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AVANT-PROPOS



Avant-Propos

L'entomologie médicale s'attache a 1'étude des arthropodes impliqués dans les
zoonoses dans le but de prévenir les maladies affectant 'homme et les animaux (James et
Harwood, 1969).

Un arthropode vecteur joue un rdle obligatoire dans la transmission d'une
affection puisqu'il est le si¢ge de la multiplication ou de la transformation de 1'agent
pathogene. Il constitue un maillon indispensable de la chaine épidémiologique sans lequel
la transmission de l'affection s'interrompt.

Pour lutter contre les maladies a transmission vectorielle, on fait encore largement
appel a des mesures dirigées contre les populations vectrices - soit qu'il n'existe encore
aucun moyen thérapeutique efficace contre 1'agent pathogene, soit que ces moyens ne
suffisent pas.

En outre, les méthodes de lutte antivectorielle représentent souvent le moyen le plus
efficace, le plus pratique & mettre en oeuvre et le moins onéreux pour combattre la
maladie (Anonyme, 1985).

A cet égard, il est nécessaire d'acquérir une bonne connaissance de la biologie et de
I'écologie du vecteur en tenant compte du role important que I'homme peut jouer a ce
niveau (Anonyme, op. cit. ).

I1 ne faut pas oublier en effet que dans de nombreux cas, c'est 'homme lui-méme qui
s'est créé ses propres probleémes de Santé Publique. Ainsi les moustiques qui vivent
normalement dans l'eau des trous de rochers ou d'arbres, ont trouvé dans des pneus de
voitures abandonnés, des boites de conserves vides et autres abris artificiels, des habitats
de choix.



Du fait de l'urbanisation incontrdlée, les populations de Culex, le vecteur principal de la
filariose de Bancroft, ont augmenté 2 la fois en Afrique et en Asie.

Le paludisme sévit dans des quartiers mal urbanisés situés 2 la périphérie des villes, des
jardins, les eaux de surface a usage agricole qui y subsistent abritant d'importantes
populations vectorielles (Doumenge, 1989).

L'aménagement en eau est €galement li€ a la présence de 'homme : l'irrigation des
cultures a augmenté sans que le probléme d'évacuation du surplus soit réglé, le stockage
de l'eau dans des containers souvent non fermés permet le développement des larves
d'Aedes aegypti et par voie de conséquence celui des éventuels agents pathogénes que
ces vecteurs peuvent transmettre, le virus de la fievre jaune n'étant pas des moindres.

1l importe aussi d'approfondir nos connaissances en ce qui concerne les effets des
traitements sur les populations cibles afin de mieux les contrdler et d'en optimiser les
résultats.

Lorsqu'on analyse I'efficacité d'un insecticide sur une population vectrice, on a tendance
a en examiner l'effet immédiat mais il est indispensable de s'interroger sur le devenir des
individus qui ont pu survivre a une dose supposée létale de produit.

On ne peut faire abstraction de ce probleéme, tant dans le domaine de I'agriculture que
dans celui de la Santé Publique, dans la mesure ol tous les traitements ne sont jamais
efficaces a2 100 % du fait de 1a perte de I'efficacité du produit liée aux sous-dosages et aux
dilutions, dues aux eaux de pluie par exemple.

La destruction totale des insectes n'est pas toujours atteinte.

La fraction survivante peut présenter des désordres fonctionnels plus ou moins profonds
et durables désignés sous le nom d'effets sublétaux (Riviere, 1977).

Les doses sublétales semblent pouvoir affecter une population par trois voies : en
agissant soit sur la capacité des individus traités a survivre, ou a se reproduire soit sur la
constitution génétique de la génération suivante (Moriarty, 1969).

Dans le cadre de la transmission d'un organisme pathogéne par un vecteur, la

question est de savoir si les désordres fonctionnels provoqués chez l'arthropode par le
traitement sont favorables ou non a cet organisme, c'est-a-dire si la capacité vectorielle du
vecteur s'en trouve réduite ou bien accrue.
Un certain nombre de facteurs sont susceptibles d'agir dans la détermination de la
capacité vectorielle : 1a réceptivité du vecteur au parasite, les préférences trophiques, la
longévité du vecteur, la fréquence des repas, la durée de l'incubation extrinséque, la
densité de 1a population vectorielle, la dispersion du vecteur et la résistance éventuelle du
vecteur aux moyens de lutte mis en oeuvre.
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Avec l'apparition puis le développement du phénomene de résistance aux
insecticides chez de nombreuses especes vectrices et du fait de l'inquiétude croissante
soulevée par la pollution de I'environnement qu'entraine I'emploi abusif des insecticides,
on a vu se développer un certain nombre de méthodes de lutte nouvelles fondées sur
l'utilisation de nouveaux agents chimiques ou biologiques.

Parmi les nouveaux composés qui ont fait leur apparition, citons les régulateurs de
croissance qui agissent sur la physiologie de leur cible.

Ces insecticides que l'on a appelés les "pesticides de la troisieéme génération”, possedent
des propriétés écologiques intéressantes qui ont contribué a en répandre 'utilisation dans
le domaine de 'agriculture.

Malheureusement leur introduction au sein des stratégies de lutte antivectorielle est lente.

Notre travail constitue une nouvelle approche de 1'étude des effets de ces produits
sur leur cible. Nous essayons d'apporter des éléments de réflexion quant 2 la nécessité de
mieux connaitre I'ensemble des effets des régulateurs de croissance sur l'insecte-cible, en
particulier au niveau de sa capacité vectorielle et de son potentiel reproducteur, de sorte
que les traitements en soient optimisés.

C'est ainsi que dans une premitre partie, nous avons analysé les effets d'un

traitement A doses sublétales sur le potentiel reproducteur d'un moustique, Aedes aegypti,
vecteur majeur de la fievre jaune et de la dengue.
L'intérét de notre travail réside davantage dans la perspective de montrer que, sur
I'ensemble d'une population traitée, la fraction qui survit pourrait présenter un potentiel
reproducteur réduit contribuant au fil des générations a en abaisser le niveau en-dessous
d'un seuil ol la transmission ne présente plus un risque d'épidémisation, que dans le
simple fait de pouvoir confirmer I'existence de troubles fonctionnels.

Nous avons ensuite abord¢ la question des effets du traitement sur 1a compétence
vectorielle d'A. aegypti vis-a-vis d'une filaire de rongeur, Molinema dessetae afin
d'évaluer l'intérét général des effets combinés de ces produits sur la capacité vectorielle
de ce moustique.

Nous avons vérifi€, dans une derniére partie, l'innocuité des traitements sur
certaines espéces non-cibles présentes dans une mare naturelle située dans l'enceinte du
centre de recherches de 'ORSTOM a Bondy.
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Introduction

1 -Aedes aegypti

L'ensemble des moustiques constitue parmi les Dipteéres Nématoceres la famille
des Culicidae. 11 s'agit d'une famille bien homogene comprenant 2 800 2 3 000 especes
réparties dans le monde entier.

Les Culicidés constituent le groupe de vecteurs le plus important en Santé
Publique. 1Is sont impliqués dans la transmission du paludisme, de la fi¢vre jaune et de la
dengue, de nombreuses encéphalites arbovirales, des filarioses lymphatiques.

Ces maladies, et le paludisme en premier, constituent de véritables fléaux dans les pays
en voie de développement.

Les conséquences de 1'activité des moustiques sur l'histoire de I'humanité sont
considérables et il convient en outre de leur ajouter un poids économique non moins
considérable.

Aedes aegypti Linné, 1762, que nous nous proposons d'étudier, appartient 2 la
sous-famille des Culicinae. Celle-ci regroupe des vecteurs de maladies virales, de
filarioses humaines et animales ainsi que des especes piqueuses pas forcément vectrices
de maladies.

Le genre Aedes comprend environ 870 espéces réparties dans le monde entier.
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A. aegypti est l'espece vectrice majeure du virus de la fievre jaune. Elle est aussi
vectrice des virus de la dengue, du virus Chikungunya en Afrique et en Asie tropicales,
qui entraine des syndromes voisins de ceux de la dengue.

Elle est impliquée dans la transmission de quelques filarioses lymphatiques.

1.1 - Données biologiques

Les stades immatures et adultes du moustique évoluent dans deux milieux
totalement différents : les formes immatures (oeufs, larves et nymphes) ont besoin d'un
milieu aquatique tandis que le moustique adulte a une vie terrestre et aérienne. La
morphologie des différents stades est en rapport direct avec ces modes de vie. Les
moustiques colonisent tous les types d'eau : fraiche, salée, potable, polluée.

Les femelles seules sont hématophages.

Nous illustrons le cycle biologique général du moustique par la figure 1 suivante.

1.1.1 - Les stades pré-imaginaux

La femelle pond ses oeufs a la surface de 1'eau ou sur les bords des gites.
Les oeufs d'Aedes présentent une particularité intéressante : ils supportent la dessication.
Les femelles pondent sur les bords des gites ou en pleine eau et quand le gite est asséché,
les oeufs restent accrochés sur les parois ou au fond.
Quand le gite est remis en eau, les oeufs éclosent.

Cela permet le maintien de l'esp¢ce dans des régions ol la durée de la saison seche est
plus grande que l'espérance de vie des femelles.

Les larves éclosent donc simultanément apreés une période de "dormance” plus ou moins
longue.

Les larves, détritiphages, ont une croissance discontinue et subissent quatre mues.
Comme pour toutes les espeéces de moustiques, la durée du développement larvaire
dépend de la température, de I'abondance de 1a nourriture et de la densité des larves au
sein du méme gite. En effet les larves sont perturbées par la surpopulation par leur propre
espece, la vitesse de leur développement se réduit ainsi que la taille moyenne des adultes
qui en résultent (Riviere, 1988).

La croissance A 28°C dure environ 7 jours.
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MOUSTIQUE ADULTE

7 — \
L
- -
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- @
OEUFS NYMPHE

LARVE

Figure 1 : Cycle biologique général du moustique.

Les larves sont munies de siphons respiratoires postérieurs qui leur permettent de
respirer l'air extérieur.
Elles se nourrissent sur le fond des gites contrairement aux larves d'anopheles .

Au cours de la derniére mue, la nymphe apparait. C'est un stade qui ne se nourrit
pas, qui est trés mobile et qui engendre I'adulte aprés environ 48 heures.
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1.1.2 - Les adultes

Les mailes émergent d'abord au cours des premitres 24 heures qui suivent la
nymphose. Ils copulent 14 a 24 heures aprés I'émergence lorsque la rotation de 180° de
leur genitalia est achevée (Clements, 1963).

Les femelles bien que réfractaires A l'insémination pendant 48 a 72 heures
s'accouplent dés le premier jour de leur émergence et les spermatozoides sont stockés
dans les spermathéques qui sont au nombre de trois chez Aedes aegypti .

Les males et les femelles se nourrissent de sucs végétaux mais cette seule
nourriture ne permettrait pas aux femelles de pondre. Il leur faut prendre un repas
sanguin lors de chaque cycle ovarien. Seul ce repas apporte aux femelles les protéines
nécessaires 2 1'élaboration des oeufs (Detinova, 1963 ; Clements, 1963).

La maturation des oeufs a lieu au cours de la digestion du repas de sang pour les
espeéces anautogeénes et les oeufs sont fécondés au moment de leur passage dans
I'oviducte.

Chaque repas est suivi 48 heures aprés environ d'une ponte. L'intervalle séparant deux
pontes est appelé cycle gonotrophique.

1.2 - Données écologiques

Aedes aegypti existe ou a existé dans un passé récent dans toutes les régions
tropicales et subtropicales du monde. Originellement forestier de 1'Afrique de l'ouest,
ayant ses gites larvaires dans les creux des arbres, les plantes a feuilles engainantes et les
creux des rochers, il doit sa trés large distribution mondiale a son adaptation étroite a
I'homme, a sa capacité d'évolution dans des gites artificiels a faible teneur en matiéres
organiques et a 1'extraordinaire résistance de ses oeufs a survivre hors de 1'eau.

On le trouve dans toute I'Afrique au sud du Sahara mais aussi en Asie, en Amérique du
sud et en Océanie. En fait ce moustique est actuellement présent dans des zones ou la
pluviométrie annuelle moyenne est supérieure a 400 mm.

C'est une espece sténotope et elle est donc présente dans une grande variété de
gites domestiques et sauvages. Cependant les gites naturels ne semblent pas Etre
générateurs de populations trés importantes et ce sont donc le plus souvent des facteurs
liés a l'anthropisation qui sont a l'origine des plus gros foyers stégomyens.
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La présence des gites domestiques est li€e au stockage dans des jarres de l'eau de
boisson ou de macérations médicamenteuses extrémement favorables aux larves.

Les gites péridomestiques correspondent 2 toutes sortes d'objets présents autour des
habitations et des décharges.

Quant aux gites sauvages, ce sont les trous d'arbres, les noix de coco, les coquilles
vides, les terriers de crabes et tout autre endroit dont l'activité est étroitement liée au
régime hydrique (Cordelier et al., 1974). Il semble qu'une eau peu polluée soit
nécessaire et que la présence d'éléments végétaux soit attractive.

L'espece se répartit dans des zones oll le climat permet son existence dans des gites
naturels, hors de tout contact humain et aussi d'une répartition dans des zones ou les
coutumes de stockage de l'eau des populations présentes assurent en quelque sorte
1'élevage familial du vecteur.

C'est donc 'homme qui assure la survie d'A. aegypti (Hamon et al., 1971).

1.3 - Importance vectorielle

Un vecteur naturel peut étre plus ou moins efficace dans la transmission d'un agent
pathogene. La capacité vectorielle d'un vecteur donné est le résultat de plusieurs
phénomenes : aptitude 3 s'infecter, 3 assurer le développement du parasite, 2 le
transmettre et d'un certain nombre de facteurs extrinséques et intrinséques qui
conditionnent chacun des trois phénomenes cités.

La réceptivité du vecteur pour le parasite, ses préférences trophiques, la fréquence
des repas, sa longévité, la densité de la population vectorielle ou encore son éventuelle
résistance aux insecticides sont autant de facteurs qui vont intervenir dans la
détermination de la capacité vectorielle.

La présence du parasite dans 'hémolymphe est un élément nécessaire mais non
suffisant. Interviennent en outre deux facteurs, I'un plus qualitatif tenant a I'infectivité de
l'agent pathogeéne pour l'arthropode, 'autre plus quantitatif, qui introduit la notion de
seuil d'infectivité, au-dessous duquelun vecteur néanmoins compétent ne pourra
s'infecter.

La "barri¢re intestinale” est un obstacle important qui tend 2 limiter le passage du
parasite vers I'hémolymphe du vecteur.
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D'autres barri¢res peuvent ensuite intervenir pour bloquer la transmission, comme la
"barriére salivaire" : si la transmission se fait par injection de salive, le vecteur ne devient
infectant que si le parasite 2 la fin de son développement envahit les glandes salivaires. 1l
arrive que ce passage ne puisse se faire. La transmission d'un agent pathogéne par un
vecteur dépend d'un certain nombre de facteurs. En agissant sur la physiologie du
vecteur, les traitements insecticides pourraient modifier la capacité vectorielle.

Nous aborderons plus particulierement ici, I'importance des filarioses humaines.
Ce sont des affections causées par la présence dans les tissus des vertébrés, de vers
parasites nématodes, les filaires.
Ces parasitoses atteignent 200 millions de personnes dans le monde et sont trés diverses.

Citons :
- I'onchocercose, deuxi¢me cause de cécité dans le monde, liée a la présence
d'Onchocerca volvulus ;
- la filariose de Bancroft, filariose lymphatique due & Wuchereria bancrofti a
laquelle sont exposés 10 millions de personnes ;
- 1a loase induite par Loa loa dont la manifestation la plus impressionnante est le
passage du vers adulte sous la conjonctive oculaire ;
- la dracunculose, helminthiase afro-asiatique, due & Dracunculus medinensis,
qui est respohsable de longues immobilisations en milieu rural.

Les vecteurs des filarioses appartiennent 3 différents genres d'insectes. Culex,
Anopheles, transmettent la filariose de Bancroft ainsi qu'Aedes et Mansonia mais dans
d'autres zones géographiques, le Chrysops (Tabanidae ), transmet la loase et les
simulies, I'onchocercose.

En ce qui concerne la dracunculose, I'homme se contamine en buvant de 1'eau contenant
des Cyclops (crustacés) parasités

Nous rappellerons bri¢vement le cycle général des filaires.
Les vers adultes vivent dans le systéme lymphatique (W. bancrofti ) ou la peau (O.
volvulus et Loa loa ) tandis que les embryons ou microfilaires circulent dans le sang ou
la peau selon les especes.

En fait, I'apparition des microfilaires dans le sang est le plus souvent périodique.
Lorsque le vecteur prend un repas de sang sur un sujet filarien, il absorbe dans le méme
temps les microfilaires (mf) circulantes.
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Les microfilaires effectuent un cycle obligatoire a l'intérieur du vecteur qui les
conduit 2 maturation dans la trompe de ce dernier. Lors d'un repas ultérieur, ces filaires
devenues infestantes seront injectées dans un nouvel hote vertébré.

Le nombre de filaires qui atteignent la téte du vecteur 2 maturité ne dépend pas
seulement du nombre de microfilaires ingérées. Il existe en effet un certain nombre
d'obstacles au développement des filaires chez le vecteur.

Tout d'abord, les microfilaires peuvent étre dilacérées par les pieces buccales de
I'insecte au moment de la piqtre.

Ensuite, la coagulation rapide du sang ingéré et la formation de la membrane
péritrophique peuvent empécher celles qui ont atteint 'estomac du vecteur, de traverser la
paroi stomacale. Brengues et Bain (1972) montrent que chez Wuchereria bancrofti , les
deux tiers des microfilaires restent bloqués dans 1'estomac d'Anopheles gambiae .

Selon la filaire et le vecteur, le rendement parasitaire (RP), défini comme la
proportion de microfilaires qui passent dans 1'hémocele (MP) par rapport au nombre de
microfilaires qui ont essayé de traverser la paroi stomacale (MI), varie.

On peut observer une augmentation du RP, traduisant le phénomene de facilitation décrit
pour le couple Anopheles gambiae - Wuchereria bancrofti .

Au contraire, chez les couples Aedes aegypti - W. bancrofti et Simulium damnosum -
O. volvulus , le nombre de MI augmente mais le RP diminue et on parle de limitation. Ce
processus de régulation a été étudié en prenant comme modele expérimental, le couple A.
aegypti - Molinema dessetae (Bain et Chabaud, 1975) que nous envisagerons par la
suite.

Dans le cas de la limitation, Pichon et al. (1975) ont démontré que le nombre moyen de
MP ou de stades infestants (L3) tendait vers une limite supérieure notée H, quelque soit
le nombre de ML

Cette valeur mesure la réceptivit€é du vecteur pour son parasite A un stade de son
développement. Par exemple, pour le couple Aedes polynesiensis - W. bancrofti , la
valeur de H pour les L3 est 20 alors que pour le couple Culex quinquefasciatus -W.
bancrofti , cette valeur est 0,3.

Les microfilaires qui ont atteint I'hémocele gagnent les muscles alaires, les tubes de
Malpighi ou le tissu adipeux pour poursuivre leur développement.
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Celui-ci peut alors encore étre bloqué par des phénomeénes encore mal expliqués. Dans
certains cas, comme celui de W. bancrofti chez Culex quinquefasciatus, les filaires
subissent des processus de dégénérescence ou d'encapsulation qui font avorter leur
maturation en larves infestantes. Cela n'a pas été€ observé dans le cas d'O. volvulus.

La réalisation du développement complet du parasite requiert finalement une
derniere condition : la longévité du vecteur doit étre suffisante. On observe parfois un
phénomene paradoxal : si le parasite est peu abondant, sa présence semble induire
I'augmentation de la longévité du vecteur (Pichon et al., 1980 b). 1l ne semble donc pas
que la présence du parasite nuise & son vecteur mais cela reste a vérifier car la
pathogénécité d'un parasite pour son vecteur est difficile 3 mettre en évidence
expérimentalement.

La modélisation de ces phénomenes permet de quantifier les relations hote-parasite
et de rendre compte de certaines caractéristiques fondamentaux de 1'épidémiologie des
filarioses. Ceci est trés important si 1'on veut ensuite évaluer les effets des traitements
insecticides sur le développement d'un parasite et sa transmission.

2 - Les moyens de lutte antivectorielle

Classiquement en mati¢re de lutte antivectorielle on distingue les méthodes de lutte
chimiques, biologiques ou écologiques selon que 1'on fait appel a des agents chimiques,
biologiques ou encore i 'aménagement de l'environnement.

2.1 - Méthodes chimiques

Bien que le terme "insecticide" n'ait ét€ créé€ que depuis une centaine d'années, nos
ancétres n'avaient pas attendu pour lutter efficacement contre les insectes.
Le jus de tabac était déja utilis€ au XVIII¢me si¢cle en Europe de I'ouest pour lutter
contre les insectes ravageurs des cultures.
Les Perses découvrirent trés tot les propriétés insecticides des fleurs de Chrysanthemum
roseum, 2 la base des pyréthrinoides actuels, mais c'est sculement au XIXe&me siécle que
le secret de la "poudre persane” fut importé en Europe (Busvine, 1966).
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Ces méthodes traditionnelles qui suffisent 3 un usage domestique, présentent
'avantage d'étre peu toxiques pour les vertébrés.

En 1892 l'américain Howard constate que l'application d'un film de pétrole sur
l'eau tue les larves de moustiques. D'autres traitements & base de substances d'origine
minérale comme le vert de Paris, de sels de métaux lourds ou de composés a base
d'arsenic, furent également exécutés .

Grice aux progres techniques, il fut ensuite possible d'isoler le principe actif des
composés d'origine végétale, d'en analyser les propriétés et de synthétiser des molécules
analogues. Ainsi le principe actif du pyréthre a €té isolé au début de notre si¢cle
(Busvine, 1966).

Depuis lors, de nombreuses molécules ont été synthétisées dont la plus connue est
le DDT (Figure 2).
Nous devons la découverte de cette molécule au chimiste Ziedler en 1870 mais c'est
seulement en 1940 que Miiller met en évidence son pouvoir insecticide.
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Figure 2 : Formule développée d'un organochloré, le DDT.

Les premiers succes spectaculaires de cet organochloré ont conduit a la fabrication d'un
grand nombre de composés de ce type comme la dieldrine et le YHCH. Peu coiiteux,
relativement stables et d'utilisation facile, leur application en Santé Publique s'est
intensifi€e et généralisée avec le lancement en 1956-1957 du programme mondial
d'éradication du paludisme. Entre 1938 et 1961, la production d'insecticides a été
multipliée par 100 aux Etats-Unis.

Malheureusement dés 1946 Wiesmann signale 1'apparition d'individus résistants chez
Musca domestica L. en Suéde et rapidement le nombre des especes résistantes augmente.
La syntheése de molécules nouvelles devenait donc indispensable.

Les insecticides organophosphorés succeédent aux organochlorés entre 1950 et
1960. Les plus connus sont le téméphos, le chlorpyrifos ou encore le malathion (Figure
3). Dégradables, ils possédent néanmoins une rémanence importante.
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Figure 3 : Formule développée d'un organophosphoré, le malathion.

En 1963, les carbamates viennent élargir la gamme des insecticides. Le propoxur
appartient a cette nouvelle famille qui agit par effet de "knock-down" c'est-a-dire en
paralysant immédiatement I'insecte (Figure 4).
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Figure 4 : Formule développée d'un carbamate, le propoxur.

Pourtant la résistance aux organophosphorés et aux carbamates fait
progressivement son apparition parall¢lement a la meilleure connaissance de la toxicité de
ces composés sur les vertébrés. En effet, dans I'ensemble, les insecticides chimiques que
nous venons de voir ont tous pour cible le systtme nerveux des invertébrés mais aussi
celui des vertébrés.

Devant l'augmentation croissante du nombre des especes résistantes aux
insecticides et les problémes écologiques liés a l'utilisation abusive d'insecticides
rémanents li€e A 1'agriculture, la 23¢me assemblée mondiale de la Santé recommande en
1970 1a mise au point de nouvelles méthodes de lutte antivectoriclle (Anonyme, 1982).

De nouveaux produits viennent renforcer l'arsenal : ce sont les pyréthrinoides,
dérivés de syntheése de la pyréthrine, et les régulateurs de croissance.

Les pyréthrinoides présentent eux aussi une toxicité importante pour les
mammiferes mais ils sont utilisés contre les insectes a des doses tres nettement inférieures
a celles qui auraient des conséquences graves d'ou leur succes actuel tant au niveau des
insectes "domestiques" que des poux par exemple (Figure 5).
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Figure 5 : Formule développée d'un pyréthrinoide, la deltaméthrine.

Les régulateurs de croissance représentent quant a eux, 1'espoir d'une stratégie de
lutte nouvelle en raison de leur spectre d'action étroit. Nous envisagerons plus
longuement l'intérét de ces produits au cours du paragraphe 3.

