilité est d’associer différents insecticides à modes
d’action différents, soit en mélange,46,47 soit en alternance
dans le temps (rotation) ou dans l’espace (mosaïque).48

Les mélanges d’insecticides font actuellement l’objet d’un
regain d’intérêt, tant en agriculture qu’en santé publique,
depuis la mise en évidence d’interactions synergistes
entre des pyréthrinoïdes et des carbamates ou des orga-
nophosphorés vis-à-vis d’insectes fortement résistants aux
pyréthrinoïdes.43 Toutefois, les risques de toxicité des
mélanges d’insecticides pour l’homme et la faune non
cible demeurent, à ce jour, inconnus, ce qui limite encore
leur utilisation en santé publique.

Une autre piste de recherche consiste à reconstituer, à
partir de composés non pyréthrinoïdes, un produit insec-
ticide ayant les caractéristiques propres aux pyréthrinoï-
des, à savoir leur faible toxicité, leur rapidité d’action à fai-
ble dose et leur effet irritant. Une étude récente en
laboratoire a montré que le mélange d’une faible dose
d’un carbamate comme le propoxur et de DEET avait les

mêmes caractéristiques qu’une CL100 (concentration
létale pour 100 % des moustiques exposés) de deltamé-
thrine, en raison d’une forte synergie entre ces deux com-
posés.49 Les recherches en cours sur l’efficacité de maté-
riaux traités (vêtements et moustiquaires) permettent
d’envisager une utilisation de mélanges d’insecticides non
pyréthrinoïdes et de répulsifs dans le cadre de la lutte
contre les vecteurs du paludisme.

CONCLUSION

Seule la moustiquaire imprégnée a véritablement fait la
preuve de son efficacité clinique dans le cadre de la pro-
phylaxie d’exposition du paludisme. Pour la période pré-
cédant la « mise sous moustiquaire », l’utilisation adéquate
de répulsifs cutanés suffisamment dosés et le port de vête-
ments imprégnés d’insecticide réduisent le nombre de
piqûres sans qu’il soit possible, faute de données disponi-
bles, de garantir une réduction du risque d’impaludation
bien que cela semble vraisemblable. À l’inverse, là où la
densité des anophèles est très grande (ce qui concerne
peu en règle générale le touriste « classique »), le port de
vêtements imprégnés d’insecticide et l’application d’un
répulsif cutané ne peuvent vraisemblablement pas suffire
à diminuer l’incidence du paludisme, ce qui renforce bien
le principe de complémentarité entre prophylaxie d’expo-
sition et chimioprophylaxie. Ces limites d’efficacité sont
renforcées en pratique par le coût des produits répulsifs et
par les contraintes d’utilisation, expliquant le faible taux
de bonne observance de la prophylaxie d’exposition. B
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L Avant la mise sous moustiquaire, il est possible de réduire 
le nombre de piqûres d’anophèles grâce au port de vêtements
imprégnés de perméthrine (bonne observance) et grâce 
à l’application sur la peau d’un répulsif fortement dosé 
en matière active (moins bonne observance), avec par ordre
décroissant d’efficacité : DEET à 50 % ou icaridine/KBR 3023 
à 20 %, puis citriodiol à 40 % et IR 3535 à 25 %.

L Là où la densité des anophèles est grande, ni le port 
de vêtements imprégnés ni l’application d’un répulsif cutané
n’ont fait la preuve d’une diminution du risque d’impaludation,
et la chimioprophylaxie est toujours indispensable.

P O U R  L A  P R AT I Q U EP O U R  L A  P R AT I Q U E

SUMMARY What about exposure prophylaxis :
Malaria would not exist without mosquito bites. The growing resistance to antimalarial drugs has led to an increasing role of personal protection
measures. However, insect repellents are not evaluated as medicinal products, and many products available on the market contain active substances
that have been poorly evaluated or present in insufficient doses. The efficacy of the most active insect repellents, DEET and icaridin/KBR 3023, like
that of medicinal products, is limited by the subject’s compliance, bearing in mind that the Anopheles bite is painless and that humans are primarily
bothered by the nuisance factor of the mosquito.

Rev Prat 2005 ; 55 : 841-48 �

rdp8_lundwall_841_8  25/04/05  10:12  Page 847

193



L A  R E V U E  D U  P R A T I C I E N  /  2 0 0 5  :  5 5848

PALUDISME O Ù  E N  E S T  L A  P R O P H Y L A X I E  D ’ E X P O S I T I O N  ?

1. Buescher MD, Rutledge LC, Wirtz
RA. Effects of permethrine and DEET
on bloodsucking arthropods. Pestic
Sci 1987 ; 21 : 165-73.

2. Roberts DR, Andre RG. Insecticide
resistance issues in vector-borne
disease control. Am J Trop Med Hyg
1994 ; 50 (Suppl.) : 21-34.

3. Chareonviriyaphap T, Roberts DR,
Andre RG et al. Pesticide avoidance
behavior in Anopheles albimanus. J
Am Mosq Contr Assoc 1997; 13 : 171-83.

4. Chareonviriyaphap T,
Sungvornyothin, Ratanatham S et
al. Insecticide-induced behavioral
responses of Anopheles minimus. J
Am Mosq Contr Assoc 2001 ; 17 : 13-22.

5. Rowland M, Downey G, Rab Abdur et
al. DEET mosquito repellent
provides personal protection
against malaria : a household
randomized trial in an Afghan
refugee camp in Pakistan. Tropical
Medecine and International Health
2004 ; 9 : 335-42.

6. Kawada H, Maekawa Y, Tsuda Y et
al. Trial of metofluthrin paper strip.
J Am Mosq Control Assoc 2004 ; 20 :
434-7.

7. Gilbert IH. Mosquito repellents.
JAMA 1966 ; 196 : 163-5.

8. Schreck CE. Techniques for the
evaluation of insect repellents : a
critical review. Ann Rev Entomol
1977 ; 22 : 101-19.

9. Frances SP, Eikarat N, Sripongsai B
et al. Response of Anopheles dirus
and Aedes albopictus to repellents
in the laboratory. J Am Mosq
Control Assoc 1993 ; 9 (4) : 474-6.

10. Fradin MS, Day JF. Comparative
Efficacy of insect repellents against
mosquito bites. N Engl J Med 2002 ;
347 (1) : 13-18.

11. Trigg JK. Evaluation of a
eucalyptus-based repellent against
Anopheles spp. In Tanzania. J Am
Mosq Control Assoc 1996 ; 12 : 243-6.

12. Trongtokit Y, Curtis C. Efficacy of
repellent products against caged
and free flying Anopheles stephensi
mosquitoes. Rapport de la London
School of Hygiene and Tropical
Medicine pour MASTA 2003.

13. Thavara U, Tawatsin A, Chompoosri
J. Repellency of IR3535 and DEET. J
Am Mosq Control Assoc 2001 ; 17 :
190-5.

14. Costantini C, Badolo A, Ilboudo-
Sanogo E. Field evaluation of the
efficacy and persistence of insect
repellents DEET, IR3535, and KBR
3023 against Anopheles gambiae
complex and other Afrotropical
vector mosquitoes. Trans Royal Soc
Trop Med Hyg 2004 ; 98 : 644-52.

15. Insect repellents. The Medical Letter
on drugs and therapeutics 2003 ;
45 : 41-2.

16. Insect repellents. The Medical Letter
on drugs and therapeutics 1989 ; 31 :
45-7.

17. Klun JA, Khrimian A, Margaryan A
et al. Synthesis and repellent
efficacy of a new chiral piperidin
analog : comparison with DEET and
Bayrepel activity in human-
volunteer laboratory assays against
Aedes aegypti and Anopheles
stephensi. J Med Entomol 2003 ; 40
(3) 293-9.

18. Frances SP, Nguyen Van Dun, Beebe
NW et al. Repellents against
rainforest mosquitoes. J Med
Entomol 2002 ; 39 (3) 541-4.

19. Frances SP, Cooper RD. Personal
protection measures against
mosquitoes. ADF Health 2002 ; 3 (2) :
58-63.

20.Kotwal RS, Wenzel RB, Sterling RA
et al. An outbreak of malaria in US
Army Rangers returning from
Afghanistan. JAMA 2005; 293 (6): 678.

21. Govere J. Repellent effect on An.
arabiensis. Medical and Veterinary
Entomology 2001 ; 15 : 287-92.

22.Maibach HI, Khan AA, Akers W. Use
of insect repellents for maximum
efficacy. Arch Dermatol 1974 ; 1009 :
32-5.

23.Frances SP, Waterson DGE, Beebe
NW et al. Mosquito repellents in
Australia. J Med Entomol 2004 ; 41
(3) : 414-417.

24.Koren G, Matsui D, Bailey B. DEET
based insect repellents : safety
implications for children and
pregnant and lactating women.
Jamc 2003 ; 169 (3) : 209-12.

25.Veltri J C, Osimitz T G, Bradford D
C et al. Retrospective analysis of
calls to Poison Control Centers
resulting from exposure to the
insect repellent DEET from 1985-
1989. Clin Toxicol 1994 ; 32 (1) : 1-16.