En réalité, plus que de nouvelles molécules dont la synthése représente un énorme effort
financier, il devient nécessaire de mettre au point de nouvelles stratégies de lutte.

Ainsi, il est possible d'utiliser plusieurs insecticides chimiques en rotation ou en mélange
de sorte que I'apparition de nouvelles résistances soit ralentie.

Il existe maintenant également de nouvelles techniques d'application comme les
pulvérisations en aérosols & volume ultra-faible (VUF) ou les brouillards thermiques qui
sont particulierement efficaces lorsque le vecteur est exophile, exophage et
péridomestique (Anonyme, 1985).

2.2 - Méthodes biologiques

Les techniques biologiques sont connues depuis trés longtemps. Elles sont fondées
sur l'existence d'ennemis naturels des vecteurs tels que les prédateurs, les compétiteurs
ou les agents pathogeénes qui régulent les populations.

D'autres techniques faisant appel & des manipulations génétiques ouvrent aussi des
perspectives nouvelles en matiére de lutte contre les vecteurs.

La connaissance d'insectes prédateurs d'autres insectes est ancienne, le travail
bénéfique pour les cultures que les coccinelles accomplissent vis-a-vis des pucerons n'est
pas un fait nouveau, mais leur utilisation expérimentale n'a commencé qu'au si¢cle
dernier.

Ces techniques ne peuvent étre appliquées avec efficacité que si les espeéces
entomophages et les agents pathogénes sont bien déterminés ainsi que leur biologie.

Leur utilisation dans le domaine de l'agriculture est déja trés importante et elle a fait
l'objet d'un nombre considérable de travaux. Nous limiterons notre propos au seul cas
des moustiques.



2.2.1 - Prédateurs

L'emploi des poissons larvivores contre les Culicidés est fortement encouragé.
Gambusia affinis a ét€ introduit en Europe, au Moyen Orient, aux Etats Unis et en
Afghanistan ot il est largement utilisé contre les Anopheles dans les rizieres. Ce poisson
est capable de consommer une grande quantité de larves et de survivre en leur absence.
Le gupy, Poecilia reticulata, a été utilis€ avec succes en Italie, en Grece, en Iran et aux
Etats Unis (Quelennec, 1974).

Cependant il faut rester conscient des limites de ces agents de lutte, leur pleine efficacité
n'étant réelle que dans des points d'eau permanents de petite taille de préférence. Ils
seraient peu performants contre un vecteur comme Anopheles gambiae dont la pupart
des gites sont trés temporaires.

En revanche, certains Cyprinodontidae dont les oeufs supportent la dessication seraient
utilisables dans des gites temporaires.

D'autres Culicidés sont considérés comme des prédateurs. Ce sont les
Toxorhynchites sp. dont les adultes ne piquent pas mais se nourrissent du nectar des
plantes tandis que leurs larves sont carnivores 2 tous les stades et dévorent les larves des
autres moustiques.

Les essais réalisés jusqu'a présent en ce qui concerne la lutte contre Aedes polynesiensis,
vecteur de filariose de Bancroft en Polynésie, n'ont pas eu tout le succeés que l'on
espérait (Riviere et al., 1979).

2.2.2 - Agents pathogeénes

L'identification d'agents pathogénes des insectes remonte a2 1602 avec la
découverte d'un parasite interne chez Pieris rapae (L.) interprété comme tel seulement en
1706 (Doutt, 1964).

Dans le domaine de la lutte biologique, les plus prometteurs sont les champignons et les
nématodes qui sont tous des parasites obligatoires des vecteurs chez lesquels on les
trouve. IIs regroupent également les protozoaires, les virus et les bactéries.

Les champignons

De nombreux types de champignons sont utilisables en lutte antivectorielle. Les
plus efficaces appartiennent au genre Coelomomyces. 1ls ont été isolés principalement
chez des moustiques et certaines especes présentent une spécificité tres étroite.
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Les larves de moustiques subissent une forte mortalité consécutive 2 I'apparition dans
I'hémoctle des sporanges détruisant massivement certains organes et le tissu adipeux.
Ces sporanges proviennent d'un mycélium cloisonné qui envahit toute la larve (Laird,
1962).

Le développement de Coelomomyces est intéressant car ce champignon peut se
propager, entretenant un niveau modéré a élevé de destruction des larves. Lors de
certains essais, on a observé des mortalit€s supérieures & 90 % (Anonyme, 1982).
Cependant ces champignons ont un cycle biologique complexe qui exige la présence d'un
crustacé (ostracode ou copépode), infecté par les zoospores, forme de propagation, en
plus de celle d'un moustique rendant ainsi 1'étude et 1'évaluation de leur activité plus
difficiles.

Les nématodes

Tous les nématodes dont on envisage actuellement l'utilisation comme agents de
lutte biologique contre les moustiques et les simulies appartiennent A la famille des
Mermithidés. Trois especes font actuellement 1'objet de recherches dont la plus connue
est Romanomermis culicivorax. Les essais sur le terrain ont montré que pour étre efficace
a long terme, R. culicivorax doit étre appliqué plusieurs fois pour que son recyclage soit
possible.

L'étude d'un autre nématode Mesomermis flumenalis efficace contre les larves de
Simulium venustum a été conduite aux Etats-Unis. Le taux de parasitisme enregistré au
laboratoire n'a jamais dépassé€ 80 % or on sait que dans la nature un taux de parasitisme
de 50 % n'a aucun effet sur une situation hyperendémique d'onchocercose.

Les traitements fondés sur l'utilisation de cet agent ont donc peu de chances d'éwre
efficaces (Molloy et Jamnback, 1977).

Les protozoaires

Les protozoaires qui offrent des perspectives pour la lutte antivectorielle
appartiennent essentiellement a la classe des microsporidies.
Au laboratoire de Bondy, les oeufs d'Anopheles stephensi sont lavés au formol 0,01 %
avant d'étre mis en élevage afin d'éliminer les microsporidies qui s'y trouvent
naturellement et qui augmentent la mortalit€ larvaire (Elissa, 1990).
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Les virus

L'utilisation des virus comme agents de lutte biologique est possible.
On a isolé plus de 600 virus chez les ravageurs des cultures mais seulement quelques
douzaines chez les vecteurs de maladies.
Des progres ont été accomplis ces dernieres années pour améliorer les méthodes de
production.

Les bactéries

L'intérét de 1'utilisation des bactéries comme agents toxiques repose sur les spores
et les toxines qu'elles produisent et sur leur caractere de spécificité.
Ces toxines agissent sur les insectes par ingestion mais sont inoffensives pour la faune
non-cible en particulier pour I'hnomme. On peut les appliquer pratiquement dans tous les
types d'habitat ou il est possible d'épandre des insecticides.
En matiére de lutte contre les vecteurs de maladies, on connait deux especes : Bacillus
thuringiensis et Bacillus sphaericus.
11 existe plusieurs variétés de Bacillus thuringiensis. Ainsi dans le domaine de la lutte
contre les moustiques c'est B. thuringiensis var. israelensis qui se montre la plus
efficace.
Dans l'espéce B. sphaericus, on ne connait jusqu'a maintenant que des variétés efficaces
contre les moustiques.

IIs ont été utilisés tous les deux plusieurs fois avec succes sur des populations de
moustiques et de simulies (Karch, 1987 ; Hougard, 1988).

Ces deux bactéries produisent au cours de leur sporulation une ou plusieurs protéines
toxiques qui s'assemblent généralement en cristaux. Apres ingestion de la spore par les
larves de moustiques, les cristaux sont progressivement dissous.

Les cellules du mésentéron des larves sont la cible des toxines. Elles dégénerent
progressivement avec une forte vacuolisation du cytoplasme qui aboutit A I'éclatement de
la cellule dans la lumiére de l'intestin.

La dégradation du tissu épithélial, la modification de la perméabilité membranaire ainsi
que les altérations cytologiques du systeme nerveux et de la structure musculaire
entrainent la mort de l'insecte (Monteny, 1990).

La production de ces bactéries peut étre facilement résolue dans des installations
typiques de fermentation en milieu liquide ou solide stérile.
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Un seul probléme subsiste, celui de leur sédimentation au fond des gites traités qui tend a
étre un facteur limitant a leur utilisation optimale. Des améliorations de leur formulation
sont donc nécessaires.

Leur emploi est plus délicat que celui des insecticides conventionnels et notamment
en raison de 1'importance des contrdles de qualité qui doivent étre des plus rigoureux. Il
importe & ce sujet, de mettre au point des normes adéquates pour les produits
commerciaux contenant des agents biologiquement actifs. Les techniques de titrages
biologiques doivent étre standardisées car il est nécessaire de pouvoir comparer les
résultats.
Il faut également accorder une attention toute particuliére au comportement et a la
bionomie du vecteur par rapport aux populations ennemies naturelles, au potentiel de
recyclage de certains agents qui doit étre favorisé tout en étant contrdlé afin d'assurer la
permanence de la lutte. En outre, il est toujours délicat d'introduire un nouvel élément
dans un écosystéme naturel et, par ailleurs, il est toujours possible que 1'agent de lutte
biologique trouve un €quilibre avec celui qu'il doit éliminer.

Ces dernieres années, des travaux ont été entrepris concernant la biologie
moléculaire des protéines de toxines afin de déterminer les génes responsables de leur
synthese et de trouver les conditions de transformation de différents organismes hotes
susceptibles d'exprimer ces protéines et de subsister dans le milieu, améliorant ainsi
l'efficacité des insecticides biologiques.

S'il reste encore beaucoup de progrés a faire en ce qui concerne la production de
masse de ces agents, les résultats obtenus avec B. thuringiensis et B. sphaericus pour
lutter contre les moustiques, sont d'ores et déja trés prometteurs.

2.2.3 - Manipulations génétiques

Des croisements interspécifiques entre membres d'un complexe d'espéces peuvent
aboutir 2 la production d'hybrides stériles miles et femelles.

11 est possible d'envisager l'utilisation de telles hybridations dans la nature a
condition que les hybrides soient plus compétitifs, ce qui a priori n'est pas évident
comme en témoigne la tentative effectuée en Haute-Volta en 1968 : environ 300 000
méles hybrides d'Anopheles gambiae B et Anopheles melas avaient été lachés sans réel
succes (Quelennec, 1974).
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On peut plus simplement procéder a des lichers de miles préalablement stérilisés
par irradiations aux rayons gamma par exemple, par le froid, ou encore avec certains
produits chimiques (Quelennec, 1974).

Le succeés d'un programme de lutte contre une myiase du bétail provoquée par
Cochliomyia hominivorax aux Etats Unis a contribué a lancer un grand nombre
d'études. La destruction de ce vecteur en Floride avait été obtenue par des lichers répétés
de males stérilisés aux rayons X (Mouchet, 1978 ).

11 faut noter que C. hominivorax ne semble s'accoupler qu'une seule fois et que les
conditions géographiques se prétaient bien 2 un tel succes.

D'autres techniques reposent sur l'introduction de souches réfractaires a un agent
pathogene. Les lachers de telles souches pourraient introduire dans une population
sauvage une incapacité a transmettre I'agent pathogéne.

Des souches présentant des génes létaux pour les descendances pourraient étre
introduites de la méme fagon.

2.3 - Méthodes écologiques

Les méthodes écologiques font appel & des manipulations visant 3 modifier les
facteurs environnementaux ou leurs interactions avec I'homme. Leur finalité est de
prévenir ou de réduire au minimum la propagation des vecteurs ainsi que les contacts
homme - vecteur - agent pathogéne (Anonyme, 1985).

De telles méthodes présentent un grand nombre d'avantages a condition que les ouvrages
mis en place soient utilisé€s et entretenus convenablement et qu'ils ne causent pas d'effets
préjudiciables 2 la qualité de l'environnement.

Elles supposent une parfaite connaissance de 1'écologie des moustiques et de la
dynamique de leurs populations ainsi que de I'épidémiologie des maladies transmises.

11 convient donc d'étudier I'habitat des moustiques si on entend les attaquer efficacement.

En Polynésie, on a limité 1'extension des gites 3 Cératopogonidés en construisant
des digues 2 la jonction eau de mer-eau de ruissellement, empéchant ainsi I'accumulation
des sédiments saumdtres, gites de prédilection de ces insectes (Mouchet et Bellec, 1990).
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Une expérience se poursuit dans 1'état de Kerala en Inde, dans le cadre d'une
campagne de lutte contre Brugia malayi . Au cours de cellei, le traitement des malades a
été€ couplé€ a I'élimination des plantes aquatiques qui servent de support aux Mansonia
vecteurs de la maladie, ce qui témoigne de l'importance de l'organisation qui doit
entourer ces campagnes de lutte (Mouchet et Bellec, 1990).

La protection des maisons par moustiquaires, les mesures individuelles d'hygiéne,
la mise en place d'obstacles mécaniques et des équipements nécessaires 2
'approvisionnement en eau et 2 son évacuation sont, quant 2 elles, des mesures qui
tendent & limiter le contact homme-vecteur.
En ce qui conceme les moustiquaires, leur utilisation est ancienne mais leur imprégnation
par des pyréthrinoides est une méthode nouvelle qui donne de bons résultats comme le
montrent les résultats obtenus au Burkina-Faso avec une baisse de 90 % de la
transmission du paludisme et des effets durables (Carnevale et al., 1988).

L'apparition des phénomenes de résistance des espéces aux insecticides et les
préoccupations écologiques font que ces méthodes qui avaient pratiquement disparu avec
I'avénement des insecticides chimiques, sont 3 nouveau utilisées et intégrées aux
stratégies de lutte.

Les inconvénients des opérations d'aménagement de l'environnement tiennent
principalement au cofit élevé des investissements et i la durée nécessaire a leur mise en
oeuvre.

En outre la modification des caractéristiques topographiques, hydrologiques et
biologiques d'un biotope ne peut pas étre sans influence sur le milieu. Or il n'est pas
possible de déterminer avec exactitude quelles en seront les conséquences.
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3 - Les régulateurs de croissance

Les régulateurs de croissance, comme nous l'avons déja mentionné, appartiennent
a la catégorie des nouveaux insecticides, dits de remplacement, dans lesquels de grands
espoirs ont été placés.

Le principe de la lutte au moyen de régulateurs de croissance ou IGR (Insect
Growth Regulators) est fond€ sur la connaissance du mode d'action des hormones qui
contrdlent le développement de tout organisme.

Les hormones agissent a de tres faibles doses et on sait que 1'apport exogéne
d’hormone dans un organisme entraine des déséquilibres de la balance hormonale a
l'origine de trés importantes perturbations physiologiques.

On peut alors espérer que l'introduction dans 'environnement de substances agonistes
d'hormones pourra avoir des effets comparables.

C'est I'entomologiste Williams qui, en 1956 apres la célebre démonstration par
Wigglesworth de l'existence d'un contréle endocrine de 1a mue chez Rhodnius prolixus,
suggeére le premier que les hormones pourraient présenter un potentiel insecticide
(Stockel, 1975).

La bonne utilisation de ces produits va dépendre de la connaissance que 1'on a pu
acquérir quant a la physiologie et I'endocrinologie des moustiques car, il importe que les
étapes au cours desquelles il est possible d'appliquer ces produits soient bien
déterminées.

3.1 - Présentation

11 existe deux familles de régulateurs de croissance :
- les analogues des hormones juvéniles (AHJ) ;
- les inhibiteurs de la mue.

Contrairement aux insecticides conventionnels qui agissent généralement sur le
systéme nerveux, les régulateurs de croissance ont pour site d'action les tissus-cibles des
hormones.
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Dans les deux cas, ce sont des substances qui permettent de lutter contre les insectes
grice aux interactions qu'ils provoquent avec la croissance et le développement.

IIs sont principalement actifs sur les stades larvaires et surtout par ingestion de
matiere active adsorbée sur des particules en suspension.
Plus que par leur toxicité directe, ils se caractérisent pas leur effet retard : ils ne
provoquent pas de mortalité immédiatement apres le traitement mais plutdt au cours des
mues suivantes.

Les régulateurs de croissance n'agissent pas selon un mode d'action unique, et en
outre, leurs effets finaux aussi sont différents : effets morphogénétiques (Arias et Mulla,
1975), prolongation des stades larvaires (Akai et Kobayashi, 1971), inhibition de
I'entrée en diapause (Bowers et Blickenstaff, 1966), stérilité permanente des femelles
(Slama, 1971), inhibition du processus de mélanisation des nymphes (Busvine et al.,
1976).

Ces produits présentent un certain nombre d'avantages parmi lesquels on peut citer
en premier lieu leur caractére non polluant : généralement biodégradables, ils
interviennent en outre & des doses trés faibles, de sorte que le probléme de leur
accumulation dans la nature ne se pose pas.

L'activité de ces produits ne se manifesterait que dans 1'embranchement des
Arthropodes ce qui implique a priori 1'absence de risques pour I'homme et les
mammiferes. La spécificité des inhibiteurs de croissance est encore plus importante dans
la classe des insectes et selon le produit, elle peut méme aller jusqu'a I'ordre, la famille
ou encore l'espece (Stockel, 1975).

Rappelons tout d'abord les points les plus importants du controle hormonal de la
croissance et du développement.
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3.2 - Les hormones du développement

Le développement des insectes est sous le contrle d'un systéme neuroendocrine
qui comprend des centres neurosécréteurs au sein du systéme nerveux central, associés a
des organes neurohémaux, les corpora cardiaca et a des glandes endocrines, les corpora
allara et les glandes prothoraciques (Raccaud-Schoéller, 1980 ; Jennings, 1983 ;
Stockel, 1975 ; Slama, 1971).

Quand les conditions de croissance et les conditions écologiques nécessaires sont a
leur optimum, certaines cellules de la pars intercerebralis du cerveau élaborent un
neuropeptide : I'hormone prothoracotrope (PTTH) qui est stockée dans les corpora
cardiaca. Sa libération permet une activation des glandes prothoraciques qui produisent
I'hormone de mue ou ecdysone.

Les corpora allata sécrétent une hormone responsable du maintien des caractéres
larvaires, I'hormone juvénile, dont la syntheése et la libération sont controlées par des
neuropeptides d'origine cérébrale, les allatotropines. L'ecdysone et I'hormone juvénile
sont A leur tour libérées dans I'hémolymphe ol elles iront stimuler leur tissu cible.

Cette succession d'événements peut étre schématisée comme suit (d'aprés Koolman,
1990) :

stimulus extérieur

iid

cellules neuro site de synthése de
sécrérices la PTTH
ite thése et l .
csile s::rést}i’:n d:: ) corpora site de sécrétion
cardiaca de laPTTH
hormones
juvéniles l
site de synthese et
corpora glandes pro- 4
allata thoraciques mf::“ de

l

[ » tissu cible
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3.2.1 - Les hormones juvéniles

Les hormones juvéniles (HJ) sont apparentées au farnésol, dérivé terpénique en
C15. Elles présentent une fonction époxy en C10, C11 et un radical méthyl ester en C1.

Actuellement, on connait 5 hormones juvéniles qui différent les unes des autres par la
longueur des chaines fixées sur les carbones 3, 7 et 11 (Figure 6).

HJI (C18) HJII (C17)

JHIII (C16)

Figure 6 : Formules développées des cinq hormones juvéniles
mises en évidence jusqu'a 'heure actuelle.
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La production de ces hormones est cyclique comme nous pouvons le voir sur la
figure 7 qui illustre la situation observée en particulier chez Manduca sexia .

mue libération apolyse nymphose
de PTTH ' |

42me stade larvaire (jours) 5¢me stade larvaire (jours)
induction de la détermination synthdse de la
i cuticulc nymphale
synthése de la cellulaire nymphale ymp
cuticule larvaire . début de 2 difTérenciation des

disques imaginaux

Figure 7 : Représentation des variations des titres de 1'ecdysone et de la HJ et des
événements épidermiques résultants au cours des 4¢me et S¢me stades larvaires chez
Manduca (d'apres Riddiford, 1981).

Elle est forte au début de chaque stade larvaire puis elle s'abaisse sans devenir nulle
sauf au cours du demnier stade, ce qui provoque la différenciation des structures
nymphales ou adultes correspondant a la métamorphose.

La qualité de la mue est donc déterminée par la présence ou 'absence de 'hormone
juvénile.

Le role des HJ dans le controle de la reproduction a été suggéré par Larson et
Bodenstein en 1959 (Fuchs et Kang, 1981).
Chez les moustiques, ou la vitellogenése a lieu au stade adulte, les corpora allata
sécretent une HJ juste aprés 1'émergence qui est nécessaire a la maturation ovarienne
(Lea, 1963) : elle permet aux follicules d'atteindre le stade dit quiescent dans lequel ils
resteront jusqu'au repas de sang (Gwadz et Spielman, 1973).

Apres le repas de sang, on observe A nouveau une sécrétion de HJ impliquée dans
la synthese des protéines nécessaires au développement des oeufs par le tissu adipeux
(Flanagan et Hagedorn, 1977).
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3.2.2 - Les ecdystéroides

L'hormone de mue ou ecdysone a été extraite en 1954 par Butenandt et Karlson a
partir de chrysalides de Bombyx mori, sa structure chimique a été déterminée 10 ans plus
tard par les rayons X.

L'ecdysone est un stéroide particulier qui présente le squelette complet du
cholestérol et plusieurs fonctions hydroxyles ainsi qu'une fonction cétone (Figure 8 (1)).

(1) : Ecdysone (2) : 20 - hydroxyecdysone

(3) : Makistérone

Figure 8 : Formules développées de quelques ecdystéroides présentant
une fonction hormonale semblable parmi les arthropodes.

Les glandes prothoraciques élaborent l'ecdysone qui est sécrétée dans
I'hémolymphe.
L'ecdysone est hydroxylée en position C20 par de nombreux tissus ol elle donne
naissance 2 la 20-hydroxyecdysone (20E) (Figure 8 (2)).
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La concentration de ces hormones chez les insectes est trés variable selon l'espéce,
mais au sein d'une méme espece, elle varie également en fonction du stade de
développement (Horn, 1971). La figure 7 présentée dans le paragraphe précédent illustre
bien ce phénomene.

Chez certains Hémipteres, Hyménopteres et Dipteres phytophages, la makistérone
A dérivée du campestérol (Figure 8 (3)) remplace la 20E. De nombreuses molécules
chimiquement apparentées a 1'ecdysone ont ét€ découvertes chez les animaux et les
végétaux constituant la famille des ecdystéroides (Koolman, 1990).

Les ecdystéroides sont impliqués dans le controle des mues larvaires, nymphale et
imaginale. Ils agissent sur ' ADN nucléaire en induisant la synthése de nouveaux ARN
qui vont coder pour des protéines enzymatiques et structurales impliquées dans les
processus de croissance et de différenciation.

Clest au début des années 1970 que Hagedorn avance I'hypotheése de l'existence
d'une sécrétion d'ecdysone par les ovaires mettant ainsi en évidence le rdle des
ecdystéroides dans la reproduction chez les adultes femelles (Riddiford et Truman,
1978).

Les cellules de la pars intercerebralis émettent avant le repas un facteur neurohémal
de nature peptidique connu sous le nom de Egg Development NeuroHormone (EDNH)
(Lea, 1972). Celui-ci est stocké dans les corpora cardiaca (CC).

Apres le repas, 'EDNH est libérée par les CC pour stimuler la production d'ecdysone
par les ovaires (Lea, op. cit. ).

L'ecdysone synthétisée dans les ovaires est déversée dans I'hémolymphe vers le
tissu adipeux rendu compétent a son action par la HJ comme nous 1'avons mentionné
précédemment. Elle est alors hydroxylée en 20E pour stimuler la vitellogenese (Hagedorn
et al., 1975).

Les protéines vitellines sont sécrétées dans 'hémolymphe puis capturées par les oocytes.
I1 semble d'ailleurs qu'a ce niveau, les HJ soient encore impliquées (Riddiford et
Truman, 1978).

On constate donc que c'est 'action gonadotrope de ces deux hormones qui
conditionne la vitellogenése.
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Le processus de la reproduction est un phénomeéne aussi complexe que celui de la
mue et de la métamorphose, il n'est d'ailleurs pas encore élucidé dans sa totalité.

Nous donnons ci-dessous une représentation schématique de 1'action de I'hormone
juvénile et de I'ecdysone sur la reproduction, inspirée de Hagedorn (1974) et de Flanagan
et Hagedom (1977) :

émergence
|
activation des corpora allata
!
HJ repas sanguin
|
co.ri gras o::res cerveau
| | !
COIpS gras ovaires

compétent en stade quiescent — EDNH

“

ecdysone
vitellogénine

h¥

ovaires »  matwration des 00Cytes

Ainsi, nous sommes en présence d’hormones & double fonction : régulation du
développement larvaire et régulation de la reproduction.