26.Mc Gready R, Hamilton KA, Simpson
JA et al. Safety of the insect
repellent DEET in pregnancy. Am J
Trop Med Hyg 2001 ; 65 : 285-9.

27. http://www.cdc.gov/travel/bugs.htm

28.Lamberg SI, Mulrennan JA. Bullous
reaction to DEET. Arch Dermatol
1969 ; 100 : 582-86.

29.Reuveni HR, Yagupsky P. DEET-
containing insect repellent, adverse
effects in worldwide use. Arch
Dermatol 1982 ; 118 : 582-3.

30.Montemarano AD, Gupta RK, Burge
JR et al. Insect repellents and the
efficacy of sunscreens. Lancet 1997 ;
349 : 1670-1.

31. http://www.hc-sc.gc.ca/pmra-arla

32.Combemale P. La prescription des
répulsifs. Med Trop 2001 ; 61 : 99-103.

33.Menon KS, Brown AE. Exposure of
children to DEET and other topically
applied insect repellents. Am J Ind
Med 2005 ; 47 (1) : 91-7.

34.Bardelay D. Mieux prescrire les
répulsifs pour se protéger des
piqûres d’arthropodes. Rev Prescr
1994 ; (14) 141 : 347-56.

35.Soto J, Medina F, Dember N et al.
Efficacy of permethrin-impregnated
uniforms in the prevention of
malaria and leishmaniosis in
colombian soldiers. Clin Inf Dis 1995 ;
21 : 599-602.

36.Deparis X, Frere B, Lamizana M et
al. Efficacy of permethrin-treated
uniforms in combination with DEET
topical repellents for protection of
French military troops in Côte
d’Ivoire. J Med Entomol 2004 ; 41 (5) :
914-21.

37. Taplin D, Meinking TL. Pyrethrins
and pyrethroids in dermatology.
Arch Dermatol 1990 ; 126 : 213-21.

38.Judge MR, Kobza-Black A. Crusted
scabies in pregnancy. Br J Dermatol
1995 ; 132 : 116-9.

39.Young D. Safety and efficacy of
DEET and permethrin in the
prevention of arthropod attack.
Military Med 1998 ; 163 (5) : 324-30.

40. Takken W. Do insecticide-treated
bednets have an effect on malaria
vectors? Trop Med Int Health 2002 ;
7 (12) : 1022-30.

41. World Health Organisation 1997.
Vector control : methods for use by
individuals and communities; 388 pp.

42.Zaim M, Aitio A, Nakashima N.
Safety of pyrethroid-treated
mosquito nets. Med Vet Entomol
2000 ; 14 : 1-5.

43.Chandre F, Darriet F, Manguin S 
et al. Pyrethroid cross resistance
spectrum among populations of
Anopheles gambiae s.s. from Côte-
d’Ivoire. J Am Mosq Control Assoc
1999 ; 15 : 53-9.

44. Darriet F, Guillet P, N’Guessan R 
et al. Impact of resistance of
Anopheles gambiae s.s. to
permethrin and deltamethrin on the
efficacy of impregnated mosquito
nets. Med Trop 1998 ; 58 (4) : 349-54.

45.Corbel V, Chandre F, Brengues C 
et al. Dosage-dependent effects of
permethrin-treated nets on the
behaviour of Anopheles gambiae and
the selection of pyrethroid
resistance. Malar J 2004; 3 (1) : 22-30.

46. Corbel V, Darriet F, Chandre F 
et al. Insecticide mixtures for
mosquito net impregnation against
malaria vectors. Parasite 2002 ; 9 :
255-9.

47. Corbel V, Chandre F, Darriet F et al.
Synergism between permethrin and
propoxur against Culex
quinquefasciatus mosquito larvae.
Med Vet Entomol 2003 ; 17 : 158-64.

48. Hougard JM, Corbel V, N’Guessan
R et al. Efficacy of mosquito nets
treated with insecticide mixtures or
mosaics against insecticide
resistant Anopheles gambiae and
Culex quinquefasciatus (Diptera :
Culicidae) in Côte d’Ivoire. Bull
Entomol Res 2003 ; 93 (6) : 491-8.

49.Pennetier C, Corbel V, Hougard JM.
Combining a non-pyrethroid
insecticide and a repellent : a new
approach for controlling Kdr
resistant mosquitoes. Am J Trop
Med Hyg 2005 (sous presse).

R É F É R E N C E S

Éric Lundwall déclare avoir un lien direct avec les Laboratoires
Osler - Insect Écran.

RÉSUMÉ Paludisme : où en est la prophylaxie d’exposition ?
Sans piqûre de moustique, il n’y pas de paludisme. L’augmentation des résistances aux médicaments antipaludiques redonne une place prépondérante
aux moyens de protection personnelle. Mais les répulsifs ne sont pas évalués comme des médicaments, et de nombreux produits disponibles
contiennent des principes actifs peu évalués, ou sous-dosés. Quant aux produits les plus actifs, DEET et Icaridine/KBR 3023, leur limite est, comme
pour un médicament, la bonne observance, sachant que la piqûre de l’anophèle est indolore et que l’homme est d’abord sensible à la nuisance.
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Annexe 9:  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Instructions et protocoles pour les bio-essais et évaluations en 

cases expérimentales 
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Annexe II 

 

 

 
PROTOCOLE TEST EN TUBE OMS1 

 
 
1. Principe du test : 
 
Le test en tube a pour but d’évaluer et de suivre sur des moustiques adultes le niveau de sensibilité à un 
insecticide (mesure de la résistance). Ce type de test permet également de comparer l’efficacité de différents 
insecticides vis à vis d’une espèce donnée ou inversement la sensibilité de plusieurs espèces de moustiques vis à 
vis d’un insecticide donné. Les résultats s’expriment en pourcentage de mortalité après 24 heures et, s’il s’agit 
d’un pyréthrinoïde, en terme de mortalité et d’effet Knock Down (effet KD). Il permet également de déterminer 
la dose diagnostique nécessaire pour l’évaluation de la résistance des moustiques sur le terrain. 
 
 
2. Matériel : 
 

• Tubes d’observation “vert” ; 
• Tubes d’exposition “rouge” ; 
• Deux (2) bagues métalliques par tube (argentée et dorée) ; 
• Tiroirs ; 
• Un (1) bouchon avec grille par tube ; 
• Un (1) aspirateur à bouche ; 
• Fiche de test « tube ». 
 

 
 
3. Préparation du test : 
 
Préparation des tubes de mise en observation “tube vert” : 

• Préparer quatre tubes par concentration plus les témoins ; 
• Mettre une feuille de papier filtre neutre dans les tubes, maintenue par deux 

bagues argentées ; 
• Fermer avec un bouchon l’une des extrémités ; 
• Mettre en place le tiroir à l’autre extrémité ; 
• Prélever les moustiques directement dans la cage au moyen d’un aspirateur 

à bouche ; 
• Faire des lots de 25 femelles et les glisser délicatement dans les tubes OMS ; 
• Fermer le tiroir du tube vert et les mettre pendant 1 heure dans une étuve 

dont la température est comprise entre 26°C et 28°C et l’humidité relative 
entre 80 et 100 % ; 

• Remplacer si besoin les moustiques morts. 
 

 
 
 

 

                                                 
1 D’après "Série de Rapports Techniques N°443 OMS  (17ème rapport GENEVE 1970)". 
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Préparation des tubes d’exposition “rouges” : 
 
PREPARER SUR UNE PAILLASSE DESTINEE AUX MANIPULATIONS 

D’INSECTICIDE 
 
Utiliser des gants à usage unique 

• Placer les feuilles de papier imprégnées d’insecticide dans les tubes rouges, 
face imprégnée à l’intérieur (données lisibles à travers le tube), 

• Faire tenir le papier avec 2 bagues dorées, puis fermer le tube avec un 
bouchon. 

 
 
4. Déroulement du test : 

• Préparer la fiche "test en tube" ; 
• Visser le tube d’exposition sur le tiroir du tube d’observation ; 
• Faire coulisser la plaque de manière à dégager entièrement l’ouverture 

(photo 5) ; 
• Souffler doucement pour faire passer les moustiques du tube d’observation 

vers le tube d’exposition (photo 5bis) ; 
• Fermer le tiroir en repoussant la plaque ; 
• Détacher le tube d’observation et le placer derrière le tube d’exposition ; 
• Laisser les tubes d’exposition en position verticale, tamis en haut pendant “1 

heure” sous un éclairage diffus modéré (photo 6) ; 
• Noter si besoin le nombre de moustiques KD à intervalles réguliers ; 
• À la fin de la période d’exposition, faire passer les moustiques dans les tubes 

d’observation de la même manière que précédemment ; 
• Conserver les tubes d’observation en position verticale pendant 24 heures 

dans une étuve sans lumière, entre 26 et 28°C et 80 à 100 % d’humidité 
(photo 7) ; 

• Après 24 heures, compter le nombre de moustiques morts. 
 

bis          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
5. Critères d’acceptation : 
 