Le systtme endocrine qui contrdle le développement des insectes et leur
reproduction présente donc un certain nombre de points qui peuvent servir de cible a des
insecticides comme les inhibiteurs de croissance (Raccaud-Schoéller, 1980).
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3.3 - Les analogues de 1'hormone juvénile

Ce sont en général des composés biodégradables, instables a la lumiere. La plupart
sont des composés lipophiles avec une solubilité dans I'eau assez faible (1 mg /1 a
25°C). Ces produits sont cependant rapidement redistribués dans 1'eau par adsorption sur
des particules organiques ou non.
Ils agissent par ingestion et par contact, leur nature lipophile leur permettant de pénétrer
facilement la cuticule.
Actuellement, le produit le plus prometteur et le plus utilisé est le méthopréne.

On constate que l'application des AHJ & des stades larvaires finaux est la plus
efficace. Le processus de la métamorphose est alors bloqué de fagon irréversible.

L'effet principal observé est la réduction de I'émergence.

Ces composés agissent sur la fécondité des femelles ainsi que sur la viabilité des
oeufs (Arias and Mulla, 1975 ; Edwards, 1975).
Le blocage du développement embryonnaire s'observe aussi bien chez les Orthopteres,
les Hémipteres, les Lépidopteres que chez les Coléopteres (Stockel, 1975).

Les différences d'action sur les diverses especes d'insectes dépendent de nombreux
facteurs dont trois apparaissent importants : la perméabilité du tégument, les transports
extracellulaires et intracellulaires et la capacité des AHJ a se lier aux récepteurs des HJ.

Nous n'aborderons pas les AHJ plus longuement dans la mesure ou ils n'ont pas
fait I'objet de notre travail.

3.4 - Les antagonistes des ecdystéroides

Parmi tous les produits synthétisés jusqu'a maintenant, c'est le diflubenzuron qui a
donné les résultats les plus favorables et il commence 2 étre largement utilisé (Figure 9).

0 0

F
Il 0
e @l

F

Figure 9 : Formule développée du diflubenzuron.
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L'examen des coupes histologiques d'insectes trait€s au moyen des inhibiteurs de
la mue révele une perturbation de la formation de la cuticule. Il semble que I'endocuticule
soit altérée de telle sorte que son épaisseur reste anormalement faible. Il en résulte une
fragilisation du tégument et les individus restent bloqués au sein de leur exuvie
(Grosscurt, 1978).

Plusieurs hypotheses ont été proposées quant au mode d'action de ces composés :
inhibition de la synthése de la chitine (Post et al., 1974) par action sur la chitine-
synthétase (Hajjar et Casida, 1979 ; Van Eck, 1979) ou sur le métabolisme des glucides
et des protéines hémolymphatiques (Soltani, 1990), augmentation de I'activité de la
chitinase (Ishaaya et Casida, 1974), inhibition du métabolisme des ecdystéroides (Yu et
Terri¢re, 1977) ou enfin inhibition de la prolifération des cellules épidermiques
imaginales et de la synthe¢se de I'ADN (Soltani et al., 1984). Les IGR pourraient agir
directement sur les enzymes comme la chitinase ou les enzymes associées au
métabolisme de la chitine, mais ils pourraient aussi interférer avec le métabolisme de
I'normone de mue pour agir secondairement sur les enzymes.

Du fait de I'interaction de ces produits avec les processus de synthese cuticulaire,
un effet est possible au niveau de la membrane péritrophique.
C'est le cas chez Locusta migratoria (Clarke et al., 1977), ol on constate une
augmentation de l'apparence fibreuse s'accompagnant d'une fragilisation de la membrane
péritrophique et d'une réduction de poids. Le changement de texture de la membrane
péritrophique pourrait s'expliquer par une activité au niveau de la synthe¢se de la chitine.
11 pourrait y avoir réduction de la longueur des chaines de chitine ou diminution de la
cohésion de 'ensemble des chaines, entrainant une mauvaise incorporation des protéines
cuticulaires.
Finalement on observe une réduction globale du taux de chitine et de protéines qui
entraine une perte de poids.

Les inhibiteurs de la mue qui agissent par ingestion, sont utilisés comme larvicides.
Tous les stades larvaires sont en général sensibles 2 leur action, ce qui implique que 1'on
peut les utiliser sur des populations asynchrones avec une meilleure efficacité.

Chez certaines especes cependant, on a observé une activité par application topique
parfois méme plus efficace que par ingestion. C'est le cas avec Spodoptrera littoralis
(Grosscurt, 1978).
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La mortalité se produit lors de la mue qui suit le traitement mais si la concentration
utilisée est faible, les effets peuvent se manifester sur les mues suivantes ou sur la mue
larve-nymphe ou encore nymphe-adulte.

Parmi les substances testées, d'autres ont montré une activité ovicide, certaines ont
provoqué la stérilit€ chez les adultes. L'activité ovicide s'observe aussi bien par contact
direct des oeufs avec le produit que par l'intermédiaire de la femelle.

Dans ce cas, elle dépend de 'dge de la femelle, de la concentration et de la formulation du
produit. La sensibilité des oeufs est plus forte lorsqu'ils sont encore jeunes.

Chez certaines espéces, les individus se révélent capables de sortir de leur exuvie
mais ne peuvent ensuite se mouvoir (Lochouarn, 1990).

Le diflubenzuron peut étre utilisé a des doses variant de 7,5 2 200 g (mati¢re active)
par hectare pour lutter contre les 1épidopteres dont beaucoup constituent des fléaux en
agriculture ou en sylviculture comme la chenille processionnaire, Thaumetopoea
pityocampa . 1l révéle également une activité importante sur les Dipteres. Cependant
d'autres espéces ne peuvent étre atteintes, les doses requises étant trop élevées (2,2 kg
(matiére active) / hectare pour lutter contre Trichoplusia ni ), ou les gites étant
inaccessibles au traitement : les larves se nourrissant par exemple 2 l'intérieur des feuilles
des plantes qu'elles détruisent (Grosscurt, 1978).

3.5 - Intérét de leur utilisation

Les IGR constituent des insecticides de remplacement que 1'on devrait pouvoir
associer aux stratégies de lutte intégrée.
Leur spécificité étroite, comme leur biodégradabilité et leur action sur la physiologie de
l'insecte les rendent écologiquement intéressants.

Si I'éradication du vecteur n'a pas ét€ obtenue, les perturbations physiologiques qui
résultent du traitement restent intéressantes dans la mesure ot elles peuvent affecter la
longévité, la reproduction et peut-€tre méme la capacité vectorielle de l'insecte.

Les régulateurs de croissance qui perturbent le développement des larves pourraient
avoir un effet chez 1'adulte au niveau d'organes qui sont soumis a un controéle hormonal
du méme type que celui du développement larvaire, les organes génitaux par exemple.
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Si les organes reproducteurs des survivants sont affectés par le traitement, on peut
espérer voir le niveau général de la population s'abaisser jusqu'd un seuil ou la
transmission des agents pathogénes véhiculés serait réduite.

On espérait que les insectes ne développent pas de résistance vis-3-vis de ces
composés. En fait ce probleme doit, semble-t-il, étre reconsidéré, non pas que les
insectes deviennent résistants mais parce que l'on a observé des phénomenes de
résistance croisée avec d'autres insecticides.

Une résistance croisée avec le diflubenzuron a ét€ pour la premiére fois mise en évidence
en 1972 par Cerf et Georghiou avec des souches de Musca domestica résistantes aux
organophosphorés, aux carbamates et aux organochlorés (Grosscurt, 1978).

Cependant les niveaux de résistance obtenus, de 1'ordre de 10 fois & des niveaux encore
plus importants, semblent difficilement interprétables compte tenu de 1'incertitude quant a
la quantité d'insecticide ayant véritablement pénétré. Les tests exécutés avec des souches
de Culex quinquefasciatus et Aedes aegypti résistantes au DDT donnent d'ailleurs des
niveaux de résistance beaucoup moins importants. Ils sont respectivement de 3,2 et 2,1.

Enfin, les expériences réalisées pour tester 'effet des IGR sur la faune non-cible
ont donné des résultats trés favorables a leur application.

Les copépodes, les ostracodes (Cypris ) et les cladoceres (Daphnia ) que 'on trouve dans
les mémes biotopes que les larves de moustiques ne semblent pas sensibles a 1'action du
diflubenzuron (Mulla et al., 1975).

On observe en général une légeére réduction de leurs populations mais 1'espece affectée
recouvre toujours rapidement le niveau d'abondance qui était le sien avant le traitement.
Quant aux larves de libellules, le traitement est sans effet sur elles.

Les études de l'effet de ces produits sur les Oligochetes et les Hirudinés montrent
'absence de toxicité (Ali et Lord, 1980).

De la méme fagon, 'effet des traitements sur les Rotiféres semble négligeable (Apperson
etal., 1978).

En ce qui concerne les algues, elles ne semblent pas affectées bien que I'on observe alors
une diminution du taux de fixation de 'azote dans les cultures (Apperson et al., op. cit.).

Les IGR apparaissent également sans danger pour les mammiféres comme en
témoignent les résultats de la campagne pilote menée 3 Hawai pour 1'éradication de
Haematobia irritans (Beadles et al., 1975).



42

L'introduction de capsules de méthopreéne dans l'alimentation du bétail a compleétement
inhib€ le développement des mouches dans leurs déjections. Des résultats identiques ont
été obtenus en introduisant l'insecticide dans I'eau de boisson du bétail.

L'efficacité des traitements s'observe pendant 3 A 5 semaines : la persistance de ces
produits dans la nature varie avec leur composition et les facteurs extérieurs.

Apperson et al. (1978) montrent que 35 jours apres le traitement, on retrouve encore des
traces de diflubenzuron dans 1'eau. Cette persistence est attribuée 2 la température et au
pH modérés de I'eau.

On ne retrouve pas de trace de diflubenzuron dans les sédiments recouvrant les fonds des
gites, ce qui suggere qu'il est rapidement dégradé avant ou au moment de sa pénétration.

Ainsi, bien que l'on reproche aux régulateurs de croissance leur faible stabilité,
facteur contribuant pourtant a en limiter 1'accumulation dans l'environnement, et qu'il
semble impossible de les utiliser en tant qu'unique moyen de lutte, les avantages qu'ils
offrent méritent d'étre étudiés.

4 - Présentation de l'étude

Nous venons de dégager un certain nombre de problémes auxquels sont
confrontés ceux qui luttent actuellement contre les vecteurs et qui constituent les
fondements de notre étude.

Nous avons vu que les efforts ne doivent plus se concentrer exclusivement sur la
recherche de nouveaux insecticides, mais aussi sur 1'amélioration des méthodes de
traitement.

Les régulateurs de croissance offrent la possibilité de cibler davantage 1'intervention
sur les especes que 1'on souhaite éliminer mais leur utilisation optimale implique de
parfaire nos connaissances quant aux mécanismes par lesquels ils agissent.

L'étude des effets des régulateurs de croissance a long terme sur les populations
résiduelles nous semble constitucr une étape importante a intégrer dans le choix du
produit.
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Les deux IGR que nous avons utilisés au cours de notre étude et que nous
présentons dans le chapitre suivant, 'OMS 2017 et le diflubenzuron, sont considérés
comme des antagonistes de I'ecdysone, appartenant 2 la famille des substitués de 1'urée.

Nous avons donc considéré ces produits aussi bien comme des régulateurs de la
croissance que comme des régulateurs de la reproduction chez le moustique afin
d'apporter des éléments nouveaux concernant leur activité sur la fécondité et la fertilité
des femelles.

Nous avons aussi ét€ amenés a envisager l'effet possible des produits testés sur la
production des ecdystéroides qui jouent un role de double contrble de la croissance et de
la reproduction chez le moustique. Il est en effet intéressant de déterminer dans quelle
mesure ces effets sont liés a une perturbation de la production des ecdystéroides
Les taux d'ecdystéroides ont ét€ mesurés par une méthode enzymo-immunologique, plus
sensible que les méthodes radio-immunologiques.

Un autre aspect du probléme a retenu notre attention. Il s'agit de 1'étude des effets
des traitements insecticides sur la capacité vectorielle des moustiques.
Connaissant la finesse des mécanismes qui régissent le développement de l'agent
pathogene 2 l'intérieur de l'insecte, on ne peut manquer de s'interroger sur le devenir de
vecteurs potentiels ayant survécu a I'impact d'un traitement insecticide. Cette question a
été€ peu abordée jusqu'a présent.

Notre propos est de tenter de déterminer dans quelle mesure un traitement
insecticide peut favoriser ou au contraire inhiber les processus de vection.
Pour ce faire, nous avons choisi comme modele, le couple Molinema dessetae - Aedes
aegypti et nous avons analysé différents parametres (taux d'infestation, rendement
parasitaire, distribution des filaires) nous permettant d'évaluer l'effet des traitements sur
la dynamique de la transmission.
Les résultats de cette étude sont comparés a ceux obtenus avec un autre modele : le virus
de la dengue 2 - Aedes aegypti .

Enfin, dans la mesure ou le choix des régulateurs de croissance s'inscrit dans les
préoccupations actuelles visant a limiter les risques de pollution de 1'environnement et
donc a préserver 1'ensemble des especes vivantes de notre planéte, nous avons tenu 2
analyser I'impact des insecticides utilisés sur deux espéces non-cibles.



CHAPITRE 1
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Chapitre 1
Matériel et méthodes

1 - Aedes aegypti : techniques d'élevage

Ce moustique treés anthropophile constitue fréquemment une nuisance par sa seule
abondance. 1l est le vecteur majeur de 1a fi¢vre jaune et de la dengue.

Nous avons utilis€¢ pour notre étude la souche GKEP fournie par le Museum
d'Histoire Naturelle ; elle est en élevage au laboratoire depuis 1976.
Cette souche originaire du Ghana a été spécialement sélectionnée pour la transmission des
filaires de reptiles.

1.1 - Les oeufs

La ponte a lieu 2 & 3 jours apres le repas sanguin des femelles.

Les oeufs sont pondus sur une bande de papier filtre de 26 cm x 7 cm qui recouvre les
parois internes d'un pondoir de plastique a l'interface de 1'eau. Ils sont récoltés trois fois
par semaine : 'eau des pondoirs est vidée de telle sorte qu'il reste quelques centimetres
cubes d'eau dans le fond.

Les pondoirs sont alors stockés dans un endroit humide afin que l'eau s'évapore
lentement pendant que l'oeuf poursuit son développement. Lorsque le papier filtre est
sec, il est plié et stocké jusqu'a son utilisation. On peut ainsi conserver les oeufs pendant
une période de 3 mois environ.
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Quand on a besoin de matériel, on met une bande pondoir dans une cuvette de
plastique contenant 1,5 1 d'eau bien froide (choc thermique) et quelques milligrammes
d'acide ascorbique. En effet une réduction du taux d'oxygene dissout dans l'eau stimule
I'éclosion (Christophers, 1960). L'acide ascorbique (ou vitamine C) qui est un capteur
d'oxygene, permet de provoquer cette réduction d'oxygeéne.

Quand les oeufs ont éclos, on répartit les jeunes larves dans des cuvettes en
plastique contenant 1,5 1 d'eau a raison de 150 larves environ par cuvette. Ces cuvettes
sont maintenues dans une pi¢ce ol il regne une température de 28°C + 1°C.

1.2 - Les larves

Les larves sont nourries une fois par jour avec de la poudre de biscuit pour souris

finement tamisée. Les cuvettes sont recouvertes d'un couvercle de plastique ou de tulle.
A 28°C, les larves atteignent le stade nymphal en 7 jours.
Il est trés important que les larves contenues dans les cristallisoirs ne soient pas en
surpopulation. Dans de telles conditions, leur croissance serait ralentie, les nymphes
présenteraient alors une réduction de leur taille, qui se retrouverait au stade adulte. On
remarque en outre que dans ce cas, les populations ne se développent pas en harmonie :
les tailles des larves pour un méme stade varient énormément.

1.3 - Les nymphes

Les nymphes sont récoltées deés leur apparition au moyen d'une pipette a poire.
Elles sont mises dans des gobelets de plastique de 200 ml qui sont ensuite introduits dans
des cages recouvertes de tulle ol émergent les adultes.

1.4 - Les adultes

L'émergence se produit 48 heures apres la nymphose. Les adultes sont maintenus
dans une pi¢ce a une température de 26°C + 1°C et 65 % d’humidité relative.
Des leur émergence, les adultes se nourrissent avec une solution de glucose a 10 %
contenue dans un tube ol plonge un papier filtre plissé. Le tube est changé 3 fois par
semaine.
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Les mailes se nourriront sur cette solution pendant toute leur vie alors que les
femelles doivent, pour pondre, prendre un repas de sang. C'est en effet le repas de sang
qui conditionne le développement des ovaires & maturité,

Les femelles prennent 3 fois par semaine un repas sanguin sur un cobaye qui est
déposé, emmailloté dans un manchon de tulle, sur le dessus de la cage.

2 - Les régulateurs de la croissance et du développement
utilisés

Nous avons choisi pour notre travail deux composés : 'OMS 2017 et le
diflubenzuron (DFB).

L'OMS 2017 n'est plus synthétisé en raison de son efficacité relative dans la nature mais
les résultats préliminaires que nous avions enregistrés étaient suffisamment intéressants
pour nous inciter & poursuivre nos études. En outre, les effets des régulateurs de
croissance different d'un produit a I'autre rendant ainsi 1'étude comparée intéressante.
Selon Gaaboub er al (1981), les effets du diflubenzuron sur la fertilité des femelles
d'Aedes aegypti semblent d'ailleurs tout a fait opposés a ceux que l'on obtient avec
I'OMS 2017.

2.1 - L'OMS 2017

Nous avons peu d'informations sur ce composé récemment synthétisé mais qui n'a
jamais été commercialisé (Guillet, 1985 ; Hougard, 1988).
11 nous a été envoyé par I'OMS et nous le présentons ici sous son nom de code.

De formule chimique globale CigH12N2CIl4F,203, c'est un dérivé de 1'urée,
1égerement soluble dans 1'eau. Il est peu toxique pour les mammiferes : la DL aigué€ chez
le rat est supérieure 3 4000 mg / kg par voie orale.

La figure 10 illustre sa formule développée qui s'écrit : 1-(3,5-dichloro-4-(2,2-
dichlorocyclopropylméthoxy)-phényl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)-urée.
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Figure 10 : Formule développée de 'OMS 2017

11 se présente sous la forme d'une poudre mouillable a 25 % de matiere active (WP
25 %). 11 a été€ utilisé en Cote d'Ivoire sur des larves du complexe Simulium damnosum
(Hougard, 1988).
Sur des larves de simulies de stade VI-VII avec un temps de contact de 60 minutes
(évaluation A échelle réduite), le taux de réduction d'émergence augmente avec la dose.
On observe 28,4 % de réduction d'émergence 2 0,1 mg /1, 40,6 % 4 0,33 mg /1 et
649% almg/l
Quand on réduit le temps de contact A 10 minutes, l'efficacité de 'OMS 2017 diminue et
on n'observe guére plus de 50 % de réduction d'émergencea 2 g/ 1.

2.2 - Le diflubenzuron

C'est actuellement le seul IGR A connaitre une large utilisation notamment en
agriculture sous le nom de Dimilin ®

De formule globale Cj4H9CIFaN2Os, il appartient également aux substitués de

l'urée : 1-(4-chlorophényl)-3-(2,6 difluorobenzoyl) urée.
Nous rappelons sa formule en figure 11.

0 0
o ||
CHt-m-t-ma
Figure 11 : Formule développée du diflubenzuron.
11 se présente également sous la forme d'une poudre mouillable & 25 % de matiére

active (WP 25 %). 11 est peu toxique pour les mammiféres : la DL50 chez le rat est
supérieure 4 10 000 mg / kg par voie orale.
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Au laboratoire, les larves de la plupart des espces de moustiques se montrent
sensibles au diflubenzuron et des concentrations aussi faibles que 0,001 mg / 1 peuvent
étre utilisées comme CL 95. Dans des conditions naturelles, 'émergence des adultes est
en général réduite complétement pendant 4 & 10 jours sauf dans des syst¢mes clos ou
l'effet du traitement peut se maintenir un mois.

Le diflubenzuron a été testé dans de nombreux pays aussi bien A échelle réduite
qu'a grande échelle. Une étude au Pakistan révele que ce produit est efficace A la
concentration de 100 g / hectare (poudre mouillable) pour lutter contre les larves des
moustiques de différentes espéces en eau polluée.

La rémanence du traitement est de 10 jours. La concentration peut &ére diminuée a 50 g
par hectare en eau claire mais le traitement doit alors étre renouvelé toutes les semaines.
Anopheles pharoensis , au Soudan montre une sensibilité au diflubenzuron : a 37,5 g par
hectare (poudre mouillable) le taux de réduction des stades immatures est supérieur a
90 %. Les larves de moustiques font leur réapparition a partir du S¢me jour qui suit le
traitement!.

3 - Effets des traitements sur la survie adulte

Le protocole des traitements insecticides par des IGR que nous avons suivi est celui que
I'OMS préconise.

3.1 - Préparation des solutions d'insecticide

Les solutions sont réalisées dans de 1'eau permutée selon les conditions établies par
I'OMS. On prépare une solution mere qui est refaite lors de chaque test afin que les
résultats soient les plus reproductibles possibles.

A partir de cette solution, on peut préparer les différentes dilutions utilisées pour
I'évaluation de l'activité des produits.

1 Les résultats obtenus au Pakistan et au Soudan, sont communiqués par la firme Duphar qui
commercialise le diflubenzuron.
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3.2 - Choix des larves

Des larves de stade III dgées ou stade IV jeunes ont été utilisées.
Pour chaque concentration utilisée on répartit 100 larves par lot de 25 dans des gobelets
de plastique de 200 ml de la dilution voulue. Les témoins au nombre de 100 sont mis
dans 200 ml d'eau permutée par lot de 25.
La distribution des larves se fait au moyen d'un tamis de gaze afin de limiter 1'apport en
eau qui diminuerait la concentration du gobelet. On filtre donc les larves et on les
introduit rapidement dans les gobelets de plastique.

3.3 - Modalités d'exposition

Le contact avec le produit peut étre de 24 heures ou étre maintenu jusqu'a
I'émergence.
Cependant lors d'essais en laboratoire, un contact de 24 heures permet une meilleure
analogie avec les tests d'évaluation des insecticides conventionnels (Anonyme, 1977).
Nous nous sommes inspirés du protocole expérimental décrit par Mulla et al. (1974) et
Saleh (1985).

Les larves sont donc laissées en contact avec le produit pendant 24 heures. A l'issue de
ces 24 heures, elles sont rincées a I'eau permutée et transférées dans des cristallisoirs de
verre contenant 2 1 d'eau, a raison de 100 larves par cristallisoir.

On a préféré les transférer dans des cristallisoirs plutét que dans de nouveaux
gobelets car les risques de formation de voile bactérien dus 2 la nourriture y sont moins

importants.

Au cours du contact, les larves traitées, comme les larves témoins, sont laissées a
jeun. Elles sont nourries apres les 24 heures de contact.
Le relevé des mortalités se fait tous les jours, les nymphes sont placées dans de petites
cages selon la concentration utilisée afin de suivre 1'émergence des adultes.
En général, le test est arrété 2 la fin des émergences chez les traités.

Les tests sont réalisés dans une pi¢ce particuli¢re ou la température est de 27°C +
1°C avec une humidité relative de 70 %.
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L'activité des inhibiteurs de croissance est appréciée par le taux d'émergence des
adultes qui est déterminé en comptant le nombre d'exuvies nymphales moins le nombre
d'adultes morts noy¢s.

Les adultes qui n'ont pas réussi a se libérer de leur exuvie nymphale et ceux qui n'ont pas
réussi A quitter la surface de 1'eau, sont considérés comme noyés 24 heures apreés
I'émergence.

3.4 - Exploitation des résultats

Les pourcentages de réduction ou d'inhibition d'émergence (1.E.) sont calculés par
le rapport du nombre d'adultes viables récoltés au nombre de larves testées, et corrigés en
appliquant la formule adaptée aux IGR de Mulla (Mulla et al., 1974).

_ nombre d'adultes viables récoltés
%LE. brut = 100 - ( nombre de larves testées x 100)

s (. hombre larves témoins nombre adultes viables traités récoltés
%LE. corrigé = 100 - €4 ombre Tarves traitées nombre aduites viables témoins 100)

11 est ensuite nécessaire de savoir si les résultats obtenus s'inscrivent dans le cadre
de la loi gausso-logarithmique qui est habituellement utilisée pour les insecticides
chimiques.

La courbe de régression de 1'inhibition d'émergence en fonction de la concentration est
linéarisée par une transformation des variables en logarithme pour la concentration et en
probit pour l'inhibition d'émergence (Finney, 1952).

La représentation graphique est une droite de régression dite de Henri qui nous permet de
déterminer les concentrations en produit donnant 30 %, 50 % et 90 % d'inhibition
d'émergence (IE 30, IE S0 et IE 90).

La comparaison entre les lots témoins et les lots traités est fondée sur le calcul de I'écart-
réduit (E) des différences des pourcentages de non émergence. Si E est supérieur a 1,96
(E de la table au risque de 5 %), la différence est significative.

L'estimation des probits est réalisée par un logiciel congu a2 'ORSTOM par G. Pichon.
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4 - Effets des traitements sur le potentiel reproducteur des
femelles

4.1 - L'appareil génital femelle

Les ovaires (ov) des moustiques, au nombre de deux, sont situés latéro-
dorsalement dans la partie postérieure de I'abdomen. Ils sont raccordés a l'oviducte
commun (oc ) par deux oviductes latéraux (ol ) comme on peut le voir sur la photographie
1.

Photographie 1 : Montage in toto des ovaires d'une femelle pare (x 40).

Les ovaires sont constitués d'un ensemble d'ovarioles dont le nombre varie de 50 &
150 chez Aedes aegypti selon la taille de la femelle.

Les ovarioles sont de type méroistique polytrophe, c'est-a-dire qu'ils possédent des
cellules nutritives accompagnant chaque oocyte.
Chaque ovariole est formé d'un germarium antérieur et d'un vitellarium postérieur.
Le germarium contient une masse centrale de noyaux volumineux, les oogonies qui se
différencieront en oocytes et en cellules nourriciéres, et des noyaux plus petits,
périphériques qui engendreront les cellules de 1'épithélium folliculaire.



53

Le vitellarium contient les follicules qui sont constitués chacun d'un oocyte unique et de 7
cellules nourrici¢res provenant de la méme lignée cellulaire.

Un seul follicule basal par ovariole atteint sa maturation au cours d'un méme cycle
gonotrophique ce qui signifie que le nombre de follicules basaux est égal au nombre
d'ovarioles (Sutherland et al., 1967). Ce follicule est dit de rang 1.

Si un ovariole ou plusieurs sont rudimentaires, pas encore développés ou ne présentant
pas de follicule basal, alors le nombre d'ovarioles n'est plus égal au nombre de follicules
basaux.

4.2 - Rappel du développement folliculaire et de la
dynamique de l'ovogenése chez Aedes aegypti

Au troisi¢me stade larvaire, on peut observer dans la zone des 5¢me et 6¢me
segments abdominaux les rudiments des gonades femelles (Parks, 1955).
I1 est intéressant de noter qu'a ce stade, les gonades males sont déja organisées.

L'organisation des gonades chez les femelles devient visible au début du 4éme
stade larvaire. Les cellules s'associent alors en petits groupes séparés par du tissu
interstitiel (Planche 1).

Les ovarioles sont différenciés de¢s la 10éme heure du stade nymphal et on observe la
présence des follicules contenant 8 cellules.

Le développement des follicules ovariens chez le moustique peut étre divisé en cinq
stades (Clements, 1963 ; Christophers, 1960 ; Detinova, 1963).

A T'émergence les follicules sont en stade Ia. Ils mesurent environ 50 pum de long. Ils
sont de forme sphérique a ovale et on ne distingue pas l'oocyte des cellules nourrici¢res.
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Planche 1 : Mise en place et développement des
ovaires chez A. aegypti.

Coupe transversale de larve de stade IV d'A. aegypti
montrant le début de l'organisation des ovaires (ov. ).
Grossissement x 62,5.

Follicules (ovarioles) en stade II, observés 24 heures
aprés I'émergence. Grossissement x 100.

Follicules (ovarioles) en stade I'V, observés 24 heures
apres le repas sanguin. Grossissement x 100,
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11 faut attendre encore plusieurs heures pour que la différenciation de l'oocyte se
produise, il sera alors en stade Ib (Planche 1).

Le stade IIa représente des follicules ol des plages de vitellus apparaissent autour du
noyau de l'oocyte.

La longueur des follicules 3 ce moment a doublé par rapport a celle observée lors de
I'émergence mais bientdt la croissance est arrétée et les follicules entrent alors en stade
ITb dit quiescent. Le développement ne reprendra qu'apres le repas de sang.

Jusqu'au stade IIb, la croissance de I'ensemble des follicules se fait par multiplication
cellulaire de 1'épithélium folliculaire et par accroissement de la taille des trophocytes et de
I'ovocyte. Lorsque le repas de sang déclenchera la reprise du développement, la
croissance ne se fera plus que par augmentation de la taille des cellules.

La prise d'un repas de sang marque le début d'un cycle gonotrophique.

Au cours de chaque cycle, ce n'est pas I'ensemble des follicules qui reprennent leur
développement mais uniquement celui situé le plus postérieurement dans le vitellarium.

Apres le repas de sang, le vitellus occupe une place de plus en plus importante au sein de
I'ovocyte aux dépens des trophocytes (stade III).

Les follicules s'allongent et 24 heures aprés le repas, ils sont en stade IVa (Planche 1).
L'apparence d'un ovocyte mature est atteinte au stade IVb.

Au stade V, l'ovocyte est prét & étre pondu, ses structures annexes (les flotteurs chez les
Anopheles par exemple) sont mises en place.

Apres la ponte, on observe des follicules dans 1'état de ceux décrits apres 1'émergence
(stade I-IT). Lorsque la femelle prendra un second repas, le follicule suivant dit de rang II
alors en stade IIb quiescent, reprendra son développement pour atteindre sa maturité et
cela dans tous les ovarioles.

Le traitement des larves par des IGR pourrait avoir des conséquences sur le
potentiel reproducteur des adultes qui ont survécu. Les effets des traitements peuvent étre
envisagés a plusieurs niveaux.
1Is pourraient modifier la fécondité ou la fertilit€ au cours du cycle gonotrophique ou au
moment de la mise en place de I'appareil génital, c'est-2-dire pendant le développement
larvaire. Nous avons tout d'abord envisagé l'effet des traitements sur la fécondité et la
fertilité€ avant d'analyser plus finement I'état des gonades femelles.
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4.3 - Effets du traitement sur la ponte

Un lot de moustiques males et femelles, issu de larves traitées ou non a la
concentration IE 30 de chacun des IGR, est placé dans une cage d'élevage. Les femelles
agées de 5 jours prennent leur premier repas sur un cobaye. Elles sont ensuite isolées
dans des pondoirs individuels et elles continuent de recevoir du jus sucré grice a un
coton imbibé placé sur le dessus du tulle qui obture le pondoir.

Les pontes sont récoltées 3 jours plus tard et le nombre d'oeufs est déterminé sous
loupe binoculaire. Les différences observées sont testées par un test de Student.

Le nombre de femelles non gorgées est noté ainsi que le nombre de femelles
n'ayant pas pondu en distinguant les femelles vivantes des femelles mortes.

4.4 - Effets du traitement sur la fertilité

Les oeufs pondus par les femelles des lots précédemment constitués sont récoltés et
mis 2 éclore par lots de 200.
Nous dénombrons alors le nombre de larves qui se sont développées jusqu'au stade IV et
nous calculons le rapport de ce nombre 2 celui des oeufs mis a éclore.

Le rapport obtenu n'exprime pas réellement le taux d'éclosion puisqu'il aurait alors
fallu déterminer le nombre d'oeufs éclos par rapport au nombre d'ocufs total. Ceci
n'ayant pas toujours été possible, nous avons préféré considérer les nombres de larves
parvenues au stade IV.

Les larves sont suivies jusqu'a la nymphose, le nombre de nymphes est déterminé
et enfin celui des adultes qui émergent.

Ce sont les rapports calculés pour chaque lot témoin et traité qui nous permettent
d'apprécier l'effet du traitement sur la fertilité.
Ainsi nous avons pu évaluer I'impact du traitement sur la génération suivante et la
réduction 2 long terme de la population traitée.



57

4.5 - Effets du traitement sur le développement des
ovarioles

Nous avons procédé aux dissections des ovaires de femelles ayant été soumises a
un traitement au stade larvaire afin de compter le nombre d'ovarioles (ou le nombre de
follicules) présents.

I1 est en effet possible que le traitement que 1'on applique a des larves de stade I'V agisse
sur les gonades avant ou au moment de la détermination du nombre d'ovarioles.

Le traitement pourrait également agir aprés la mise en place des ovarioles, inhiber le
développement de certains ovarioles ou au contraire provoquer la maturation d'ovarioles
rudimentaires.

Les adultes sont récoltés au fur et 3 mesure de leur émergence et répartis dans des
cages d'élevage en fonction du jour d'émergence.
On procede alors 2 la dissection des ovaires sur des femelles 1égeérement anesthésiées au
chloroforme et prises quelques heures aprés 1'émergence, 24 heures aprés le premier
repas sanguin ou 5 jours apres la ponte.

Les dissections sont réalis€ées dans de l'eau physiologique. Les deux derniers
segments abdominaux sont écartés délicatement de la partie antérieure de I'abdomen.
Lorsque la femelle est non gorgée, les ovaires restent solidaires de la partie postérieure de
I'abdomen tandis que si la femelle est gorgée, les ovaires tendent A occuper tout
I'abdomen et il suffit d'exercer une pression sur celui-ci pour les expulser.

Les ovaires sont déposés chacun dans une goutte d'eau physiologique et les
ovarioles sont délicatement détachés les uns des autres afin de les compter.
Les deux ovaires ont toujours été considérés comme une seule entité et on détermine ainsi
un nombre total d'ovarioles qui est égal au nombre de follicules basaux.
Les différences que 'on pourrait observer seront analysées par un test de Student.
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S - Effets des traitements sur la production des
ecdystéroides

La détermination des variations des taux d'ecdystéroides au cours de la croissance
et du développement des insectes est importante car elle nous indique a quel
environnement les tissus de 1'animal sont exposés.

Les IGR que nous avons utilisés étant des produits susceptibles d'agir sur la synthése
des ecdystéroides, il nous a semblé important de procéder a leur dosage.

C'est Shaaya et Karlson qui ont mesuré pour la premiére fois en 1964 la quantité
d'ecdysone présente chez Calliphora erythrocephala (Riddiford et Truman, 1978).
L'expérience montrait I'existence d'un pic d'ecdysone au moment de la mue et son
absence pendant toute la période de l'inter-mue. Ce premier essai fut laborieux et requis
une grande quantité d'hémolymphe.

Au cours des dix dernieres années, le développement de la chromatographie en
phase gazeuse associée a la spectrométrie de masse, la chromatographie liquide a haute
pression (HPLC) et les dosages immunologiques ont permis d'augmenter
considérablement nos connaissances dans ce domaine.

5.1 - Principe du dosage des ecdystéroides

Les dosages immunologiques par compétition s'inspirent de la méthode de dosage
radioimmunologique de l'insuline développée en 1959 par Yalow et Berson.
Ces méthodes sont fondées sur la mesure d'un phénomeéne de compétition entre un
antigéne marqué (Ag*) et un antigéne non marqué (Ag) que 'on veut doser, vis-a-vis
d'un anticorps spécifique (Ac). La quantité de complexe formé a 1'équilibre Ag* - Ac est
inversement proportionnelle a la quantité d'antigéne non marqué présent.
En faisant varier les quantités d'antigéne non marqué, on établit une courbe dose-réponse
qui servira ensuite de référence pour doser le méme antigéne dans les échantillons
biologiques.

La réglementation appliquée en mati¢re de manipulation de radioisotopes et
l'instabilit€ des marquages isotopiques ont contribué au développement de méthodes
fondées sur I'utilisation de marqueurs non radioactifs.

Le dosage enzymo-immunologique constitue une méthode de remplacement qui permet
en outre d'augmenter la sensibilité de la détection.
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Le dosage des ecdystéroides chez les moustiques n'avait été réalisé que chez les
nymphes et les adultes femelles (Hagedorn et al., 1975 ; Masler et al., 1980, 1981 ;
Whisenton et al., 1989).

Nous avons suivi la méthode décrite par Porcheron et al. (1989) en 'appliquant au
dosage des ecdystéroides chez Aedes aegypti a tous les stades de sa croissance et de son
développement.

Nous avons déterminé les variations des taux des ecdytéroides chez les individus
traités par rapport aux individus témoins afin de mettre en évidence un éventuel effet des
IGR utilisés sur la production des ecdystéroides.

5.2 - Mode de prélévement des moustiques

5.2.1 - Larves

Le traitement insecticide étant appliqué a des larves en fin de troisieme stade, nous
avons dosé les ecdystéroides chez des larves prises 2 partir de la fin de ce stade et jusqu'a
72 heures apres, c'est 4 dire aux abords de la nymphose.

5.2.2 - Nymphes

Les dosages ont été effectués sur la période allant de 1'apparition de la nymphe
jusqu'a la métamorphose. Les nymphes dites traitées sont des nymphes qui ont subi le
traitement insecticide au troisi¢me stade larvaire et qui se sont nymphosées.

Le sexe des nymphes peut étre déterminé par rapport 2 la forme de la partie
postérieure de 1'abdomen en face ventrale (Christophers, 1960).
Nous avons donc procédé A cette différenciation avant les dosages afin de connaitre
l'intervalle de temps qui sépare 1'apparition des males de celle des femelles et interpréter
les résultats obtenus chez les larves.
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5.2.3 - Adultes males et femelles

Les dosages des adultes ont porté sur des individus ayant €té traités a la fin du
troisiéme stade larvaire et ayant survécu.
Nous avons effectué des prélevements sur des adultes des deux sexes qui venaient
d'émerger.
En ce qui concemne les miles, les prélévements se sont échelonnés pendant les 7 jours
suivants. Quant aux femelles, elles recoivent un repas de sang 4 jours aprés leur
émergence, les prélévements s'effectuant alors pendant l'ovogenése et jusqu'a la ponte.

5.3 - Préparation des échantillons

Les moustiques sont prélevés et broyés dans 0,5 ml de méthanol (Merck 6009).
Ils sont ensuite centrifugés une premiére fois & 3 500 g pendant 20 min. Le surnageant
est récupéré.
Cette opération est effectuée une seconde fois sur le culot. Le second surnageant est
ajouté au premier et 'ensemble est évapor€ a sec.
L'extrait sec est ensuite repris par 250 pl de tampon EIA (Tampon phosphate 0,1 M - pH
7,4 ;0,01 % NaN3 ; 0,4 M NaCl ; 1 mM EDTAZ2; 0,1 % BSA3) avant d'étre utilisé dans
le dosage.
On peut ainsi conserver l'extrait sec a - 20°C pendant plusieurs semaines.

5.4 - Préparation des plaques

On immobilise sur une plaque de microtitration & 96 cupules un anticorps de chévre
anti-immunoglobulines de lapin (Dynatech 010506) selon la méthode décrite par Métreau
et al. (1987).

Pour cela, on dépose 200 pl d'une solution a 0,25 pg de I'anticorps dans du tampon
phosphate 50 mM (pH7,4) dans chaque puits de la plaque.

Apres 24 heures d'incubation A température ambiante, on ajoute dans les puits
100 pl de tampon EIA 2 0,3 % de BSA. La saturation se fait en 12 heures a + 4°C et les

plaques sont ensuite stockées toujours a + 4°C jusqu'a utilisation (dans les 6 mois).

2 EDTA : Acide Ethylene Diamine Tétra-Acétique.
3 BSA : Albumine Bovine Sérique (Sigma A 7030)
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5.5 - Protocole de dosage

Au moment de l'utilisation, les plaques sont lavées avec un tampon de lavage
(tampon phosphate 50 mM ; pH7,4 ; 0,05 % Tween-20) afin d'éliminer toute trace
d'anticorps anti-lapin non fixé.

Dans chaque puits, sont mis en présence 50 pl d'ecdysone standard (Sigma H
5142) a différentes concentrations ou d'échantillon biologique a titrer ; 50 pl d'antisérum
de lapin anti - 20 hydroxyecdysone (20E) 4 utilis€ au 1/50 000&me ; S0 ul de traceur
enzymatique> dilué au 1/100&me. Toutes les dilutions se font dans le tampon EIA.

Les liaisons non spécifiques du traceur avec la plaque sont déterminées par un
mélange dans lequel 'antisérum anti-20E et 1'ecdysone standard sont remplacés par
100 pl de tampon EIA.

La liaison du traceur a I'anticorps en l'absence de compétiteur c'est-a-dire d'échantillon
(Bo) est mesurée en remplagant l'ecdysone standard par 50 pl de tampon EIA. Toutes les
mesures sont faites en double et pour les Bo en quadruple.

La plaque est ensuite placée sur un agitateur A température ambiante pour une
incubation de 3 heures avant d'étre déposée 12 heures a + 4°C. Elle est alors lavée a
nouveau pour éliminer le traceur non li€ a 'anticorps, avant la réaction enzymatique par
laquelle on détermine la concentration en ecdystéroides de 1'échantillon dosé.

Pour cela, on répartit dans chacun des puits 200 pl du substrat de I'acétylcholinestérase
(réactif d'Ellman®). L'acétylthiocholine est hydrolysée en thiocholine et acétate par le
traceur enzymatique.

La thiocholine réagit alors avec le DNTB et produit une coloration jaune dont on mesure
l'intensité au spectrophotometre 4 410 nm.

Nous donnons une représentation schématique de la plaque obtenue en annexe 3.

4 L'antisérum anti - 20E nous a ét4 fourni par le laboratoire de P. Porcheron sous forme d'une dilution au
1/100eme de la solution mére dans du tampon EIA. If est conservé A + 4 °C jusqu'a son utilisation.

5 Le traceur enzymatique nous a également ét€ fourni par P. Porcheron sous la forme d'aliquots a
reprendre par 5 ml de tampon EIA. 1l est préparé en couplant une molécule de 20-hydroxyecdysone-
carboxyméthoxime 2 1'acétylcholinestérase. Il peut &tre conservé de cette manidre a - 20 °C pendant
quelques semaines.

6 Réactif d'Ellman : 200 mg d'acétylthiocholine iodure (Sigma A 5751) et 215 mg de 5 - 5' dithiobis - (2
- nitrobenzoic acide) ou DNTB (Sigma D 8130) dans 10 ml de tampon phosphate 1 M.

On prépare des tubes contenant 250 pl de 1a solution obtenue.

Ces tubes seront conservés a 1'abri de la lumitre a - 20 °C pendant plusieurs mois. Au moment de leur
utilisation, il suffit de reprendre le contenu d'un tube dans 25 ml d'eau distillée.
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La figure 12 résume le principe du dosage enzymo-immunologique des ecdystéroides.

lére étape - Coating

| ‘ | [—

2¢me étape - Réaction immunologique

Y anticorps lapin anti - 20E
ﬁ f ( j oe 20 - hydroxyecdysone - acétylcholinestérase
[ 3 * ° 20 - hydroxyecdysone (20E)

3¢me étape - Lavage

A

4¢me étape - Réaction enzymatique

'TI f 44— Réactif d'Ellman (jaune)

traceur DNTB

acétylthiocholine — thiocholine + acétatt —— coloration jaune

Figure 12 : Principales étapes du dosage des ecdystéroides.



63

Les résultats sont exprimés en pourcentage de B/Bg (oli B représente 1'absorbance
mesurée).

ou Tm est 'absorbance moyenne témoin et Bom est la moyenne des absorbances en
I'absence du compétiteur.

La courbe du pourcentage de B/Bg en fonction de la concentration en ecdystéroides est
linéaris€ée par une transformation graphique des variables en logarithme pour la
concentration et en logit pour le pourcentage de B/Bg (Log [B/Bg /(1 - B/Bo)]).

Nous présentons en figure 13, I'exemple d'une droite de référence que nous avons
obtenue au cours d'un des dosages. Cette droite est trace A partir des résultats donnés
par le dosage de l'ecdysone standard (puits 2C 2 4A). Les pourcentages de B/Bg calculés
pour chaque échantillon 2 doser sont transformés en concentration d'ecdystéroides en pg
par individu grice 2 cette droite.
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Figure 13 : Exemple de droite de référence permettant de déterminer graphiquement la
concentration en ecdystéroides des échantillons a doser.
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6 - Techniques histologiques

L'histologie nous permet d'une part, d'illustrer notre travail sur I'étude du potentiel
reproducteur de Aedes aegypti et d'autre part, de tenter de mettre en évidence les effets
des IGR.

Cette étude a été réalisée au laboratoire de Biologie Moléculaire de 1'Université des
Sciences de Dijon en s'inspirant des techniques décrites par Martoja et Martoja-Pierson
(1967). Elle a porté sur des larves et des femelles adultes traitées par 'OMS 2017 et le
diflubenzuron qui ont été comparées a des larves et des femelles témoins.

Les piéces ont été fixées a froid (4 A 6 °C) dans du Bouin alcoolique.

Nous avons utilisé une méthode de coloration rapide et trichrome : la triple
coloration de Prenant variante de Gabe (Martoja et Martoja- Pierson, 1967).
Les coupes sont colorées 2 froid pendant 3 3 4 minutes  I'hématoxyline de Groat puis
lavées a I'eau courante pendant 5 minutes.
Elles sont ensuite colorées par le mélange d'€osine-vert lumiere pendant 3 minutes.
On procéde alors directement 2 un ringage dans l'alcool 95° puis dans I'alcool 100° et
finalement on les transfeére dans un bain de toluéne ot elles restent jusqu'au montage.

Les lames correspondant aux témoins, larves ou adultes, sont d'abord étudiées.
Tous les criteres et particularités observables au niveau du tractus digestif, du systeme
nerveux (position des ganglions nerveux) et du tractus génital sont enregistrés avant
d'observer les lames correspondant aux individus traités.
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7 - Effets des traitements sur la réceptivité d'Aedes
aegypti 2 la filaire Molinema dessetae

Ce couple constitue un modele expérimental intéressant pour une étude destinée &
analyser les effets des insecticides sur la capacité d'un vecteur a transmettre un agent
pathogene.

Le vecteur naturel de cette filaire est inconnu (Gantier et Gayral, 1979) et c'est le
moustique Aedes aegypti qui est utilis€é au laboratoire pour la réalisation de la
transmission cyclique étant donné qu'il s'est révélé d'emblée totalement sensible 2 cette
filaire (Petit ez al., 1977).

7.1 - Molinema dessetae (Bain, 1973)

C'est une filaire de rongeur (Bain, 1973 a) qui présente une périodicité diumne : les
microfilaires abondent entre 11h et 16h avec un maximum entre 12h et 14h (Gayral et al.,
1982).

Cette particularité ajoute 2 la facilité de son utilisation en laboratoire.

La durée du développement est de 21 jours & 26 °C chez A. aegypti (Petitet al.,
1977) alors que chez Anopheles stephensi, elle est de 27 jours a 25 °C (Bain, 1974).

Au cours du développement, les larves subissent deux mues. A 26 °C, elles ont lieu
au 7¢me et au 13¢me jour (Petit et Spitalier-Kaveh, 1979).
Le début du développement est marqué par un raccourcissement de la larve et un léger
épaississement. A la mue I, la larve (stade I ou L1) est cependant aussi longue que la
microfilaire méme si elle est beaucoup plus large. Elle migre alors vers le tissu adipeux
ol elle poursuit son développement.
Entre 1a premiére mue et 1'apparition de la larve de stade 1I ou L2, la longueur du corps
triple presque. Pendant la maturation de la forme infestante (stade III ou L3),
l'allongement est faible et le corps s'amincit (Planche 2).
Les premiers stades infestants apparaissent vers le 15¢me jour. Ils migrent vers les pi¢ces
buccales (Planche 2).
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Planche 2 : Deux stades de développement de M. dessetae chez A.
aegypti.

Larve de stade II (L.2) observée dans I'abdomen d'A. aegypti. (x 200).

Larve de stade III (LL3), forme infestante, observée dans la téte d'A. aegypti (x 200).
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7.2 - Proechimys oris Thomas, 1904

C'est un rongeur de la famille des Echimyidae , originaire du Brésil (Bain, 1973
b). Il est de taille moyenne et, pesant 200 a 300 g est donc facile & manipuler.
La filaire a été isolée en 1973 sur ce rongeur, naturellement infesté et depuis, elle est
maintenue au laboratoire sur ce dernier.

Ces animaux sont élevés facilement au laboratoire & 25 °C ; ils se nourrissent
d'aliments pour hamster.
Iis nous ont été€ fournis par le laboratoire de Parasitologie du Docteur Gayral de la Faculté
de Pharmacie de Chitenay - Malabry.

Ils sont en général infestés par inoculation sous-cutanée de stades infestants (200
larves infestantes dans 0,5 mil). Les infestations sont réalisées & Chatenay-Malabry.
Ces larves pénétrent activement dans la peau a travers la lésion due a la piqiire du
moustique. Elles atteignent la cavité péritonéale dés le 14¢me jour et subissent deux mues
avant de devenir adultes au bout de 40 jours. Les filaires adultes, libres et mobiles, se
trouvent dans la cavité abdominale du rongeur. Les miles mesurent 3 cm de long et les
femelles 8 cm. Les femelles sont ovipares.