Pour que le test soit validé la mortalité dans les tubes témoins doit être inférieur à 20 %, si celle-ci est comprise 
entre 5 et 20 % la mortalité des traités est corrigée selon la formule d’Abbott (1971). 
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PROTOCOLE TEST EN TUNNEL 

 
 
1. Principe du test : 
 
Le test en tunnel a pour but d’évaluer l’impact des moustiquaires imprégnées d’insecticides sur des moustiques 
adultes dans des conditions de laboratoire simulant les conditions du terrain (cases africaines par exemple). Les 
moustiques sont regroupés dans huit catégories : 

1. gorgés - vivants - petit compartiment ; 
2. gorgés - vivants - grand compartiment ; 
3. gorgés - morts - petit compartiment ; 
4. gorgés - morts - grand compartiment ; 
5. non gorgés - vivants - petit compartiment ; 
6. non gorgés - vivants - grand compartiment ; 
7. non gorgés - morts - petit compartiment ; 
8. non gorgés - morts - grand compartiment. 

 
Selon qu’ils sont : 

1. gorgés ou non-gorgés ; 
2. vivants ou morts ; 
3. d’un coté ou de l’autre de la moustiquaire imprégnée. 

 
L’analyse détaillée de ces données permet de noter : 

- la mortalité due à l’insecticide par détermination des moustiques morts (gorgés ou non gorgés, d’un coté 
ou de l’autre de la (paroi) moustiquaire) ; 

- le degré de protection individuelle (PI) par détermination du nombre de moustiques gorgés (vivants ou 
morts, d’un coté ou l’autre de la paroi moustiquaire) ; 

- le degré de protection collective (PC) par détermination du nombre de moustiques gorgés vivants d’un 
coté ou de l’autre de la (paroi) moustiquaire. 

Dans une moindre mesure, ces huit catégories de moustiques peuvent donner une indication sur le degré 
minimum d’irritabilité/répulsivité de l’insecticide par détermination du nombre de moustiques récoltés à 
l’extérieur de la (paroi) moustiquaire. 
Le test en tunnel utilisé par le LIN est inspiré du modèle mis au point par Elissa et Curtis2. Il a été ensuite adapté 
par le LIN pour reproduire un peu plus des conditions naturelles puis validé en Côte d’Ivoire en comparant les 
résultats obtenus en parallèle dans le dispositif en tunnel et les cases expérimentales3. 
 
 
2. Matériel : 
 
- Un tunnel en verre rectangulaire en verre de 25 cm par 25 cm de section et de 60 cm de longueur ; 
- Un cadre en carton plume de 25 cm par 25 cm ; 
- Deux armatures métalliques cubiques ; 
- Deux tulles moustiquaires tubulaires ; 
- Moustiques femelles nullipares âgées de 5 à 7 jours. 

                                                 
2 Elissa N. and Curtis C.F., 1995. Evaluation of different formulations of deltametrhin in comparison with permetrhin for 
impregnation for netting. Pesticide Science, 44: 363-367. 
3 Chandre F., Darriet F., Duchon S., Finot L., Manguin S. and Guillet P., 1999. Modifications of pyrethroid effects induced by 
kdr mutation in Anopheles gambiae s.s. Medical and Veterinary Entomology, 14,81-88. 
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3. Préparation du test : 
 
Le tunnel est divisé en deux compartiments séparés au deuxième tiers de sa longueur par des rails en aluminium. 
Une fente sur la partie supérieure du tunnel permet de glisser le cadre en carton plume. 
 
Préparer un cadre en carton plume dont les dimensions extérieures correspondent à celle des rails du tunnel qui 
recevra ce cadre. 
Découper l'intérieur aux dimensions voulues pour la manipulation (généralement 20x20 cm). 
Découper le sur-cadre aux même dimensions que le cadre en carton plume. Photo 1 
 

 
 
Photo 1 

Placer le tulle moustiquaire imprégné 
d’insecticide et percé de 9 trous à tester 
entre le carton plume et le sur-cadre. Photo 
2 Fixer l'échantillon à tester en l'agrafant 
avec les deux cadres. 
Photo 2 

 
Fermer les bords avec du ruban adhésif afin de leur permettre s’insérer dans les rails. 
Préparer dans des gobelets fermés par un tulle moustiquaire cent femelles de moustiques âgées de 5 à 7 jours, 
n’ayant jamais pris de repas de sang par tunnel. 
 
Monter les tulles moustiquaires à chaque extrémité du tunnel. Les maintenir en place au moyen d’élastique. 
 
Glisser les armatures 
métalliques dans les voiles. 
(voir photo ci contre) 
 
Mettre en place le cadre en 
carton plume contenant la 
moustiquaire dans le tunnel. 
 