Les microfilaires apparaissent 90 jours environ apres l'infestation du rongeur. Leur
taille varie de 270 a2 310 um et elles vont circuler dans le sang.

On attend au moins le 180¢me jour avant d'utiliser les rats infectés car on observe
parfois une perte totale des microfilaires avant ce moment, perte inexpliquée. Chez les
rongeurs ol cette perte ne se produit pas, on peut observer une augmentation progressive
de la microfilarémie qui se maintient ensuite & un plateau pendant 60 a 90 jours. Les
filaires adultes des deux sexes ont une durée de vie d'au moins 570 jours.
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7.3 - Infestation d'Aedes aegypti par Molinema
dessetae

On constitue trois cages contenant environ 200 femelles témoins et 200 femelles
ayant survécu aux traitements par les IE 30 de I'OMS 2017 et du diflubenzuron (selon un
protocole de traitement identique a celui décrit au paragraphe 3 de ce chapitre).

Les femelles regoivent le repas infestant 5 jours environ apres leur émergence.

Nous avons utilisé deux rats : 'un a ét€ introduit dans la cage témoin et dans la

cage des femelles traitées par le diflubenzuron tandis que 1'autre a été introduit seulement
dans la cage des femelles traitées par 'OMS 2017.
En effet, pour étre introduit dans la cage 2 infester, le rat doit &tre immobilisé sur le dos
dans un appareil de contention pendant environ 30 minutes. Pour cela, il doit étre
anesthési€. L'anesthésie étant 1€gére, on ne peut pas espérer maintenir le rat plus d'une
heure dans la cage. Comme il est préférable de ne pas injecter une nouvelle dose
d'anesthésique, nous avons utilisé deux rats.

Apres le repas, on vérifie dans les cages que toutes les femelles sont gorgées et on
élimine celles qui ne le sont pas.

Trois repas de sang sont ensuite administrés tous les trois jours jusqu'au 10e¢me
jour car il semble qu'en 'absence de repas, les réserves du vecteur s'épuisent rapidement
et limitent alors le bon développement des filaires.

Petit et al. (1977) ont montré l'importance des repas surnuméraires pour le bon
accomplissement du cycle des parasites dans le vecteur puisque le rendement parasitaire
serait alors multipli€ par 10.

7.4 - Détermination de la microfilarémie du rat

Les repas infestants sont administrés au moment ot la microfilarémie du rat est
maximale, c'est-a-dire vers 13 heures.

11 est important de connaitre la microfilarémie du rat afin de pouvoir ensuite évaluer
la quantité de microfilaires que les moustiques ont dii ingérer. C'est en effet l1a premi¢re
étape de la régulation, étape sur laquelle les traitements insecticides pourraient agir.



69

Pour cela, on préléve environ du sang au sinus orbital du rongeur avant de l'introduire
dans la cage.
Ce prélevement est effectué a l'aide d'une pipette Pasteur et on effectue une goutte
épaisse en déposant sur une lame 10 pl de sang. La goutte est étalée sur la lame par des
mouvements de rotation en évitant les bulles d'air et laissée a 1'air toute la nuit.
Le lendemain, elle est passée 10 minutes sous l'eau du robinet afin d'éliminer
I'hémoglobine. On laisse encore s€cher une nuit.
La lame est ensuite fixée au méthanol dénaturé puis colorée au Giemsa a 5 % pendant 20
minutes.

On peut alors compter sous le microscope le nombre de microfilaires et déterminer
la microfilarémie du rat juste avant le repas infestant (Photographie 2).

Photographie 2 : Microfilaire dans le sang de Proechimys oris (x 400).

Comme le rat reste environ 30 minutes dans la cage des moustiques, il est probable
que la microfilarémie varie au cours de cet intervalle de temps par rapport 2 la valeur que
l'on a déterminée avant le repas de sang. Ceci est encore plus vrai pour le rat qui a servi a
l'infestation des deux cages, et il faudra en tenir compte par la suite.
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7.5 - Evaluation de la quantité de microfilaires
ingérées

Trente minutes apres le repas, dix femelles témoins et traitées (OMS 2017 et
diflubenzuron) sont pesées afin de déterminer la quantité moyenne de sang qu'elles ont
ingéré.

Dix femelles témoins et traitées sont également prélevées apreés le repas et conservées a
0 °C avant d'étre disséquées afin d'évaluer le nombre de microfilaires absorbées et
retrouvées dans l'estomac. Elles sont conservées au froid afin d'éviter le passage des
microfilaires dans 'hémocele.

Les femelles sont déposées sur une lame et on dégage leur estomac.

On écrase ensuite celui-ci le plus possible sur la lame en le tournant et on laisse sécher
toute la nuit.

Le lendemain, on passe la lame 10 minutes sous 1'eau du robinet afin de débarrasser la
préparation de 'hémoglobine et on laisse sécher rapidement avant de fixer au méthanol.
Ensuite on procéde 2 une coloration par du Giemsa 2 5 % pendant 20 minutes.

On peut finalement dénombrer sous le microscope le nombre de microfilaires
ingérées la veille (Photographie 3).

Photographie 3 : Microfilaire dans I'estomac de A. aegypti (x 400).
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7.6 - Répartition des filaires dans le vecteur

Les moustiques sont disséqués 21 a 25 jours apres 1'infestation dans un milieu de
culture (R.P.M.IL.)
On sépare la téte, le thorax et 'abdomen de la femelle disséquée dans trois gouttes
différentes de R.P.M.L
On proceéde alors au dénombrement des différents stades des filaires observés dans
chacune de ces parties afin de mettre en évidence la répartition des différents stades de la
filaire & l'intérieur du moustique.
Le nombre de formes anormales, filaires en voie de dégénérescence ou encapsulées,
(Photographie 4) est également déterminé.

Photographie 4 : Filaire en voie de dégénérescence dans I'abdomen du moustique
(x 400).



72

7.7 - Traitement statistique des données

11 s’agit de déterminer si les traitements insecticides larvaires par I'OMS 2017 et le
diflubenzuron ont un effet sur la production de formes infestantes sachant que le
développement de M. dessetae chez A. aegypti est régulé par le phénomene de limitation
(Bain et Chabaud, 1975 ; Petit, 1978).

11 faut donc déterminer le nombre moyen de L3 correspondant a chaque traitement

et l'intervalle de confiance de chacune de ces moyennes qui dépend de la distribution des
charges parasitaires. Les hotes ne se répartissent pas en fonction de leur charge
parasitaire suivant la loi du hasard : la variance des observations est toujours trés €levée et
supérieure 2 la moyenne, comme dans la plupart des couples vecteurs - parasites. Cela est
da a I'hétérogénéité de la prise des microfilaires. Cette propriété, appelée surdispersion,
est caractéristique de la loi bindmiale négative.
La BN est définie par une constante K, elle-méme caractéristique d'un couple vecteur -
parasite 3 un moment donné du développement du parasite (Pichon et al., 1980 b). 11
s'agit alors, comme nous l'avons déjad mentionné, d'une BN particuliere, la loi
géométrique définie par une constante K égale a 1, que I'on explique par la formation de
"files d'attente” de parasites dans les capillaires de I'hote vertébré.

L'analyse statistique consiste a déterminer si K peut étre considéré comme constant ou
s'il varie significativement, afin de savoir si les traitements insecticides agissent sur la
forme de la distribution.

Ensuite, 1'étude des intervalles de confiance des moyennes nous dira si les traitements
agissent sur le parasitisme des moustiques.

11 est A noter que pour Petit (1978), la distribution des parasites suit une BN de
constante K égal A 3, mais le protocole expérimental dans ce cas est différent. En effet,
seules sont alors prises en compte les femelles gorgées a réplétion. Or on sait que méme
lorsque le repas est incomplet, on peut retrouver des stades infestants au niveau de la téte
du moustique.

Les données résultant des dissections ont été€ analysées par un logiciel (PARADIS)
congu par G. Pichon au centre de Bondy. Ce logiciel vérifie que les distributions
observées chez les femelles témoins et traitées sont ajustées par une BN dont il détermine
la constante K par la méthode du maximum de vraisemblance. Si les valeurs de K pour
les trois populations sont homogenes alors une constante K commune (Kc) est
déterminée.
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La conformité des distributions des filaires dans chaque population 2 cette valeur Kc est
testée par un 2 et par deux autres méthodes sur les moments.

La variance de chaque moyenne est ensuite calculée et on analyse les différences
observées en considérant les intervalles de confiance.

Le nombre de formes anormales a été déterminé ainsi que les niveaux d'infestation.

8 - Effet du traitement sur la faune non-cible

Nous avons vu que les IGR sont présentés comme des insecticides sans risque
majeur pour la faune non-cible en raison de leur spécificité pour les insectes.

Nous avons conduit une étude sur deux espéces de crustacés qui vivent au sein des
mémes biotopes que les larves de moustiques, les daphnies qui sont des Cladoceéres et les
Cypris appartenant aux Ostracodes.

Les crustacés ont été récoltés dans la mare située 3 Bondy et testés au laboratoire.

Les solutions insecticides ont été préparées avec l'eau de la mare préalablement
filtrée.

Pour chaque concentration testée, nous avons prélevé 100 individus que nous
avons répartis par lots de 25 dans des gobelets de plastique contenant 200 ml d'eau de la
mare filtrée. Cent individus témoins ont également été répartis par lots de 25 pour
chacune des deux especes.

Nous avons réalisé un premier essai afin de déterminer le seuil de sensibilité de
chaque espéce. Les tests ont ensuite été renouvelés avec une autre série de
concentrations.

Dans les deux essais, la mortalité a été déterminée 24 heures aprés la mise en
contact, puis 48 heures aprés sans que le contact soit arrété.
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CHAPITRE 2



1 - Résultats
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Chapitre 2

Détermination des doses sublétales

Les concentrations que nous donnons représentent des concentrations en matiére

active (m.a.) de produit insecticide.

1.1 - OMS 2017

Afin de déterminer la concentration permettant d'obtenir un taux de réduction
d'émergence de 30 % (IE 30), nous avons procédé 2 4 évaluations de l'efficacité de
I'OMS 2017. Les résultats figurent dans le tableau 1. IIs sont détaillés en annexe 1.

mg/l essai 1 essai 2 essai 3 essai 4
0,001 20 3,1 14,3 12,2
0,0025 1,1 30,8 29,9 27,6
0,005 27,6 53 - -

0,0075 37,9 58,1 33 -

0,01 67,8 58,1 55,1 86,7
0,1 98,8 94,2 100 96,9

Tableau 1 : OMS 2017, WP2S5 - pourcentages corrigés de réduction
d'émergence apres traitement des larves aux stades IIT agé et IV jeune ;
(-) : concentration non testée.
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On observe une faible mortalité larvaire sauf a la concentration la plus élevée. La
mortalité nymphale est plus élevée et se manifeste dés la concentration de 0,005 mg / 1.
Cependant on remarque que d'un essai 2 un autre, pour une méme concentration, on
n'observe pas la méme mortalité larvaire ou nymphale.

La mortalité des adultes a 'émergence est faible, de 'ordre de 10 %, et peut étre
considérée constante 2 toutes les concentrations.
Au cours du premier essai, on a observé une forte mortalité des adultes aprés 1'émergence
que l'on ne retrouve pas au cours des autres tests. 1l est vraisemblable que cette mortalité
est due 2 un facteur extérieur comme une contamination de la cage ou une augmentation
anormale de la température.

Les représentations graphiques de chacun des essais sont portées en annexe 1 avec
les équations des droites correspondantes.

L'hétérogénéité des points autour des droites de régression n'est pas significative
pour les essais 2 et 4 mais elle 'est pour les essais 1 et 3 (p <0,001).
Les pentes des droites sont relativement similaires témoignant de la corrélation entre la
dose et le taux de réduction d'émergence.

Les IE 30 calculées a partir des droites sont reportées dans le tableau 2.

IE 30 (mg/l) intervalle de confiance

essai 1 0,0029 [0,0019 - 0,004]
essai 2 0,0024 [0,0018 - 0,003]
essai 3 0,0025 [0,0019 - 0,0032]
essai 4 0,0035 [0,0025 - 0,0046]

Tableau 2 : IE 30 calculées pour chaque évaluation.

Nous avions dans un premier temps considéré la valeur moyenne de la IE 30
comme la moyenne de ces 4 valeurs soit 0,003 mg /L.
Cependant, compte tenu des variations que 1'on observe A chaque évaluation, nous
pensons qu'il est préférable de déterminer cette valeur moyenne en calculant la moyenne
des mortalités obtenues pour chaque concentration lors des différentes évaluations et en
déterminant avec ces valeurs une nouvelle droite de Henry.
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Les résultats qui figurent dans le tableau 3 correspondent A la moyenne des
inhibitions d'émergence calculée d'apres les quatre essais :

mg/| %IE
0,001 12,4
0,0025 21,9
0,005 43,2
0,0075 51,4
0,01 67,1
0,1 97.5

Tableau 3 : Taux moyens de réduction d'émergence obtenus pour
chacun des tests d'évaluation.

On peut alors tracer la droite de Henry qui nous permet d'évaluer les taux
d'inhibition d'émergence moyens.
Son équation est :y = 1,59 x + 3,69 (Figure 14).
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Figure 14 : Sensibilité des larves de stade III-IV de A. aegypti A I'OMS 2017 (WP 25%).
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L'hétérogénéité des points autour de la droite est significative (p < 0,00001).

La IE 30 calculée a partir de cette droite est égale 3 0,0031 mg /1, valeur trés peu
différente de 0,003 mg /1 avec un intervalle de confiance de [0,0027 - 0,0034]. On
constate donc que la valeur obtenue est la méme que celle que nous obtenions en calculant
la moyenne des IE 30 de chaque essai.

C'est cette concentration que nous appliquerons lors de 1'évaluation des traitements
sur le potentiel reproducteur, la capacité vectorielle et la synthése des ecdystéroides d'A.

aegypti.

1.2 - Diflubenzuron

Nous avons réalisé 5 essais avec le diflubenzuron (DFB) afin de déterminer la
concentration (IE 30) qui provoque 30 % de réduction d'émergence.

Les résultats figurant dans le tableau 4 montrent les pourcentages de réduction
d'émergence obtenus avec les différentes concentrations testées.
IIs sont détaillés dans les tableaux situés en annexe 2.

mg/l essai 1 essai 2 essai 3 essai 4 essai §
0,00001 - 21,4 9,9 - -
0,00005 - 38,9 - - -
0,0001 14,4 39,5 0,09 15,2 19,2
0,00025 - - - - 11,9
0,0005 - 13,3 15,1 58,2 24,5
0,00075 - - - 43,8 29,6
0,001 38,1 54,4 51 69,8 48,9
0,0025 - - - 88,7 79,2
0,005 45,4 92,1 95,7 96,9 -
0,01 85,6 - - - -
0,1 100 - - - -

Tableau 4 : DFB, WP2S5 - pourcentages corrigés de réduction d'émergence aprés
traitement des larves aux stades III 4g€ et IV jeune ; (-) : concentration non testée.

On constate que les mortalités larvaires et nymphales apparaissent surtout a partir de
la concentration de 0,001 mg /1 encore qu'une généralisation des résultats ne soit pas trés
aisée.

On observe en effet une forte mortalité larvaire et nymphale dans les essais 4 et 5.
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Les mortalit€s 3 1'émergence sont assez €levées notamment dans 1'essai 2 ol on
observe également une mortalité importante aprés 1'émergence que l'on pourrait
probablement expliquer de la méme fagon que pour l'essai 1 de 'OMS 2017.

On notera également qu'il est difficile de généraliser les résultats en raison de la variation
observée pour une méme concentration.

Les représentations graphiques de chacun des essais sont portées en annexe 2 avec
les équations des droites correspondantes.

On observe une hétérogénéité significative des points autour des droites (p <
0,0001). Cette remarque s'applique a tous les tests, ce qui n'était pas le cas avec 'OMS
2017. Ceci nous conduit a conclure que le DFB est moins stable que 1'OMS 2017 dans
les conditions ol nous l'avons employé€.

Les pentes des droites de régression sont peu semblables, variant de 0,58 a 1,42 et
indiquent que les résultats sont peu reproductibles ; il existe une mauvaise corrélation
entre la dose et le taux d'inhibition d'émergence.

Les IE 30 calculées 2 partir des droites sont reportées dans le tableau 5. On constate
que les intervalles de confiance se recoupent mal.

IE 30 (mg/l) intervalle de confiance

essai 1 0,00057 [0,00034 - 0,00087]
essaij 2 0,00039 [0,00017 - 0,0007]
essai 3 0,00020 [0,0001 - 0,00034]
essai 4 0,00021 [0,00015 - 0,00026]
essai 5 0,00037 [0,00028 - 0,00049]

Tableau $ : IE 30 calculées pour chaque évaluation.

Afin de déterminer la concentration induisant 30 % d'inhibition d'émergence, nous
avons calculé la moyenne des 5 concentrations reportées dans le tableau ci-dessus. On
obtient une concentration moyenne de 0,00037 mg/1 soit environ 0,0004 mg /1.

Cependant nous avons préféré procéder d'une autre fagon en calculant les
moyennes des mortalités obtenues pour une méme concentration au cours des différents
tests et cela pour les mémes raisons qu'avec 'OMS 2017. 1l nous a semblé€ plus juste de
considérer seulement les essais 1, 3 et 4 dans la mesure ou les deux autres témoignaient
d'une hétérogénéité trds hautement significative se traduisant par un %2 tres élevé.
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Les taux de réductions d'émergence résultants sont regroupés dans le tableau 6 suivant :

mg/l %IE
0,00001 19,9
0,00005 42,3
0,0001 17,7
0,00025 8,7

0,0005 28,3
0,00075 41,6
0,001 52,6
0,0025 83,3
0,005 80,2
0,01 85,3
0.1 100

Tableau 6 : Taux moyens de réduction d'émergence obtenus pour
chacun des tests d'évaluation.

Nous donnons une représentation de la droite de Henry correspondant a ces valeurs
moyennes dans la figure 15.

L'équation de la droite de Henry est :y = 1,36 x + 3,59 (Figure 15).
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Figure 15 : Sensibilité des larves de stade III-IV de A. aegypti au DFB (WP 25 %).



81

L'hétérogénéité des points autour de la droite est significative (p = 0,012) mais elle
est en accord avec ce que l'on obtenait pour chaque test.
La IE 30 calculée a partir de cette droite est égale a 0,00045 mg / 1 soit environ
0,0004 mg / 1 avec un intervalle de confiance de [0,00037 - 0,00053].
LA encore, nous constatons que la valeur moyenne trouvée précédemment n'était pas
différente.

Clest cette concentration que nous appliquerons lors de I'évaluation des traitements
sur le potentiel reproducteur, la capacité vectorielle et 1a synthése des ecdystéroides d'A.

aegypti.

2 - Discussion - Conclusion

Les évaluations de l'efficacité des deux IGR montrent avant tout que le
diflubenzuron est plus efficace que 1'OMS 2017 puisque les IE 30 obtenues sont
respectivement de 0,0004 mg /1 et 0,003 mg /1.

En second lieu, nous remarquons que 'OMS 2017 semble plus stable que le
diflubenzuron ainsi qu'en témoigne 'homogénéité des points autour des droites de
régression. Malgré tout, dans les deux cas, nous observons de grandes variations des
doses sublétales cherchées, les intervalles de confiance calculés le montrent bien.

Darriet et al. (1985) observent aussi des différences importantes de la CL 50 de 'OMS
3007 aussi bien sur Culex quinquefasciatus que sur Anopheles gambiae .

Nous n'avons pas observé de mortalités larvaires et nymphales importantes sauf au
cours de certains tests. Dans ces cas, les mortalités s'expliquent mal si ce n'est par des
facteurs extrinséques.

Les nymphes qui meurent sont de couleur blanchitre indiquant qu'elles sont mortes juste
apres la nymphose sans avoir subi le processus de mélanisation.

Les adultes qui meurent au cours de I'émergence restent bloqués dans l'exuvie
nymphale ou ne peuvent en détacher I'une de leurs pattes postérieures (Photographie 5).
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Photographie 5 : Adulte émergant dans I'eau et restant bloqué dans 1'exuvie nymphale.

Ceux qui réussissent a émerger complétement ne présentent apparemment pas de

malformation comme celles décrites par Lochouarn (1990) : 60 % des adultes males et
femelles de Culex quinquefasciatus ayant survécu a la DS 80 (dose sublétale provoquant
80 % d'inhibition d'émergence) de 'OMS 3031 (IGR de type inhibiteur de la mue)
présentent des pattes recourbées vers le haut ou des ailes qui restent perpendiculaires.au
COTps sans pouvoir se replier.
Ces différences sont peut-€tre dues au fait que Culex quinquefasciatus semble
particulierement sensible & l'action des IGR. Et en effet, les adultes survivants de
Anopheles gambiae traités avec le méme produit n'ont, semble-t-il, pas présenté ces
anomalies.

Nous ne pouvons pas conclure que Aedes aegypti est moins sensible que Culex
quinquefasciatus mais plus probablement que la dose utilisée n'est pas suffisante pour
permettre I'observation de ces anomalies.
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Les coupes histologiques que nous avons réalisées a partir d'adultes survivants,
selon le protocole décrit au paragraphe 6 du chapitre 1, ne montrent aucune altération, en
particulier de la cuticule. Néanmoins, étant donn€ la petite taille des moustiques, cette
étude devrait étre complétée par une analyse ultrastructurale. Les premiers résultats que
nous avons obtenus réveélent la nécessité de trouver un mode de fixation mieux adapté.

On constate par ailleurs que la reproductibilité des tests est médiocre surtout avec le
diflubenzuron. Les courbes de sensibilité obtenues sont treés différentes d'un essai & un
autre, malgré des conditions expérimentales identiques.

En outre, I'hétérogénéité des points autour des droites de Henry est importante comme le
montrent les %2 indiquant l'existence d'une mauvaise corrélation entre la dose et le
pourcentage de réduction d'émergence.

Ces résultats ne sont pas li€s aux produits que nous avons utilisé€s mais plutot aux
conditions dans lesquelles nous les avons employé€s, conditions qui sont standardisées.
En effet, le protocole d'évaluation de 1'efficacité des IGR est défini par 'OMS et de fait,
il est difficile de s'en écarter. En outre, ces conditions expérimentales se rapprochent au
maximum des conditions recquises pour leur utilisation sur le terrain.

Mais, les IGR sont des produits trés mal solubles dans l'eau ce qui, déja au départ,
constitue un handicap 2 la reproductibilité des tests.

Nous avons cependant tenté€ de modifier légérement les conditions de réalisation des
tests. Au cours des essais préliminaires, nous transférions les larves apres le contact dans
des gobelets de plastique contenant 200 ml d'eau permutée, identiques a ceux que nous
utilisions pour le traitement. Nous avons observé a de nombreuses reprises la formation
d'un voile bactérien qui augmentait la mortalité, introduisant un biais difficilement
quantifiable. C'est pourquoi nous avons par la suite, décidé de transférer les larves par lot
de 100 dans des cristallisoirs (un cristallisoir par concentration) contenant 2 1 d'eau de
ville.

Dans ces conditions, les larves achévent leur développement sans que 1'on observe de
mortalité anormale et bien que ces modifications ne résolvent pas entiérement le probléme
de la reproductibilité des tests, celle-ci est meilleure.

11 semble que le choix du stade larvaire soit a cet égard primordial.
Selon que les larves sont en fin de stade III ou en début de stade IV, les résultats sont
différents, les larves traitées avant la mue semblent plus sensibles.
11 existe donc au sein d'un méme stade des variations de la sensibilité.
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Des essais conduits avec un analogue de I'hormone juvénile, l'isopropyl - 11 - méthoxy -
3, 7, 11 - riméthyldodeca - 2, 4 - di¢noate, sur Aedes aegypti (Bhaskaran et al.,
résultats non publiés) montrent 'existence de variations considérables de la sensibilité des
larves de stade IV en fonction de leur dge.

La durée du stade IV, trés breve par rapport a celle des stades précédents, ajoute
encore au probléme de la détermination de la période pendant laquelle le traitement serait
le plus efficace ; la larve cesse rapidement de se nourrir et devient le terrain d'un profond
remaniement de ses tissus.

Le dosage des ecdystéroides auquel nous avons procédé apporte des précisions 2 ce
niveau que nous envisagerons par la suite.

La formulation des deux insecticides pourrait également étre mise en cause.
L'utilisation du diflubenzuron en poudre mouillable est recommandée par Duphar sauf
dans des cas particuliers comme la présence d'un couvert végétal important qui nécessite
alors plutdt l'utilisation de granulés 2 0,5 % de matiére active.

L'évaluation 2 échelle réduite de I'efficacité de 'OMS 3007 et de I'OMS 3019 sur des
larves de simulies a mis en évidence la supériorité des concentrés émulsifiables sur les
microcapsules (Hougard, 1988).

Ces observations sont vraies pour d'autres especes.