 
 
4. Déroulement du test : 
 
Le test se déroulant pendant 
la nuit, le lancement doit 
donc se faire à partir de 
17h00. 
 

5 cm 5 cm 

5
cm

5
cm
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Disposer le cobaye maintenu en contention dans une cage grillagée dans le petit compartiment. 
 
Introduire les moustiques dans le grand compartiment. 
 
Après une nuit (18h00-9h00) passée dans un 
environnement chaud et humide (28°C ± 1°C et 80 
à 100 % d’humidité), les femelles sont prélevées 
dans les deux compartiments et classées selon les 
huit catégories décrites précédemment. 
 
 
Protocole expérimental: 
 
Pour un insecticide et une concentration donnés, 
on utilise simultanément trois appareils, deux 
appareils dotés d’une moustiquaire traitée à la 
concentration préconisée et un appareil doté d’une 
moustiquaire non traitée (témoin). Les différents 
paramètres d’évaluation selon les huit catégories 
énumérées précédemment s’expriment en pourcentage corrigé selon la loi des probabilités indépendantes 

ormule dite d’Abbott). 

. Critères d’acceptation :

(f
 
 
5  

 il faut que la mortalité chez les témoins soit inférieure à 20%, et leur taux de 
orgement supérieur à 45%. 

 

 
Pour que le test soit validé,
g
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APPLICATION TOPIQUE 
 
1. Principe du test : 
 
Les applications topiques sont des tests qui visent à mettre en contact forcé l’insecte avec l’insecticide pour 
permettre de déterminer la relation dose-mortalité d’un insecticide sur des moustiques adultes. Il est pratiqué 
communément chez des insectes de grande taille (glossines, punaises, etc.) et a été récemment adapté par le LIN 
pour être utilisé sur des moustiques adultes. 
Ce test fournit une mesure précise de l’activité par contact d’un insecticide, en dehors de tout autre effet lié au 
comportement de l’insecte face à l’agression insecticide. Ce phénomène est particulièrement vrai dans le cas des 
pyréthrinoïdes qui ont un effets irritant et répulsif. 
Les résultats s’expriment en pourcentage de mortalité après 24 heures d’observation. Les résultats sont corrigés 
selon la loi des probabilités indépendantes (formule dite d’Abbott). L’analyse Log-Probit des données permet 
d’établir une droite de régression et de calculer les DL 50 et 95. 
La matière active d’insecticide est dissoute dans de l’acétone, un solvant organique très volatil qui ne reste pas 
longtemps en contact avec la cuticule de l’insecte. Les concentrations d’insecticides s’expriment en nanogramme 
de matière active par mg de moustiques (ng/mg de moustique), ce qui impose au préalable la pesée des 
moustiques testés, le poids moyen est réalisé à partir d’une pesée globale de 50 moustiques. 
 
 
2. Matériel : 
 
- Une plaque réfrigérée ; 
- Deux bacs en plastique ; 
- Des pipettes pasteur en verre préparées avec 

un micro-capillaire ; 
- Plume fine d’oiseau montée sur manche en 

plastique ; 
- Petite coupelle de pesée ; 
- Moustiques femelles à jeun, âgées de 3 à 5 

jours ; 
- Fiche de test « application topique ». 

 
 
 
3. Préparation du test ; 
 

- Coller une feuille de papier sur le fond intérieur du bac plastique 1 ; 
- Dans le bac plastique 2 mettre de la glace pilée sur les ¾ de la hauteur (s’il n’y a pas de machine à glace 

préparer la veille de l’eau dans le bac et le stocker à –20°C), tasser la glace ; 
- Ajouter de l’eau sur 5 mm ; 
- Mettre le bac 1 sur la glace ; 
- Aspirer des moustiques dans une cage “roubeau” ; 
- Anesthésier les moustiques au CO² (20 à 40 secondes de jet, 30 secondes en attente) dans une boîte 

plastique hermétique ; 
- Repartir les moustiques endormis sur le fond du bac ; 
- Séparer les mâles des femelles, faire des lots de 25 femelles. 
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Le micro-capillaire calibré de 0,1 μl permet de 
déposer une micro-goutte d’insecticide sur la face 
dorsale du pronotum de femelles de moustiques 
pris isolément et maintenus en léthargie grâce à une 
table réfrigérante maintenue à environ 4°C. 
 
 
4. Déroulement du test : 
 
IMPORTANT : toujours commencer par les 
témoins, puis continuer avec l’insecticide en 
dose croissante. 
 