Darriet er al. (1985) montrent que la limite de 1a CL 100 de I'OMS 3007 sur Culex
quinquefasciatus est 25 fois plus faible dans le cas du concentré émulsifiable que dans
celui de la poudre mouillable ou des microgranulés.

11 serait donc intéressant de disposer d'autres formulations des produits que nous avons
utilisés qui se présentaient exclusivement sous forme de poudre mouillable afin de vérifier
une éventuelle amélioration des résultats.

La nourriture et la température sont des facteurs qui semblent agir sur la variabilité
des résultats obtenus.
L'adjonction de nourriture pendant la durée du test pourrait augmenter la stabilité de
l'insecticide en solution. Ignoffo er al. (1981) constatent que la présence de nourriture
augmente l'ingestion de Bacillus thuringiensis var. israelensis sérotype H14, en
stimulant 1'appétit des larves.
Certains laboratoires utilisent de maniére empirique la levure pour stabiliser les effets des
insecticides. Ceux-ci s'adsorberaient sur les particules de levure, ce qui faciliterait leur
ingestion.
Des essais ont €t€ conduits au laboratoire afin de vérifier cette hypotheése (Gustave,
comm. pers.).
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L'effet de la levure en tant que facteur de stabilisation n'apparait pas clairement.
Cependant on note une diminution de la variabilité des résultats en ce qui concerne la
détermination de la IE 50.

Pour une méme concentration, la levure induit un taux de réduction d'émergence inférieur
a celui que I'on observe en son absence.

Il pourrait s'agir d'un phénomeéne de compétition entre les particules de levure et
l'insecticide mais ce n'est vrai qu'aux faibles concentrations.

I1 semble donc intéressant d'ajouter de la levure aux préparations d'insecticide et il serait
nécessaire d'affiner ces premiéres observations en diminuant par exemple la concentration
de levure ou en étudiant des matériaux de synthése qui n'interviendraient pas
métaboliquement.

Le mode d'alimentation des larves pourrait étre de la méme maniére impliqué dans
ces variations. En effet, les larves d'Aedes aegypti comme nous l'avons déja mentionné,
se nourrissent sur les fonds des gites, tandis que les larves d'Anopheles se nourrissent
en surface. Or il semble que la poudre mouillable reste plutét en surface ce qui
expliquerait qu'elle soit moins efficace qu'une autre formulation ayant tendance a
sédimenter. Ce facteur doit cependant Etre relativisé étant donné les conditions
expérimentales (évaluation dans des gobelets de faible volume).

Les concentrations de I'OMS 2017 et du diflubenzuron induisant 30 % de réduction
d'émergence ont cependant été déterminées et nous allons maintenant procéder a 1'analyse
de leurs effets sur le potentiel reproducteur et la capacité vectorielle d'A. aegypti .
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CHAPITRE 3
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Chapitre 3

Potentiel reproducteur des femelles
d'Aedes aegypti soumises a des
doses sublétales d'insecticides

1 - Traitement des moustiques

Le principe du traitement insecticide des moustiques a été décrit au cours du premier
chapitre : les adultes récoltés sont issus de larves traitées au début du quatri¢me stade par
les concentrations entrainant 30 % de réduction d'émergence des deux IGR utilisés,
I'OMS 2017 et le diflubenzuron, soit respectivement 0,003 et 0,0004 mg (m.a.) /1.
Aucun traitement n'est par conséquent appliqué au stade adulte.

2 - Effets des traitements sur la ponte

2.1 - Effet de 'OMS 2017

Le traitement insecticide a provoqué 32,8 % de réduction d'émergence (taux de
réduction d'émergence des témoins : 8,6 %).
Nous avons constitué, pour chaque série témoin et traitée, des cages de 50 femelles et 50
madles survivants. Les femelles ont été nourries sur cobaye a 1'dge de S jours et isolées
ensuite dans des pondoirs individuels.
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Les pontes sont récoltées au bout de trois jours et on dénombre les femelles qui ont
pondu et celles (mortes ou non) qui n'ont pas pondu, ainsi que le nombre d'oeufs
déposés.

Les résultats figurent dans le tableau 7.

nombre de Q) vivantes | nombre de Q pares | nombre moyen d'oeufs (+o)
TEMOINS 48 32 80137
OMS 2017 42 25 5623

Tableau 7 : Evaluation de l'effet de 'OMS 2017 sur la ponte des femelles
d'Aedes aegypti ayant survécu au traitement larvaire (0 = écart-type).

Les femelles qui survivent au traitement par 'OMS 2017 pondent significativement
moins d'oeufs que les femelles témoins (t =2,91 a 55 ddl).

Sur I'ensemble des femelles vivantes, on compte 16 femelles témoins qui ne se
sont pas gorgées tandis que chez les traitées a3 'OMS 2017, elles sont 17.
La différence n'étant pas significative, on ne peut pas affirmer que le traitement par
I'OMS 2017 altere la capacité des femelles survivantes A prendre un repas de sang.

On observe chez les témoins 2 femelles mortes sans avoir pondu alors que chez les
femelles traitées 3 'OMS 2017, elles sont au nombre de 8.
La mortalité des femelles traitées est significativement plus élevée que celle des femelles
témoins (p < 0,05).
La mortalité observée apres 'isolement dans des pondoirs individuels pourrait étre due a
un stress des femelles capturées au moyen d'un aspirateur 2 bouche et maintenues dans
un espace réduit le temps de l'oviposition. Si cette hypothése est vraie, alors les femelles
tra:i€es sont plus sensibles A ce stress que les femelles témoins.

2.2 - Effet du diflubenzuron

Le traitement insecticide a induit une réduction d'émergence de 24 % (chez les
témoins, le taux de réduction d'émergence est de 11 %).
Nous avons constitué une cage de 30 femelles témoins et une cage de 25 femelles
traitées, avec dans chaque cage, le méme nombre de males.
Les femelles agées de S jours regoivent un repas de sang.
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Les résultats sont consignés dans le tableau 8 suivant :

nombre de () vivantes |nombre de O pares| nombre moyen d'oeufs (+o)
TEMOINS 29 28 68 + 21
DFB 21 21 68 £ 30

Tableau 8 : Evaluation de I'effet du DFB sur la ponte des femelles d'Aedes
aegypti ayant survécu au traitement larvaire.

Les femelles qui survivent au traitement par le diflubenzuron pondent autant
d'oeufs que les femelles témoins.

On a observé 4 morts parmi les femelles traitées qui n'avaient pas pondu alors que
parmi les témoins, il n'y en avait qu'un. Cependant la différence n'est pas significative.
Sur I'ensemble des femelles vivantes, toutes étaient gorgées a l'exception d'une femelle
témoin mais cette différence n'est pas non plus significative.

2.3 - Discussion

Les résultats que 1'on observe quant a I'effet d'un traitement insecticide au moyen
de régulateurs de croissance sur le nombre moyen d'oeufs pondus varient en fonction des
produits.

Dans le cas de 'OMS 2017, le traitement semble agir au niveau de la fécondité
puisqu'il s'ensuit une réduction de la ponte. Le diflubenzuron au contraire, ne semble pas
avoir d'effet a ce niveau.

Les femelles traitées par 'OMS 2017 ont présenté une mortalité supérieure A celle
des témoins apres le repas et bien que le traitement n'en soit certainement pas la cause
directe, on peut penser que les femelles fragilisées n'ont pas supporté aussi bien que les
témoins l'isolement dans le pondoir individuel.

Ce n'est pas le cas de celles traitées au diflubenzuron.

11 faut cependant noter que les deux traitements n'ont pas provoqué la méme réduction 2
I'émergence : celle des moustiques traités par 'OMS 2017 a été plus élevée.

L'étude de l'effet de plusieurs AHJ sur le potentiel reproducteur de deux
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L'étude de l'effet de plusieurs AHJ sur le potentiel reproducteur de deux
générations successives a donné différents résultats selon le produit et selon la
concentration appliquée (Kelada et al., 1981).

Les traitements sont appliqués sur des larves au début du quatrieme stade qui constituent
la génération FO. On évalue I'effet des traitements sur les générations F1 et F2 issues des
adultes survivants de la génération F0.

Dans I'ensemble le nombre moyen d'oeufs pondu est affecté par les traitements. 11
augmente de 21,1 A 36,6 % selon la concentration dans le cas d'un traitement par
I'Altosid aussi bien pour la génération F1 que pour la génération F2.

A l'inverse, le TH6040 provoque une augmentation de 55 & 75 % de la fécondité
uniquement sur la seconde génération. Sur la premiére génération, il provoque tantot une
augmentation tantot une diminution qui ne semble pas li€e a 1a concentration appliquée et
il peut méme étre sans effet.

Ces résultats pourraient s'expliquer par une différence de 1'état physiologique des larves
au moment du traitement mais aussi par le mode d'action des produits utilisés qui peut
étre différent.

Dans le cas ou le traitement a le méme effet sur les deux générations F1 et F2, on peut en
déduire que 1'effet observ€ est transmis aux générations suivantes.

Dans certains cas, on observe une augmentation du potentiel reproducteur de la
génération F2 alors qu'il est sans effet sur la premiere génération. On peut alors
s'interroger sur le mode d'action d'un insecticide dont l'effet serait masqué a la premiére
génération pour ensuite s'exprimer 2 la seconde.

Nous avons tenté de poursuivre 1'étude de l'effet du traitement effectué sur les
larves de FO par 'OMS 2017, sur la génération F1 (résultats non exposés) et nous avons
pu observer qu'il n'existait plus de différence entre la ponte des témoins F1 (117 oeufs
par femelle) et celle des traités F1 (124 oeufs par femelle).

Cette expérience n'a pas €té réalisée avec le diflubenzuron dans la mesure ou I'effet du
traitement ne se manifestait pas sur la génération traitée.

Dans le cas de notre étude, nous pouvons donc conclure que le traitement par 1'OMS
2017 de larves de FO a un effet réducteur sur le nombre moyen d'oeufs pondus par les
femelles survivantes mais cet effet n'est pas transmis 2 la génération suivante.

L'absence d'effet du diflubenzuron sur la fécondité d'Aedes aegypti apporte un
nouvel argument en faveur d'une différence d'action liée au produit.
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3 - Effets des traitements sur la fertilité
3.1 - Effet de 'OMS 2017

Nous avons mis a éclore un certain nombre d'ocufs pondus par les femelles
témoins et les femelles issues du traitement larvaire précédent et nous avons examiné le
nombre de larves de quatrieme stade que nous obtenions 4 a 5 jours plus tard.

Nous présentons les résultats dans le tableau 9.

nombre d'oeufs introduits nombre de larves Fl stade IV
TEMOINS 420 273
OMS 2017 424 96

Tableau 9 : Effet du traitement par 'OMS 2017 sur I'éclosion de la
génération F1.

On constate donc que trois fois moins de larves issues des oeufs des femelles
traitées atteignent le quatrieme stade ; cette réduction est trés hautement significative (p =
0,0001).

L'effet de 'OMS 2017 se traduit donc par une réduction de la fertilit€.

Une partie des oeufs a été examinée sous loupe binoculaire une journée apres
'éclosion et nous avons pu constater chez les témoins que 36 % des oeufs n'étaient pas
encore éclos alors que chez les traités, il y en avait S8 %. Cette différence est significative
de 'effet du traitement sur la génération F1 (p = 0,0001).

Les oeufs qui n'ont pas éclos chez les témoins A ce moment-1a peuvent étre considérés
comme morts puisqu'on observe ensuite 65 % de larves en stade IV par rapport au
nombre d'oeufs introduit.

Chez les traités, le pourcentage d'oeufs non éclos n'est pas le reflet d'un retard de
1'éclosion mais il montre que le traitement induit en plus une mortalité au sein des larves
de la génération F1 apres I'éclosion, puisqu'on ne compte que 23 % de larves en stade
IV.

Bien que la présence d'un embryon dans les oeufs n'ait pas été systématiquement

recherchée, nous avons observé que les oeufs non &clos étaient embryonnés et non pas
vides.
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3.2 - Effet du diflubenzuron

Les résultats obtenus quant 2 l'effet du diflubenzuron sur l'éclosion de la
génération F1 figurent dans le tableau 10.

nombre d'oeufs introduits nombre de larves F1 stade IV
TEMOINS 66 37
DFB 86 71

Tableau 10 : Effet du traitement par le DFB sur 1'éclosion de la
génération F1.

Le traitement par le diflubenzuron ne semble pas avoir d'effet réducteur sur la
fertilité des femelles traitées : il n'y a aucune différence entre le nombre de stades I'V
obtenus chez ces femelles par rapport aux témoins.

On remarque parmi les larves de stade IV dénombrées, la présence de larves de
stade II A III tendant 3 montrer que les larves témoins sont en retard par rapport aux
larves traitées.

La proportion varie en effet de 23 % chez les témoins 2 11 % chez les traités. Cependant
ce retard n'est pas significatif. D'ailleurs, les premieres nymphes font leur apparition
parmi les témoins.

Lorsque nous avons examiné 1'état des oeufs non €clos sous la loupe, nous avons
observé en général des oeufs non embryonnés aussi bien chez les traités que chez les
témoins.

3.3 - Discussion

En déterminant le nombre de larves de stade IV que I'on obtenait finalement, nous
n'avons pas déterminé€ le taux d'éclosion de la génération F1 issue de la génération FO.
Pour déterminer le taux d'éclosion des larves, il aurait fallu déterminer le nombre de
stades I or, durant ce stade, d'une part le comptage n'est pas facile étant donné la taille
des larves et d'autre part les larves sont encore tres fragiles.

Nous avons donc préféré les perturber le moins possible, afin de pouvoir les suivre
jusqu'a I'émergence.



93

La différence que nous avions observée au niveau de l'effet des deux traitements
sur la fécondité d'A. aegypti est également visible au niveau de la fertilité : celui de
I'OMS 2017 se manifeste encore sur la génération F1 par une diminution de I'éclosion
alors que celui du diflubenzuron n'est pas visible, comme on pouvait I'attendre.

Bien que certaines différences aient été observées au niveau des oeufs non éclos, il
est difficile de conclure. Dans le cas de 'OMS 2017, nous n'avons pas observer si
I'embryon était normal ou non et donc nous ne pouvons déterminer si le traitement inhibe
I'éclosion ou s'il bloque l'embryogenése. Dans celui du diflubenzuron, la proportion
d'oeufs vides témoins et traités n'a pas été relevée et rien ne nous permet de dire que ce
n'est pas le traitement qui est responsable de ce phénomene.

4 - Effets des traitements sur le développement des
ovarioles

Nous présentons ici les moyennes des nombres d'ovarioles que nous avons
déterminés en totalisant le nombre des ovarioles présents dans les deux ovaires des
femelles disséquées. Ces valeurs correspondent, comme nous 1'avons précédemment
écrit dans l'introduction, au nombre moyen de follicules basaux.

4.1 - Effet de 1'0OMS 2017
4.1.1 - Essai préliminaire

Nous avons disséqué 88 femelles témoins et 69 femelles traitées dgées de quelques
heures a 4 jours.
Ces 69 femelles sont les survivantes d'un traitement par 'OMS 2017 effectué comme
précédemment sur des larves de stade III-IV selon le protocole décrit au paragraphe 3 du
chapitrel.
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Les résultats sont consignés dans le tableau 11 :

nombre moyen d'ovarioles (£ )

TEMOINS 91+21
OMS 2017 78+ 16

Tableau 11 : Effet du traitement par 'OMS 2017 effectué au stade
larvaire sur le nombre des ovarioles.

La réduction du nombre des ovarioles observée chez les femelles traitées au stade
larvaire par rapport aux femelles témoins est significative (t = 4,3 A 155 ddl).
Nous noterons que le taux de réduction d'émergence des adultes traités au stade larvaire
par 'OMS 2017 est de 36 % (taux de réduction d'émergence des témoins 16,4 %).

4.1.2 - Etude des femelles 24 heures apres leur émergence

Les femelles disséquées sont agées de 24 heures, les follicules de rang I sont en
stade II. Les résultats sont consignés dans le tableau 12.

série 1 série 2 série 3 série 4
TEMOIN 94+14(4,7)] 96+19(8) |109+16 3,4)|115£16(11,4)
OMS 2017 99 + 23 (33,5)] 100 £ 23 (73)| 96 £ 23 (14,5)| 93 £ 14 (14,7)

Tableau 12 : Nombre moyen d'ovarioles observé ( ©) chez les femelles témoins et

les femelles ayant survécu au traitement par I'OMS 2017 24 heures aprés
I'émergence (les taux de réduction d'émergence en % sont indiqués entre
parentheéses).

Les différences que 'on observe entre les femelles témoins et traitées ne sont pas
significatives pour les séries 1 et 2.
En revanche, la réduction du nombre des ovarioles que I'on peut constater dans les séries
3 et 4 est significative. Les valeurs de t sont respectivement 3,8 et 9,1 a 135 et 160 ddl.
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4.1.3 - Etude des femelles 24 heures apres leur premier repas
de sang

Les femelles disséquées sont gées de 5 jours, les follicules de rang I qui €taient en
stade quiescent ont alors repris leur développement et sont pour la majorité d'entre eux en
stade IV. Cependant, certains semblent étre restés en stade II ; nous aborderons ce
probléme au cours de la discussion.

Les résultats sont consignés dans le tableau 13 :

série 5 série 6 série 7 série 8
TEMOIN 93+22(6) | 82+19(8,8)| 84+13(3,3)| 103 £ 14 (8,8)
OMS 2017 107 £23 (56)| 82119 (61)| 78 £ 13 (14) |104 £ 15 (28,7)

Tableau 13 : Nombre moyen d'ovarioles observé (+ 6)chez les femelles témoins et
les femelles ayant survécu au traitement par 'OMS 2017 24 heures aprés le repas
(les taux de réduction d'émergence en % sont indiqués entre parenthéses.

Les séries 6 et 8 ne montrent aucune différence quant au nombre des ovarioles.
Les femelles traitées de la série 5 présentent une augmentation du nombre des ovarioles
par rapport aux femelles témoins qui est significative (t = 3 a2 97 ddl).
Les femelles traitées de la série 7 présentent une réduction du nombre des ovarioles,
également significative (t = 2,7 a 165 ddl).

4.1.4 - Etude des femelles S jours apres I'oviposition

Les femelles disséquées sont dgées de 10 jours. Lors d'un repas ultérieur, c'est un
second cycle gonotrophique qui débuterait.
Les ovaires de ces femelles présentent des follicules de rang II bloqués en stade
quiescent.

On a observé la présence d'ocufs non expulsés au sein des ovaires dont nous
considererons la signification ultérieurement au cours de la discussion.
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Les résultats sont consignés dans le tableau 14 ;

série 9 série 10 série 11
TEMOIN 90 + 20 (4,7) 91+19 (8,7 88+ 15 (6)
OMS 2017 91 £ 14 (49) 80112 (41,5 |93116(32,4)

Tableau 14 : Nombre moyen d'ovarioles secondaires observé (x 6) chez les
femelles témoins et les femelles ayant survécu au traitement par I'OMS 2017
(les taux de réduction d'émergence en % sont indiqués entre parenthéses.

Les femelles traitées des séries 9 et 11 ne présentent aucune variation du nombre
des ovarioles par rapport aux femelles témoins.
Les femelles traitées de la série 10 présentent en revanche une réduction significative du
nombre des ovarioles (t = 3,6 2 96 ddl).

L'effet du traitement larvaire semble donc pouvoir se manifester encore au niveau
du second cycle gonotrophique.

4.2 - Effet du diflubenzuron

Nous avons disséqué des femelles dgées de S jours, 24 heures aprés le premier
repas de sang.
Les follicules de rang I bloqués en stade IIb ont repris leur développement.
Les résultats figurent dans le tableau 15 :

série 1 série 2
TEMOIN 99 + 14 (2,5 111+£150,5)
DFB 103 £ 10 (39,3) 861 16 (23)

Tableau 15 : Nombre moyen d'ovarioles observé (x G)chez les
femelles témoins et les femelles ayant survécu au traitement par le
DFB, 24 heures aprés le repas sanguin (les taux de réduction
d'émergence en % sont indiqués entre parenthéses.
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Les femelles traitées de la série 1 ne présentent pas de différence quant au nombre
d'ovarioles par rapport a celui des femelles témoins.
En revanche, la réduction que I'on observe dans la série 2 est significative (t = 6,4 4 57
ddl).
Le diflubenzuron semble donc avoir un effet sur le développement des ovarioles alors
que jusqu'a maintenant, aucun effet tant sur 1a fécondité que sur 1a fertilité n'avait ét€ mis
en évidence. Cet effet se manifeste lors du second cycle gonotrophique. Cependant il
n'est pas observé sur chaque série, comme nous avons déja pu le constater avec 'OMS
2017.

Ceci nous conduit 2 suggérer que les déterminations que nous avons faites
auparavant ont pu étre faussées par un échantillonnage non représentatif de la population
ou que nous étions dans un cas ol les traités ne présentaient pas de réduction quant au
nombre des ovarioles comme celui de la série 1.

4.3 - Discussion

La réduction du nombre des oeufs pondus observée dans le cas du traitement par
I'OMS 2017 pourrait donc étre associée 2 la réduction du nombre des ovarioles que nous
avons constatée dans un certain nombre des essais ou encore au blocage du
développement 3 maturité d'un certain nombre de follicules.

L'ensemble des résultats fait apparaitre que 1'effet des traitements est variable : le

nombre des ovarioles chez les femelles ayant survécu au traitement par 'OMS 2017 ou le
DFB peut étre égal, inférieur ou méme supérieur a celui des femelles témoins et cela pour
des femelles disséquées au méme age.
La variabilité pourrait étre due d'une part, 3 une variabilité de l'efficacité du traitement
bien que la méme concentration ait ét€ appliquée et d'autre part, 2 la période ou il a été
effectué, période plus ou moins critique du développement larvaire qui se traduit par la
variabilité de la réduction d'émergence.

Nous allons donc essayer de mettre en évidence une éventuelle corrélation entre ces
facteurs, tout d'abord en ce qui conceme le traitement par 'OMS 2017.
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4.3.1 - Corrélations entre la réduction du potentiel
reproducteur et la réduction d'émergence

Comme nous I'avions déja remarqué au cours du chapitre 2, les taux de réduction
d'émergence que nous avons obtenus au cours des différents traitements effectués ici
varient considérablement. Alors que 1'on attendait 30 % de réduction d'émergence de la
population traitée, on obtient selon les séries de 73 % 2 14 % pour une variation de
11,4 % a 3,3 % dans la population témoin.

Si on essaie de comparer les variations obtenues chez les traités quant au nombre des
ovarioles par rapport aux taux de réduction d'émergence, on trouve que si le taux de
réduction d'émergence est supérieur & 50 % (séries 2, 5 et 6), le nombre des ovarioles
des femelles traitées tend 2 étre supérieur 2 celui des témoins ; lorsqu'il est compris entre
50% et 30 % (séries 1,9, 10, et 11), ce nombre n'est pas différent de celui des témoins ;
et enfin, lorsqu'il est inférieur a 30 % (séries 3, 4, 7 et 8), ce nombre tend 2 étre inférieur
a celui des témoins.

Bien que les femelles ne soient pas toutes du méme dge, nous avons rassemblé les
résultats obtenus par dissection en fonction des taux de réduction d'émergence dans le

cas du traitement par 'OMS 2017.

Le tableau 16 synthétise 'ensemble de ces résultats :

IE> 50 30<IE<S0 IE <30
TEMOIN 91 £23 90+ 17 103+ 19
OMS 2017 100 £ 24 93+20 92+ 19

Tableau 16 : Nombre moyen d'ovarioles observé ( ©) chez les femelles témoins
et les femelles ayant survécu au traitement par 'OMS 2017 par rapport au taux de
réduction d'émergence (IE) en %.

La réduction du nombre des ovarioles que I'on observe lorsque le taux de réduction
d'émergence est inférieur 3 30 % est significative (t = 7,1 2 615 ddl) de méme que l'est
I'augmentation de ce nombre lorsque le taux de réduction d'émergence est supérieur a
50 % (t = 2,96 a 247 ddl).



99

Si on essaie d'analyser ce que 1'on obtient avec le diflubenzuron, on constate que le
taux de réduction d'émergence des traités de la série 1 est de 39 %, tandis que celui de la
série 2 est inférieur a 30 %.

Ces résultats vont donc dans le méme sens que ceux obtenus avec 'OMS 2017.

Si l'on revient 2 'effet des traitements sur la fécondité, 1'existence d'une telle corrélation
avec le nombre moyen d'oeufs pondus est moins évidente. Le taux de réduction
d'émergence observé pour les adultes survivants au traitement par 'OMS 2017 est de
l'ordre de 30 % tandis que celui observé pour les adultes survivants au traitement par le
diflubenzuron est de 24 %.

Dans les deux cas, on pouvait attendre une absence d'effet du traitement sur la fécondité,
or ce n'est pas ce qui se produit avec les femelles traitées par 'OMS 2017.

La relation entre le nombre d'oeufs pondus et le nombre d'ovarioles est donc plus
complexe, ce qui est probablement dii aux phénomenes de dégénérescence des follicules
que nous verrons par la suite.

Gaaboub et al. (1981) constatent que chez Culex pipiens L., le nombre de
follicules basaux augmente chez les femelles qui ont survécu au traitement par deux
régulateurs de croissance, le Dimilin et 1'Altosid. Les concentrations de 0,00001, 0,0001
et 0,001 ppm de Dimilin provoquent respectivement 9,6 %, 33,6 % et 18,6 %
d'augmentation du nombre des ovarioles tandis que les mémes concentrations d'Altosid
provoquent 23,1 %, 26,5 % et 23,8 % d'augmentation.

L'augmentation du nombre des ovarioles n'est donc pas liée a la concentration
appliquée.
En effet, il semble qu'il existe un plateau et qu'au-dela d'une certaine concentration,
I'insecticide aurait un effet plutot opposé. Ceci est vrai a la fois pour le Dimilin qui est un
inhibiteur de la mue et pour I'Altosid qui est un AHJ.

L'augmentation du nombre des ovarioles a été également observée avec des
insecticides chimiques classiques comme le DDT ou la dieldrine (Sutherland et al.,
1967). Elle semble liée dans ce cas 2 la concentration mais il existe un seuil au-dela
duquel ce nombre ne varie plus.

Les stades larvaires I et I apparaissent plus sensibles que les stades Il et IV.
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Deux hypothéses peuvent alors étre suggérées : la dose appliquée sur les stades agés est
trop faible pour induire des variations du nombre des ovarioles ou bien les gonades étant
alors mises en place, le stimulus li€ au traitement est sans effet sur le développement des
ovarioles.

Selon Gaaboub et al. (1981), le traitement provoquerait un stimulus juste avant ou
au moment de la détermination du nombre des ovarioles.
La mise en place des ovaires se produisant au cours du quatridme stade larvaire,
'augmentation ou la diminution du nombre des ovarioles est envisageable.
11 pourrait encore induire la maturation d'ovarioles rudimentaires apres la prise d'un repas
de sang ou au contraire I'inhibition du développement & maturité des oocytes.
Cette hypothese, valable pour 'OMS 2017, reste 3 démontrer pour le diflubenzuron.

4.3.2 - Dégénérescence ou inhibition de la maturation
folliculaire

Le phénomene de dégénérescence des follicules semble étre un phénomeéne normal
chez les moustiques (Clements, 1963) qui se produit au cours de chaque cycle
gonotrophique, 24 a 48 heures apres le repas. Selon Judson and Lumen (1976), 25 %
des follicules se résorberaient au cours de cette période chez Aedes aegypti. La
dégénérescence commence au niveau de 1'épithélium folliculaire puis gagne la masse
centrale.

En ¢néral ce phénonkne s'accentue avec 1'dge de la femelle ; la dégénérescence se
produit parfois parmi les follicules qui n'ont jamais atteint la maturité mais également
chez des follicules qui avaient repris leur croissance 2 la suite de l'ingestion d'un repas.

11 pourrait s'agir d'une régulation tendant 3 prévenir tout risque de carence en protéines
due 2 un repas insuffisant. En effet, le nombre de follicules dégénérescents est plus
important 2 la suite d'un repas insuffisant.

La dégénérescence d'un follicule au cours d'un cycle gonotrophique n'empéche pas
l'ovariole de développer un autre follicule au cours du cycle gonotrophique suivant.

Les femelles issues de larves traitées par I'OMS 2017 et le diflubenzuron prennent
un repas de sang 4 jours aprés I'émergence. Vingt quatre heures aprés, nous avons
disséqué ces femelles. Nous observons alors la présence de follicules ayant atteint le
stade IV mais aussi celle de follicules qui pourraient étre en voie de dégénérescence ou
qui seraient bloqués au stade II (Photographie 6).
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Photographie 6 : Follicule bloqué en stade Il (FB) et follicule dégénérescent (FD) au

milieu de follicules normalement développés (x 100).

Il s'agit maintenant de déterminer si ces observations sont liées au traitement.
La présence significative d'ovarioles en stade II pourrait correspondre a une
dégénérescence des follicules ou a une inhibition de leur maturation.

Les résultats figurent dans le tableau 17 :

nombre total de follicules | nombre de follicules st. I | nombre de follicules st. IV
TEMOIN 112+ 25 11+8 102 £25
OMS 2017 98+ 14 55 94 £13
DFB 107 £ 14 8§+8 99t 15

Tableau 17 : Nombre moyen d'ovarioles fonctionnels et dégénérescents observé (
o) chez les femelles témoins et les femelles ayant survécu au traitement par 'OMS

2017 et le DFB par rapport au nombre total d'ovarioles.
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Les résultats indiquent que le nombre total des ovarioles développés par les
femelles témoins et les femelles traitées par 'OMS 2017 est significativement différent
(t=2,5 2 58 ddl) ce qui n'est pas le cas pour les femelles traitées par le DFB.

En revanche le nombre des ovarioles fonctionnels aussi bien chez les femelles traitées par
I'OMS 2017 que par le DFB n'est pas différent de celui des témoins.

Quant au nombre des ovarioles dégénérescents ou bloqués en stade quiescent, les
résultats montrent qu'il est plus faible chez les femelles traitées par 'OMS 2017 que chez
les témoins (t = 3,5 & 58 ddl) tandis qu'il n'y a pas de différence entre les femelles
traitées par le DFB et les témoins.

I1 semble donc que la présence des ovarioles immatures a ce stade de 1'ovogenése ne soit
pas due aux traitements.

Si on essaie alors de comparer les traitements entre eux, on découvre que I'effet de
I'OMS 2017 sur le nombre total des follicules est supérieur A celui du diflubenzuron
puisque la réduction est plus importante (t = 2,5 & 58 ddl). En revanche, le diflubenzuron
favorise la dégénérescence des ovarioles, ce qui n'est pas vrai pour 'OMS 2017 (t=2 2
58 ddl).

La différence entre la réduction du nombre d'ovarioles induite par les deux

traitements tend 3 mettre en évidence que le traitement par 'OMS 2017 est plus actif que
celui par le diflubenzuron ou que les gonades sont plus sensibles a l'effet de 'OMS
2017. Méme si globalement l'effet des deux traitements sur le nombre d'ovarioles tend
vers une diminution de leur nombre, il existerait une différence quant au mode d'action
des deux IGR.
En effet, les résultats observés suggerent que I'OMS 2017 pourrait agir dés le stade
larvaire au moment ol le nombre des ovarioles est déterminé, tandis que le diflubenzuron
agirait plut6t sur la maturation des follicules. Celui-ci pourrait agir sur la vitellogenese en
perturbant par exemple l'incorporation des protéines.

Les résultats que nous obtenons ici ne nous permettent pas de savoir si la présence
des follicules en stade II est due A une inhibition de la maturation ou a une
dégénérescence des follicules.

11 a été montré chez Oxya japonica que le diflubenzuron, bien que sans effet sur le
nombre des ovarioles, provoquait un retard dans le développement des oocytes et surtout
une augmentation de leur résorption (Lim and Lee, 1982), ces effets contribuant 3 réduire
la fécondité et I'éclosion des oeufs.
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La quantité de protéines contenues dans les ovaires apres le traitement est diminuée. Tout
se passe comme si les traités subissaient un jefine.

Le diflubenzuron causerait au niveau des ovaires une réduction des lipides, des protéines
et des glucides, entrainant une perte de poids ou encore l'inhibition du dép6t de vitellus
dans les oocytes.

4.3.3 - Rétention des oeufs par les femelles survivantes

Lors des dissections portant sur les femelles ayant normalement pondu, nous avons
souvent été génés par la présence d'oeufs.
Pour pallier ce probléme, nous avons disséqué ces femelles S jours aprés la ponte au lieu
de 48 heures comme nous le prévoyions au départ. Malgré cela, chez certaines femelles
nous avons trouvé encore des oeufs.
Nous nous sommes alors demandés si le traitement favorisait ou non la rétention des
oeufs. Pour cela, nous avons dénombré le nombre d'oeufs encore présents dans les
ovaires § jours apres l'oviposition.

Cette expérience n'a été€ conduite que dans le cas de 'OMS 2017, sur les séries 9 et
11. Le choix de ces deux séries s'explique par le fait que, n'observant pas de réduction
du nombre des ovarioles chez les femelles traitées, nous avons voulu savoir si le
traiternent n'avait pas un autre effet, comme par exemple favoriser 1a rétention des oeuf's
dans les ovaires.

La majorité des femelles ne présentent plus d'oeufs dans les ovaires S jours apres
'oviposition.
Parmi celles qui en présentent, il n'existe pas de différence entre le nombre d'oeufs
retenus par les femelles traitées et les femelles témoins : dans la série 9, 3 oeufs en
moyenne sont retenus dans les ovaires des femelles témoins et traitées ; dans la série 11,
17 oeufs en moyenne sont retenus dans les ovaires des femelles témoins pour 20 dans les
ovaires des femelles traitées.

Cependant, si dans la série 11 le nombre de femelles présentant encore des oeufs dans les
ovaires n'est pas différent de celui des témoins, dans la série 9, 40 % de femelles témoins
présentent encore des oeufs dans les ovaires pour 8 % seulement chez les femelles
traitées. Cette différence est significative (p = 0,0018) mais elle s'explique mal.
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On peut dire 2 premiere vue que les femelles traitées ne retiennent pas plus d'oeufs dans
leurs ovaires que les femelles témoins.

Etant donné que ces femelles sont moins nombreuses que les femelles témoins, il faut
bien admettre que le phénomene de rétention des oeufs pourrait étre favorisé€ par le
traitement qui trouverait 13 une autre manifestation de ses effets.

4.3.4 - Etude histologique

L'étude des coupes que nous avons effectuée selon le protocole décrit au
paragraphe 6 du chapitre 1 montre qu'il n'existe pas de différence au niveau de l'appareil
reproducteur entre les femelles traitées par 1'un ou l'autre des IGR et les femelles témoins
(planche 3).

En particulier, nous n'avons observé ni diminution de 1'épaisseur de 1'épithélium
folliculaire, ni réduction de la taille des oocytes comme c'est le cas lorsque Cydia
pomonella est traitée au stade nymphal avec le diflubenzuron (Soitani, 1987).
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Planche 3 : analyse  histologique de I'effet des
traitements sur les ovaires.

Coupes longitudinales d'une femelle témoin (2 gauche) et traitée par 'OMS
2017 (a droite) montrant l'organisation des ovaires (ov. ).
Grossissement x 62,5.

Coupes transversales réalisées au niveau de la partie terminale de 'abdomen
d'une femelle témoin (2 gauche) et traitée par le diflubenzuron (2 droite)
montrant I'organisation des ovaires (ov. ). Grossissement x 62,5.



106

5 - Discussion - Conclusion

L'intérét de I'ensemble de ces observations est double. Elles nous permettent
d'analyser les effets des régulateurs de croissance en premier lieu sur la physiologie du
moustique, ce qui est important pour la connaissance du mode d'action de ces produits
puis sur l'ensemble de la population, ce qui est également trés important dans la
perspective de traitements sur le terrain.

1l apparait que l'effet d'un régulateur de croissance sur le potentiel reproducteur des
femelles de Aedes aegypti est loin d'étre toujours constant.
Lors de certains essais, nous avons observé une réduction du potentiel reproducteur telle
qu'on constate une réduction du nombre moyen d'oeufs pondus et une réduction de
I'éclosion de la génération F1.
D'autres essais se sont soldés par une absence d'effet ou une augmentation du potentiel
reproducteur.

En outre, 1'étude comparée d'un autre régulateur de croissance révele que deux
produits différents ont des actions différentes.
En effet, d'une part, nous n'avons observé d'effet du diflubenzuron ni sur la fécondité
des femelles survivantes ni sur la fertilité, et d'autre part, son effet sur le développement
des ovarioles ne semble pas comparable 2 celui de 'OMS 2017.

Nous avons pu confirmer que la réduction de la fécondité était partiellement due 2 la
réduction du nombre des ovarioles, au moins dans le cas de 'OMS 2017.
Il nous faut admettre cependant que les essais qui ont porté sur le diflubenzuron ont été
moins nombreux, et que dans I'ensemble nous disposons d'un nombre plus limité de
données par rapport au travail accompli avec 'OMS 2017.

Au sujet du développement des ovarioles, nous avangons 'hypotheése de
l'existence de deux modes d'action différents selon le produit : 'OMS 2017 agirait sur la
mise en place des ovaires alors que le diflubenzuron agirait davantage sur les réserves
destinées aux oeufs. Or I'étude conduite par Behan et Hagedorn (1978) sur le corps gras
d'A. aegypti montre que celui-ci n'est pas remanié au moment de la métamorphose, le
tissu adipeux chez l'adulte étant le méme que celui chez les larves. Ainsi, si le traitement
par le diflubenzuron a un effet sur le tissu adipeux larvaire, il est possible d'en observer
des traces chez I'adulte au moment de 1a maturation des oeufs.
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Bien que peu de recherches aient été consacrées a I'étude du potentiel reproducteur
des moustiques en relation avec un traitement insecticide, nous avons pu constater que
dans I'ensemble, elles mettent plutot en évidence un accroissement de celui-ci.

Sutherland et al. (1967) suggérent que 1'augmentation de la fécondité observée chez des
adultes de Drosophila 2 la suite d'un traitement 2 1a dieldrine ayant causé 66 2 69 % de
mortalité n'est pas due directement 2 l'insecticide mais plutdt 3 la sélection par
l'intermédiaire de cet insecticide, d'individus présentant une espérance de vie plus longue
et donc un potentiel reproducteur plus grand puisque les femelles peuvent effectuer un
plus grand nombre de cycles gonotrophiques.

Cette conclusion nous semble intéressante parce qu'il importe en effet de savoir ce qui
peut se produire sur le terrain 2 1a suite d'un traitement n'ayant pas été efficace 3 100 %.

A la lumiére de nos propres observations, nous avons pu montrer de la méme fagon que
lorsque le traitement agit plus fortement sur la population (réduction de 1'émergence
importante), c'est-a-dire lorsque la pression de sélection est plus forte, il s'ensuit
I'élimination des individus les plus faibles. Les survivants présentent alors un potentiel
reproducteur accru.

Cet accroissement se manifeste en particulier au niveau de 1'appareil reproducteur, par
I'augmentation du nombre des ovarioles.

A l'inverse, lorsque le traitement semble n'avoir agi que modérément sur la population
(faible réduction de 1'émergence), on observe une réduction du potentiel reproducteur des
moustiques liée 2 la réduction du nombre d'ovarioles qui traduirait davantage 1'effet
"physiologique” de l'insecticide qu'une réaction de l'insecte 2 la pression de sélection.

Nous n'avons pas étudié 1'effet des traitements sur la longévité des survivants,
mais un travail conduit sur Anopheles gambiae traité par un régulateur de croissance de
type inhibiteur de la mue, 'OMS 3031, met en évidence la réduction de la longévité des
moustiques survivants (Lochouarn, 1990).

Apres 35 2 37 jours de vie imaginale, la mortalité des méles et des femelles en I'absence
de traitement est de 60 % en moyenne alors qu'elle atteint 90 % en moyenne chez les
moustiques issus de larves traitées.

Les traitements ayant été effectués avec une concentration correspondant 2 une IE 80, rien
ne nous permet d'envisager que nous aurions obtenu de tels résultats avec 'OMS 2017 et
le diflubenzuron sur Aedes aegypti mais il est intéressant de garder en mémoire que les
IGR peuvent avoir un effet sur la longévité.
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En revanche, nous avons mis en évidence lors de certains traitements par 'OMS
2017, une modification du sex ratio de la population traitée, la proportion des males
tendant alors A augmenter.

Lorsque l'on tente d'établir une corrélation avec la réduction d'émergence obtenue, on
constate qu'une forte inhibition d'émergence (supéricure 3 50 %) entraine une
augmentation significative du nombre de méles : on observe 63 % de méles chez les
traités et 52 % chez les témoins (p = 0,003).

Nous rappelons que dans ce cas, le potentiel reproducteur des femelles est accru.

Dans le cas ot l'inhibition du taux d'émergence est inférieure 2 30 % ou comprise entre
30 et 50 %, alors il n'existe pas de différence entre le nombre de mailes et celui des
femelles.

Gaaboub er al. (1981) ont au contraire observé€ chez Culex pipiens L. une augmentation
du nombre des femelles, femelles présentant un nombre d'ovarioles plus grand que celui
des femelles témoins, liée aux fortes mortalités obtenues par traitement larvaire avec le
Dimilin d'une part et I'Altosid d'autre part (coefficient de corrélation de 0,8). Ces
résultats seraient dus 2 la présence au stade nymphal, d'un plus grand nombre de
femelles immatures.

Il semble que les résultats obtenus par Gaaboub er al. (1981) sur le sex ratio sont
révélateurs d'une sensibilité des miles au traitement supérieure 2 celle des femelles, ce
qui n'est pas le cas avec 'OMS 2017.

Abdelmonem ez al. (1986) mettent en évidence que les miles de Hyalomma dromedarii
sont plus sensibles que les femelles a 1'action de 1'TGR utilisé.

Ces différences apportent une nouvelle fois la démonstration de l'existence de
modes d'action différents selon les insecticides, et nous conduisent A nous interroger sur
les fondements de la différence de sensibilité observée parfois entre les deux sexes. Elle
semble encore difficile A expliquer : Still et Leopold (1978) montrent que I'élimination du
diflubenzuron par Anthonomus grandis se fait de 1a méme fagon chez les miles et les
femelles. Cependant dans ce demnier cas, on n'observait pas, semble-t-il, de différence de
sensibilité entre les deux sexes.

11 ne faut donc pas négliger I'importance de l'insecticide utilisé car nous avons pu le
constater  plusieurs reprises, les effets observés varient avec celui-ci. Dés lors, il est
nécessaire de ne pas faire de conclusions trop générales, et de mener une étude compléte
du produit avant tout traitement.



109

Nous nous sommes demandés plusieurs fois si les différences que 1'on observait
entre les deux traitements étaient dues A la concentration du produit que l'on avait
administré aux larves.

Comme nous l'avons déja mentionné, Kelada ef al. (1981) mettent en évidence une
corrélation entre la concentration appliquée et la réduction de la fécondité observée. Selon
Gaaboub er al. (1981) cela serait vrai jusqu'a un certain point seulement.

Ceci est confirmé par les observations de Lochouarn (1990) qui n'obtient aucun effet de
I'OMS 3031 appliqué pourtant & une concentration entrainant 80 % de réduction
d'émergence sur la fécondité des femelles de Anopheles gambiae .

Rien n'indique que le diflubenzuron n'aurait pas eu un effet plus marqué s'il avait été
appliqué A une concentration plus importante.

En ce qui concerne I'effet du traitement sur le niveau général de la population,
I'étude de 1'éclosion des oeufs pondus par les femelles ayant survécu au traitement par
I'OMS 2017, effectué sur les larves de stade IV de la génération FO, s'est poursuivie par
celle de 'émergence de 1a génération F1.

Les résultats montrent alors que la réduction du taux d'émergence des individus de la
génération F1 issus des individus traités de la génération FO (33 %) est significativement
différente ( p = 0,02) de celle des individus de la génération F1 issus des témoins
(17 %).

On en déduit donc que 1'effet du traitement se manifeste encore sur la génération F1.

Les résultats que nous avons indiqués dans le paragraphe 1.3 de ce chapitre ne
nous permettaient pas de conclure que la réduction du nombre des ovarioles observée
chez les femelles ayant survécu au traitement était un caractére transmis 2 la génération
suivante puisque celle-ci ne pondait pas moins d'oeufs que les témoins.

Nous pouvons donc nous interroger sur la fagon dont l'effet de 'OMS 2017 peut encore
néanmoins se manifester sur I'éclosion des ocufs et I'émergence de la génération F1.
Nous pourrions envisager une accumulation de l'insecticide dans les oeufs chez la
femelle traitée.

Or, les analyses chromatographiques conduites sur Tenebrio molitor (Soltani, 1983)
montrent que lorsqu'on applique le diflubenzuron sur la cuticule de I'insecte ou lorsqu'on
plonge celui-ci dans une solution de cet insecticide, on retrouve environ 90 % du produit
dans les féces.

Dans ce cas, I'hypothé¢se d'une accumulation du produit dans les oeufs est plus
improbable, d'autant que les 10 % non retrouvés dans les excréments ont été, semble-t-il,
métabolisés en CO».
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En réalité, le type de produit utilisé, 1a encore, revét une grande importance comme le
montre I'étude de Emam ez al. (1988). Ces auteurs ont mis en évidence que 1'efficacité du
produit utilisé était li€e a sa distribution a 1'intérieur de l'insecte cible, ici Spodoprera
lintoralis.

Les IGR qui ont permis de réaliser cette étude appartiennent tous 2 la famille des
substitués de 1'urée comme le diflubenzuron et 'OMS 2017.

Les résultats indiquent que l'insecticide peut étre retrouvé intact dans les féces, dans la
cuticule ou dans I'hémolymphe dans des proportions qui varient avec le produit, et qu'il
peut étre métabolisé totalement en CO2 ou seulement partiellement, en donnant des
métabolites polaires qui favorisent son transport vers les tissus cibles de l'insecte.

En outre, la vitesse d'élimination du produit est variable. Par conséquent, c'est
l'ensemble de ces parametres qui détermine 1'efficacité de I'TGR appliqué, ce qui explique
en partie les différences que 1'on observe.

Nous ne pouvons donc pas €éliminer 1'hypothése de I'accumulation des IGR dans

les oeufs des femelles traitées, mais il est certain qu'elle n'est pas vraisemblable dans
tous les cas.
La manifestation de I'effet du traitement sur 1'émergence de la génération F1 pourrait éure
également liée 2 la réduction de la quantité des réserves protéiques accumulées dans les
ocufs de telle sorte que cela nuise A 'embryon, ce qui traduirait un effet de l'insecticide
sur le tissu adipeux a partir duquel sont synthétisées les protéines vitellines. Cela d'autant
plus probable que, comme nous l'avons déja précisé, le tissu adipeux des adultes traverse
la période de la métamorphose sans remaniement (Behan et Hagedom, 1978).

L'embryon serait moins viable et s'il réussit a éclore, suffisamment affecté pour que
'émergence de I'imago en soit perturbée.

Cette hypothese semble en accord avec les observations que nous avons pu faire sur les
oeufs et nous remarquerons que 12 encore, les deux IGR utilisés ne semblent pas agir de
la méme fagon puisque nous avons observé que les oeufs étaient toujours embryonnés
apreés traitement 3 1'OMS 2017 alors qu'ils étaient vides aprés le traitement au
diflubenzuron et chez les témoins.

Cette observation nous conduit A supposer que l'effet du diflubenzuron sur le
métabolisme des protéines est plus marqué que celui de 'OMS 2017.
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En conclusion nous dirons que les résultats obtenus mettent en évidence un effet
des IGR sur le potentiel reproducteur qui dépend a la fois du produit et de l'intensité de
ses effets.

Notre étude a donc permis d'apporter quelques précisions quant au mode d'action
des IGR qui apparait propre a chaque produit.
Au sujet de 'OMS 2017, I'étude que nous avons conduite sur deux générations nous
permet de conclure & une réduction globale de la population due a la réduction de
I'émergence et a la diminution du potentiel reproducteur.
Cette réduction correspondant 3 un traitement initial n'ayant provoqué que 30 % de
réduction d'émergence, il faut espérer que la réduction d'émergence dans des conditions
naturelles, méme dans le cas d'un sous-dosage, serait plus importante.

Nous allons maintenant poursuivre par l'analyse des taux d'ecdystéroides en
relation avec le traitement afin d'évaluer I'implication des IGR dans le controle hormonal
exercé sur le développement larvaire et sur la reproduction.
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CHAPITRE 4
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Chapitre 4

Taux des ecdystéroides au cours de
la croissance et du développement
d'Aedes aegypti soumis a des
doses sublétales d'insecticide

1 - Introduction

Nous allons maintenant aborder un autre aspect des effets des IGR, celui de la
recherche de leur action sur la production des ecdystéroides, hormones impliquées aussi
bien dans le contrdle de la croissance que du développement.

Cette étude a ét€ réalisée afin de déterminer si les inhibiteurs de la mue que nous
avons utilisés avaient un effet sur la synthese des ecdystéroides.

Les résultats rapportés dans ce chapitre représentent le taux moyen d'ecdystéroides
mesur€ 2 un instant donné de la vie du moustique. Lorsque ce taux était inférieur A 15 pg
par animal, il a €t€ égal€ A cette valeur qui représente le seuil de détection de 1a méthode
enzymo-immunologique dans nos conditions expérimentales.