Déposer une série de 25 moustiques sur la table 
réfrigérante. 
À l’aide du micro-capillaire, déposer 0,1 μl 
d’insecticide sur le dessus du thorax du moustique 
(pronotum). 
Répéter l’opération pour les 25 moustiques. 
Transférer ceux-ci dans un gobelet plastique de 200 
ml recouvert d’un tulle moustiquaire sur lequel est 
déposé un coton imbibé de jus sucré. 
 
Recommencer ces opérations autant de fois que 
nécessaire pour avoir le nombre de moustique 
voulu pour chaque concentration d’insecticide. 
 
Peser 50 moustiques pour obtenir le poids moyen 
d’un moustique. 
 
À la fin du test placer les gobelets en observation 
pendant 24 heures dans l’obscurité dans une étuve 
dont la température est maintenue entre 26 et 28°C 
et l’humidité relative est comprise entre 80 et 
100%. 
 
Après ce temps, les moustiques morts sont 
décomptés. 

 

 

 
 
5. Critères d’acceptation : 
 
Pour que le test soit validé la mortalité chez les témoins doit être inférieur à 20 %, si la mortalité est comprise 
entre 5 et 20 % la mortalité des traités est corrigée selon la formule d’Abbott donnée page 3. De plus il faut 
obligatoirement obtenir quatre points exploitables pour l’analyse de la relation dose/effet (logiciel log/probit 
Analisys) pour que le test soit retenu. 
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TEST D’IRRITABILITE 

 
1. Principe du test : 
 
Le test d’irritabilité a pour but d’étudier le comportement d’un moustique vis à vis d’un insecticide à effet irritant 
(en général un pyréthrinoïde). Les tests d’irritabilité sont généralement effectués avec du papier Whatman pour 
éviter une pénétration trop importante de la matière active dans le substrat. 
 
 
2. Matériel : 
 

- Cônes standards en PVC fournis par 
l'OMS ; 

- Papier Whatman imprégné avec 
l’insecticide à tester (voir référence sur la 
fiche instruction "Préparation des papiers 
imprégnés" page 8) ; 

- Moustiques femelles à jeun, âgées de 3 à 5 
jours. 

 
 
 
3. Déroulement du test : 
 
Le calcul des temps d’envol se fait au moyen d’un programme informatique sous Excel conçu par le LIN. Lancer 
celui-ci. 
Introduire un moustique dans le cône posé sur le papier imprégné d’insecticide. La concentration retenue pour 
l’imprégnation correspond à deux fois la valeur de la dose diagnostique (dose opérationnelle) déterminée par les 
tests en tube. 
Suivre les indications données par le programme. 
Lorsque le programme indique la fin du test ôter le moustique et recommencer jusqu’à l’obtention du nombre de 
moustiques voulus. 
 

posé

envol

temps
30"0 60"t1-30" t1-60"

premier contact
avec le support fin du testt1-30" et t1-60" toujours < 256"
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EVALUATION EN CASES PIEGES (PHASE II) 

 
1. Principe de l’évaluation 
 
L’objectif de l’évaluation en phase II est de mesurer l’efficacité et la rémanence de moustiquaires imprégnées 
contre des populations naturelles d’anophèles vecteurs du paludisme. Ces évaluations sont réalisées au sein d’un 
réseau qui comporte 7 stations expérimentales dans des régions d’Afrique de l’Ouest et Centrale où les 
populations d’anophèles présentes des sensibilités différentes aux insecticides. Ainsi, il est ainsi possible d’évaluer 
l’efficacité des MII contre des moustiques porteurs de principaux les types des résistances (gène Kdr, Ace.1R, 
résistance enzymatique). 
 
2. Description des cases et de l’évaluation 
 
Les cases-pièges ont pour dimensions 3,50 mètres 
de longueur sur 2 mètres de largeur et 2  mètres de 
hauteur. Elles sont constituées d’une pièce 
d’habitation dont les murs sont en parpaings crépis 
de ciment, le sol en ciment, la charpente en bois et 
le toit en tôles ondulées. Une bâche en plastique est 
tendue en-dessous des tôles pour faciliter la capture 
des moustiques sur le plafond. Les matériaux 
employés sont habituellement utilisés pour la 
construction des maisons dans la région. Les 
maisons sont équipées de quatre ouvertures 
contrôlées (chicanes en bois) qui permettent 
l’entrée des moustiques dans la case, mais 
empêchent leur sortie, et d’une véranda piège en 
moustiquaire rigide, l’équivalent d’une porte de 
sortie pour les moustiques (photo 1).  
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Pour mener une évaluation insecticide en phase 2 du protocole WHOPES, l’étude doit être agréée par le comité 
d’éthique des autorités nationales du pays (ministère de la santé). Chaque nuit, une personne s’installe dans une 
case-piège traitée ou non et y demeure de 20 heures à 5 heures. Lors de la première capture, les dormeurs sont 
tirés au sort pour leur emplacement dans les cases-pièges, puis procèdent à une permutation à chaque séance 
suivant un carré latin pour éviter l’attraction 
personnelle de chaque captureur d’influer 
sur les résultats. Les captures sont faites à 
partir de 5h30. Lors des captures, les 
moustiques sont récoltés individuellement 
dans des tubes puis identifiés et triés en 
différents lots (morts/vivants ; à 
jeun/gorgés) et étiquetés en fonction du lieu 
de la capture: à l’intérieur et à l’extérieur de 
la moustiquaire, sur les murs et le plafond 
de la case et dans la véranda-piège (tableau 
1). Les après-midi qui précèdent les nuits de 
capture, chaque case-piège est 
soigneusement nettoyée pour éliminer  les 
moustiques pouvant être présents ainsi que 
d’éventuels prédateurs (araignées, fourmis). 
 
 
 
 
 
Dans les cases-pièges, quatre indicateurs entomologiques sont utilisés pour évaluer l’influence des insecticides 
(tableau 2) : 
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- effet dissuasif ou déterrent = réduction du taux d’entrée, obtenu en comparant les nombres de moustiques 
capturés dans les cases traitées et dans les cases témoins ; 
 
- effet d’expulsion ou d’exophilie induite = augmentation du taux de sortie, obtenu en relevant le nombre de 
femelles récoltées dans les vérandas-pièges et dans les maisons elles-mêmes, ce qui permet de chiffrer l’exophilie 
naturelle (cases témoins) et l’exophilie induite par la présence d’un insecticide ; 
 
- effet d’inhibition du gorgement = réduction du taux de gorgement, obtenu en comparant le nombre de 
femelles gorgées avec le total de spécimens capturés, ce qui permet d’évaluer leur taux de gorgement dans les 
cases témoins et celles traitées ; 
 
- effet létal = augmentation du taux de mortalité. Les femelles récoltées mortes (mortalité immédiate) sont 
identifiées et comptées juste après leur capture. Les femelles prises vivantes sont mises en observation pendant 
24 heures au laboratoire dans des gobelets en plastique pourvus d’un tampon d’eau miellée. Les moustiques 
morts en observation constituent la mortalité différée. La mortalité globale est obtenue par le cumul des 
mortalités immédiate et différée. 
 
 
Tableau 1 : Fichier type de saisie quotidienne des données. 
 
Immediate observations Control Control

Night n° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Date
Unfed
Blood Fed
Unfed
Blood Fed
Unfed
Blood Fed
Unfed
Blood Fed
Unfed
Blood Fed
Unfed
Blood Fed

Additional mortality after 24 Hours 

Night n° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Date
Unfed
Blood Fed
Unfed
Blood Fed
Unfed
Blood Fed

Into hut N° Dead

Under Net N° Dead

Under Net
N° Live

N° Dead

Veranda N° Dead

Veranda
N° Live

N° Dead

Into Hut
N° Live

N° Dead

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2 : Tableau récapitulatif des résultats sur la durée totale de l’évaluation. 
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INSTRUCTIONS & PROTOCOLES POUR LES BIO ESSAIS 

 

Control Treat1? Treat1? Treat2? Treat3? Treat4? Treat5?
N females caught   
Deterrency deterrency (%) -   

inside hut 0 0 0 0 0 0 0
Exophily inside veranda 0 0 0 0 0 0 0

inside net 0 0 0 0 0 0 0
inside net (%)        
exophily (%)        
95% Conf. limits        
P       
induced exophily (%) -       
multiplied by -   

Blood feeding blood fed 0 0 0 0 0 0 0
blood fed (%)        
95% Conf. limits        
P       
blood feeding inhibition (%) -       
divided by -       
blood fed dead 0 0 0 0 0 0 0
blood fed dead / blood fed (%)        
blood fed dead /total (%)        
P   

Mortality overall mortality 0 0 0 0 0 0 0
overall mortality (%)        
95% Conf.limits        
P       
corrected for control (%) -       
95% Conf. limits -       
mortality unfed 0 0 0 0 0 0 0
unfed dead / total dead (%)        
unfed mortality / total (%)        
P       
corrected for control (%) -       
immediate mortality 0 0 0 0 0 0 0
ratio immediate / total mortality (%)        
immediate mort. / total (%)        
P       
corrected for control (%) -    
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