De la méme fagon, nous n'avons pas considéré les décimales et nous avons toujours
ramené les moyennes 2 la valeur enti¢re, inférieure ou supérieure.
Ces remarques valent pour les résultats obtenus sur les larves, les nymphes et les adultes.
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Nous n'avons pas indiqué les valeurs des écart-types calculés car il est évident qu'étant
donné la taille des échantillons avec lesquels nous avons travaillé (S a 20 individus au
plus), les écart-types ont toujours été trés élevés.

2 - Dosage des ecdystéroides chez les larves

Les dosages ont €€ effectués tout au long de 1a durée du quatrieéme stade larvaire, le
traitement insecticide ayant été appliqué sur les larves en début de stade IV selon le
protocole décrit dans le paragraphe 3 du chapitre 1.

Les taux de réduction d'émergence obtenus dans les lots témoins, traités par 'OMS 2017
et par le diflubenzuron sont respectivement de 5 %, 19 % et 46 %.

Le premier préleévement Lo correspond au temps TO précédant le traitement.
Ensuite nous avons prélevé des larves lorsque I'on arrétait le contact, soit 24 heures apres
(L24).

Jusqu'a la 32¢me heure nous avons réparti les prélevements toutes les 4 heures (2 28, L2g
et A 32 heures, L3) puis, toutes les 2 heures jusqu'a 70 heures (L34 2 L7g).

2.1 - Résultats

La figure 16 illustre les résultats obtenus qui sont détaillés par ailleurs dans le tableau 1 de
'annexe 3.

2.1.1 - Larves témoins

Chez les témoins, la quantité d'ecdystéroides présents dans I'hémolymphe peut étre
considérée comme constante de Lo a Lsp.
Cette valeur oscille autour de 25 pg / larve et représente le niveau de base des
ecdystéroides chez les larves d'Aedes aegypti.
A la 52¢me heure, la quantité d'ecdystéroides augmente légerement pour atteindre la
valeur de 46 pg / larve puis elle redescend 2 25 pg / larve. On observe a Lsg 1'apparition
d'un pic marqué atteignant 165 pg / larve suivi 3 Lg d'un retour au niveau de base.
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Figure 16 : Variations du taux des ecdystéroides en pg / individu chez les larves ayant été
traitées par 'OMS 2017 et le DFB en Lo.

Un autre pic se produit 12 heures apres le précédent (Lg4). 11 est d'une valeur de 139 pg/
larve. Le taux d'ecdystéroides diminue A nouveau sans toutefois revenir au niveau de
base.

2.1.2 - Larves traitées par le diflubenzuron

Chez les larves traitées avec le diflubenzuron, on observe un profil des variations
semblable a celui observé chez les témoins : la quantité d'ecdystéroides reste faible
(20 pg / larve) jusqu'a Lsg puis présente une augmentation jusqu'a 59 pg/ larve a Lsp.
Le taux chute a 27 pg / larve puis remonte 2 nouveau a Lsg jusqu'a 159 pg / larve.

Ce pic est suivi d'une chute a Lgg ol le taux des ecdystéroides atteint 34 pg / larve a Lgp
puis d'une remontée atteignant 129 pg/ larve a Lgg.
Il se produit enfin une légére baisse jusqu'a 81 pg / larve a Lyg.
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2.1.3 - Larves traitées par 'OMS 2017

Le profil du dosage des ecdystéroides chez les larves traitées par 'OMS 2017 est
sensiblement paralléle a ce que 1'on a pu observer jusqu'a maintenant chez les larves
témoins et celles traitées par le diflubenzuron.

Tout d'abord, le taux de base moyen des ecdystéroides circulants dans 'hémolymphe
mesuré entre Lo et Lsg4 est de 20 pg / larve.

On observe une augmentation progressive de Ls4 2 Le4 jusqu'a une valeur de 173 pg par
larve.

A Leg, on note une chute trés marquée jusqu'a 31 pg/ larve.

Le taux des ecdystéroides A L9 s'eleve enfin une derniére fois a 72 pg / larve.

2.2 - Discussion

La premicere analyse, d'un point de vue purement mathématique, nous a montré
qu'en raison des écarts-types, il n'existait pas de différence significative entre les taux
d'ecdystéroides moyens mesurés chez les larves traitées par 1'un ou l'autre des IGR et
ceux mesurés chez les témoins.

Cependant, si les différences observées ne sont pas statistiquement significatives, les
tendances observées suggerent néanmoins 1'existence d'interactions entre les insecticides
et la production d'ecdystéroides, que nous pouvons tenter d'analyser.

Considérons tout d'abord le niveau de base des ecdystéroides.
Chez les larves traitées par le diflubenzuron, ainsi que le montre la figure 16, le taux des
ecdystéroides ne présente pas les fluctuations que 1'on observe aussi bien chez les larves
témoins que chez les larves traitées par 'OMS 2017. 11 semblerait donc que le
diflubenzuron puisse agir sur le taux de base des ecdystéroides en l'abaissant.

La succession de pics que 1'on observe est cependant plus difficile a interpréter.
Nous observons pour les témoins la présence de deux pics : le premier a Lsg et le
deuxié¢me 2 Lgg.

Chez les larves traitées par 'OMS 2017, un seul pic a Lg4 est nettement marqué.
L'amorce d'une augmentation a L7g pourra étre envisagée par la suite.

Chez les larves traitées par le diflubenzuron, le pic 2 Lsg se produit en méme temps que
chez les témoins mais le pic observé 2 Lg4 chez ces derniers semble décalé et se produit a
L¢sg.
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Le traitement insecticide par 'OMS 2017 semble donc perturber la production des
ecdystéroides puisque chez les larves traitées par ce produit, le premier pic disparait. Chez
les larves traitées par le diflubenzuron, nous constatons uniquement un retard du second
pic de 4 heures. La signification d'un tel retard chez des insectes dont le développement
est aussi rapide serait a évaluer.

Aucune étude quantitative des ecdystéroides larvaires chez A. aegypti n'a été
réalisée antériecurement. Toutefois, 1'analyse des taux d'ecdystéroides chez les
lépidopteres comme Manduca sexta , Pieris brassicae ou encore Galleria mellonella
révele 'existence de deux pics pendant le dernier stade larvaire (Bollenbacher er al.,
1978).

Le premier pic induirait la détermination cellulaire, ou "commitment peak" selon
'expression anglo-saxonne, alors que le second provoquerait la différenciation cellulaire
(Koolman, 1990).

Cependant, chez A. aegypti , 'apparition des imagos males précédant celle des
imagos femelles de 12 heures (Clements, 1963), l'existence des deux pics observés
pourrait étre due a ce décalage. Dans ce cas, nous pourrions alors plutdt considérer la
succession des deux pics comme résultant des différences de développement des deux
sexes.

Rien ne nous permet de vérifier la véracité de cette hypothese car il est impossible de
différencier les miles des femelles au stade larvaire, par des critéres morphologiques du
moins.

Cependant si l'insecticide agit sur la mise en place des organes reproducteurs chez les
larves traitées par 'OMS 2017, il doit perturber alors les présumés males puisque c'est le
premier pic qui semble inhibé.

Il serait par conséquent intéressant d'étudier I'effet du traitement chez ces demiers car il
n'est pas exclu qu'il soit plus marqué chez ces derniers.

L'effet des deux IGR sur la variation du taux des ecdystéroides est donc différent :
I'OMS 2017 inhiberait le pic situé a Lsg tandis que le diflubenzuron agirait en abaissant le
niveau de base des ecdystéroides.

Ce résultat va d'ailleurs 2 l'encontre des observations de Soltani er al. (1984) qui
montrent une inhibition de la synthe¢se des ecdystéroides chez la nymphe de Tenebrio
molitor consécutive au traitement par le diflubenzuron.
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Cette différence peut étre expliquée par le fait que les conditions expérimentales de cette
étude sont différentes de celles que nous avons appliquées : les nymphes de T. molitor
sont trempées dans une solution de l'insecticide.

On peut donc penser que les perturbations endocrines observées entrainent des
effets différents au niveau de I'appareil reproducteur.
Ce résultat confirme I'hypothése que nous avions formulée 2 l'issue de 1'étude de
l'influence des deux IGR sur le potentiel reproducteur. Nous avions alors conclu que le
diflubenzuron semblait agir davantage sur le processus de vitellogenése que sur la
détermination du nombre des ovarioles, c'est A dire non pas au cours du développement
larvaire mais chez 1'adulte et cela contrairement & I'OMS 2017.

Il est intéressant de remarquer que l'effet de 'OMS 2017 observé au niveau de
I'émergence est ici moins important que celui du diflubenzuron. Les hormones agissant 2
trés faibles doses, ce ne sont peut-étre pas les concentrations d'IGR les plus élevées qui
vont provoquer le plus de perturbation.

3 - Dosage des ecdystéroides chez les nymphes et les
adultes

Chez les nymphes, 1'étude de l'influence des IGR sur le taux des ecdystéroides
produits a été conduite sur des individus ayant survécu a une application d'OMS 2017 et
de diflubenzuron (IE 30) au début du quatriéme stade larvaire.

Au cours de cette expérience, les taux de réduction d'émergence ont été€ de 18,2 % chez
les témoins, 35,7 % chez les adultes traités par 'OMS 2017 et 43,9 % chez les adultes
traités par le diflubenzuron.

Le premier prélévement est effectué au moment de 1a nymphose (No).
Les prélévements se sont ensuite échelonnés & 8 heures (Ng), 16 heures (N1¢6), 20 heures
(N20), 24 heures (N24), 28 heures (N2g), 44 heures (N44) aprés la nymphose.

Le sexe des nymphes a ét€ déterminé A chaque prélévement. Sa détermination nous a
montré que les premié¢res nymphes femelles apparaissent environ 12 heures aprés les
nymphes males.
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Nous noterons que, dans un but pratique, nous avons adopté la méme notation pour les
préleévements des nymphes miles et femelles bien que le prélévement No chez les femelles
soit effectué 12 heures apres celui des méles.

Chez les adultes, les dosages ont été effectués sur des femelles et des méles ayant
survécu aux traitements insecticides larvaires. Comme lors des essais précédents, nous
avons appliqué un traitement insecticide avec les IE 30 respectives des deux produits sur
des larves en début de stade IV.

Nous avons suivi leur développement jusqu'a I'émergence et nous observons des taux de
réduction d'émergence de 13,8 % chez les témoins, de 29,3 % chez les adultes traités par
I'OMS 2017 et de 23,2 % chez les adultes traités par le diflubenzuron.

Les prélévements successifs des moustiques qui ont lieu dés 1'émergence sont notés Fo et
My (F = femelle et M = male). Ils sont suivis d'un prélevement 10 heures (F1g et M) et
24 heures plus tard (Fo4 et M24).

Nous avons effectué chez les femelles un prélévement au moment du repas noté FGg (FG
= femelle gorgée) puis 4 heures (FGg4), 8 heures (FGg), 14 heures (FG14), 16 heures
(FG1¢), 18 heures (FGig), 20 heures (FG20), 24 heures (FG24), 28 heures (FG3g) et

pour finir 48 heures apres ce repas (FG4g).

Le demier prélévement chez les femelles est effectué S jours apres la ponte soit environ 10
jours apres 1'émergence (Fx) de fagon que l'on vérifie un retour au niveau de base. Chez
les males, il est effectué 7 jours aprés I'émergence (Mvyp).

Nous présentons séparément les courbes obtenues en dosant les ecdystéroides chez
les miles et les femelles. Bien que les résultats observés proviennent de deux essais

différents, nous avons porté sur le méme graphique les nymphes et les adultes du méme
sexe, afin de mieux apprécier les effets des traitements.

3.1 - Résultats

3.1.1 - Miles

Les résultats portés sur la figure 17 correspondent aux valeurs moyennes obtenues
avec les males. 1Is illustrent le tableau 2 situé en annexe 3.
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Figure 17 : Variations du taux des ecdystéroides en pg / individu chez les nymphes et les
adultes miles ayant survécu au traitement par 'OMS 2017 et le DFB au stade larvaire.

Les résultats montrent que la quantité d'ecdystéroides présente chez les nymphes
males est sensiblement plus importante que chez les larves. En effet, lors des dosages
chez ces demitres, les valeurs maximales mesurées était de 1'ordre de 300 pg / individu
alors que chez les nymphes, elles atteignent des valeurs de 600 pg / individu.

11 existe un pic 8 heures aprés la nymphose qui ameéne le taux moyen d'ecdystéroides de
54 A 475 pg / nymphe chez les témoins. Ce pic est également présent chez les nymphes
issues des larves traitées par les deux IGR.

On remarque que le maximum mesuré avec les nymphes traitées par le diflubenzuron est
inférieur 2 celui des témoins avec 342 pg / nymphe. Cette différence renforce les
conclusions des dosages effectués chez les larves, a savoir que le diflubenzuron tend a
abaisser la production des ecdystéroides.

A I'émergence, il se produit chez les miles témoins et traités par 'OMS 2017 une
1égere augmentation du taux des ecdystéroides. Ensuite, il tend A diminuer pour atteindre
son niveau le plus bas 24 3 48 heures plus tard. 7 jours apres, il est toujours aussi faible.
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La quantité d'ecdystéroides présente au moment de 1'émergence chez les miles issus du
traitement par le diflubenzuron est en revanche réduite par rapport 2 la valeur obtenue chez
les témoins (t = 4,65 a 19 ddl) : on obtient respectivement 17 pg / mile et 32 pg / mile.
Lorsqu'on consideére la derniére valeur mesurée chez les nymphes, on constate qu'il se
produit une baisse de la production des ecdystéroides que 1'on n'observe pas chez les
males témoins ou traités par 'OMS 2017.

De fait, chez les males, le traitement par 'OMS 2017 n'a aucun effet sur la quantité
des ecdystéroides sécrétés tant chez les nymphes que chez les adultes ayant survécu au
traitement par 'OMS 2017. Quant au traitement par le diflubenzuron, il exerce encore une
pression réductrice sur le niveau de base des ecdystéroides produits.

3.1.2 - Femelles

La figure 18 illustre les taux d'ecdystéroides mesurés chez les femelles qui sont
présentés dans le tableau 3 situé en annexe 3. Les taux moyens d'ecdystéroides mesurés 5
jours apres I'oviposition n'ont pas été reportés sur le graphique.
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Figure 18 : Variations du taux des ecdystéroides en pg / individu chez les nymphes et les
adultes femelles ayant survécu au traitement par 'OMS 2017 et le DFB au stade larvaire.
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Les variations du taux des ecdystéroides chez les nymphes femelles présentent un
profil différent de celles des méles. Le pic chez les femelles témoins se produit 16 heures
apres la nymphose.

Chez les nymphes qui ont survécu aux traitements, on observe la méme chose.

Les valeurs maximales sont comparables a celles observées avec les miles, de I'ordre de
400 pg / nymphe mais on observe également que le maximum relevé chez les nymphes
femelles traitées par le diflubenzuron est inférieur a celui des témoins.

24 heures apres la nymphose, on observe une 1€gére augmentation chez les nymphes
traitées par chacun des deux IGR dont nous envisagerons la signification ultérieurement.

Lors de I'émergence, nous retrouvons la méme image que chez les mailes, a savoir
que le taux des ecdystéroides présente une légere remontée sauf dans le cas du
diflubenzuron ol il reste a son niveau le plus bas (de I'ordre de 15 pg / moustique).

L'augmentation des ecdystéroides chez les femelles est consécutive 2 la prise d'un repas
de sang. En effet, entre 'émergence et le premier repas de sang, le taux des ecdystéroides
tant chez les femelles témoins que chez les femelles traitées ne montre que des fluctuations
relativement faibles tandis qu'il présente des variations importantes 2 la suite de la prise de
nourriture.

Le taux d'ecdystéroides commence & augmenter huit heures apres le repas et on observe
un premier pic 14 heures apres la prise du repas. Il atteint la valeur de 56 pg / femelle
chez les témoins.

Ce pic est présent chez les femelles traitées par 'OMS 2017 et par le diflubenzuron, les
valeurs étant respectivement de 82 et 79 pg / femelle.

Apres une légere diminution, un second pic est amorcé qui atteint sa valeur maximale 24
heures apres le repas a 179 pg / femelle témoin, 163 pg / femelle traitée par 'OMS 2017 et
153 pg / femelle traitée par le DFB.

Dans les 48 heures qui suivent le repas, le taux est revenu a son niveau le plus bas et S
jours apres la ponte, il s'y maintient toujours.
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3.2 - Discussion

La premiére partie des dosages confirme dans 1'ensemble ce que 1'on observe en
général chez les dipteres au cours de la vie nymphale, a savoir 1'existence d'un pic unique
(Smith, 1985).

Whisenton et al. (1989) mettent de la méme fagon en évidence l'existence d'un pic unique
lors de 1'étude quantitative de la production des ecdystéroides sur des nymphes de A.
aegypti .

Chez les adultes, les résultats obtenus montrent que le taux des ecdystéroides chez les
miles est en permanence faible et que chez les femelles, les variations sont liées 2 la prise
d'un repas sanguin (Hagedorn, 1974, 1983).

Chez les nymphes, les pics pourraient étre le reflet d'un dimorphisme sexuel au
niveau de la croissance existant dans le dernier stade larvaire, tel que les mailes se
développent les premiers. Ce phénomene permet aux males d'étre sexuellement préts
lorsque les femelles émergent.

En effet, les genitalia des mailes effectuent une rotation de 180° au cours des 12 heures
qui suivent leur émergence. Pendant cette période, ils sont inaptes 2 la copulation.

3.2.1 - Effet des traitements sur les taux d'ecdystéroides
mesurés chez les miles

Le diflubenzuron agit sur le niveau de base en l'abaissant mais il agit aussi sur le
taux maximum relevé chez les nymphes. Nous pouvons penser que les larves traitées par
le diflubenzuron qui ont réussi a survivre jusqu'au stade nymphal présentent des carences
en ecdystéroides qui tendent 3 étre compensées. Les larves n'ayant pu les compenser sont
probablement mortes avant d'atteindre le stade nymphal.

Cette observation, valable pour les adultes, souligne 1'importance du biais que nous avons
introduit en suivant une population qui survit & un traitement insecticide.

Les résultats nous conduisent par ailleurs & vérifier que la méthode offre une
sensibilité relativement importante.

Lorsqu'on considére le titre des ecdystéroides chez les adultes apres les nymphes,
on constate qu'il est beaucoup plus faible.
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Chez les miles, la présence des ecdystéroides en faible quantité n'a été mise en
évidence que récemment (Briers et De Loof, 1981). Auparavant, on pensait qu'elle était
limitée aux femelles. Cependant, leur role est encore mal expliqué.

Au cours de ces études, les ecdystéroides ont ét€ détectés par dosage de 1'individu entier.
Cela signifie qu'ils sont effectivement présents mais cela ne veut pas dire qu'ils le soient
dans I'hémolymphe.

En ce qui nous concerne, les dosages ont également porté sur des miles entiers, et le
traitement n'a eu une incidence que dans le cas du diflubenzuron avec lequel on observe
un abaissement du niveau de base.

3.2.2 - Effet des traitements sur les taux d'ecdystéroides
mesurés chez les femelles

Nous notons tout d'abord que les taux d'ecdystéroides relevés au début de la
nymphose ne sont pas en contradiction avec les taux observés chez les larves 2 la fin de
nos prélévements. Cette observation tend & nous montrer que 1'OMS 2017 induit bien
chez les larves l'inhibition du premier pic plus que son retard. Elle pourrait aussi montrer
que le dernier pic relevé chez les larves appartient plus aux futures femelles qu'aux futurs
mailes. En effet, les taux des ecdystéroides observés chez les males au début de la période
de nymphose sont relativement plus faibles.

Nous avons remarqué que chez les nymphes traitées par le diflubenzuron, la valeur

maximale du pic (16 heures aprés la nymphose) était inférieure 2 celle relevée chez les
témoins. Or 8 heures plus tard, on constate que le taux des ecdystéroides mesuré alors
chez les nymphes traitées par le diflubenzuron est relativement plus €levé que chez les
témoins. A cet instant, cette remarque se vérifie aussi pour les nymphes traitées par
I'OMS 2017.
11 est possible que le diflubenzuron exerce effectivement une pression sur le niveau de
base des ecdystéroides, qui pourrait persister lorsque le taux des ecdystéroides augmente.
Des mécanismes de régulation tendant 3 compenser les carences en ecdystéroides peuvent
en effet se mettre en place, et ce que 'on observe & N24 pourrait étre le reflet d'une telle
compensation se produisant aussi bien chez les individus traités par le diflubenzuron que
par 'OMS 2017.

Dans la période qui préceéde le repas de sang, on observe 2 nouveau que le
diflubenzuron agit sur le niveau de base.
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Le profil des variations en ecdystéroides obtenu chez les femelles adultes de A.
aegypt est dans 'ensemble comparable A celui que Hagedorn et al. (1975) observent par
dosage radio-immunologique des femelles de la méme espece.

Ces auteurs montrent que le taux des ecdystéroides présente 4 heures aprés le repas une
premiére augmentation 2 100 pg / femelle, puis 12 heures aprés une seconde augmentation
de plus grande amplitude a 275 pg / femelle.

Les valeurs des maxima sont donc légérement plus élevées que celles que I'on obtient, de
méme que les pics apparaissent plus tot que ceux mis en évidence au cours de notre
travail. Ces différences sont sans doute liées a une différence de spécificité des anticorps
utilisés pour les différents ecdystéroides présents chez les insectes.

Les traitements insecticides que nous avons effectués chez les larves ne semblent

pas avoir d'effet sur les femelles adultes, a I'exception de 1'effet du diflubenzuron sur le
niveau de base.
La production d'ecdystéroides par les ovaires n'est donc pas affectée au stade adulte.
Dans ces conditions, la diminution du potentiel reproducteur observée chez les femelles
survivant 3 un traitement, en particulier 3 'OMS 2017, n'est pas due 2 une perturbation
endocrine chez la femelle adulte. On ne peut cependant, en I'état actuel des résultats,
écarter la possibilité que les traitements aient un effet au moment de la mise en place des
organes génitaux, c'est-a-dire & un moment beaucoup plus précoce de la vie des
moustiques.

4 - Discussion - Conclusion

L'analyse des taux des ecdystéroides effectuée pendant la durée du quatri¢me stade
larvaire, stade sur lequel les traitements sont appliqués, montre que le diflubenzuron est
sans effet sur la syntheése des ecdystéroides. Néanmoins, les résultats obtenus avec
I'OMS 2017 montrent que ce composé induirait l'inhibition du premier pic
d'ecdystéroides mis en évidence chez les larves témoins.

Il semble donc se dégager de ce travail que les moustiques, d'un point de vue
endocrine, sont plus sensibles a 1'OMS 2017 qu'au diflubenzuron, alors méme que ce
demier est considéré comme plus performant.
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L'OMS 2017, au vu des variations observées chez les larves traitées, pourrait agir sur la
production hormonale au moment ol les organes génitaux sont mis en place.

Ainsi, le diflubenzuron se comporterait davantage comme un insecticide classique
en tuant immédiatement et en affectant finalement peu les survivants tandis que I'OMS
2017 montre des effets retards & proprement parler, en induisant peu ou pas de mortalité
immédiate mais en laissant sur les survivants des séquelles handicapantes.

Ces résultats renforcent les conclusions du chapitre précédent qui mettaient en évidence un
effet du traitement sur la mise en place des organes de la reproduction et confirment que le
méme IGR n'agit pas forcément de la méme maniere sur des insectes différents.

Dorn et al. (1986) montrent que le développement de I'oviducte chez les larves de
dernier stade de Oncopeltus fasciatus est lié€ A 1a synthése des ecdystéroides. Au cours du
dernier stade larvaire, les oviductes latéraux subissent des transformations
(raccourcissement et élongation) qui coincident avec une augmentation du taux des
ecdystéroides, augmentation liée également avec l'initiation de la métamorphose.

Les oviductes des larves de dernier stade sont donc aussi des organes cibles des
ecdystéroides au méme titre que les disques imaginaux, les glandes salivaires ou encore le
corps gras chez 1'adulte. Les ecdystéroides se comportent d'ailleurs un peu comme les
hormones oestrogénes des mammiferes, responsables de la différenciation de l'oviducte
pendant la puberté.

IIs contrdlent donc 1a morphogenese de 1'appareil reproducteur (Koolman ez al., 1979), de
méme qu'ils semblent impliqués dans la gamétogenese (Furtado, 1977). On peut donc
envisager que les IGR, agonistes ou antagonistes des ecdystéroides, puissent agir sur les
processus de mise en place des organes reproducteurs.

Chez les nymphes, la situation est différente. Les IGR engendrent une mortalité lors
de la mue qui suit le traitement, c'est-a-dire ici au passage larve-nymphe ou nymphe-
adulte. Si le traitement n'a pas d'effet sur le taux des ecdystéroides 2 ce stade, c'est que
les nymphes dosées ont échappé complétement au traitement larvaire, ou que les
perturbations ne sont pas suffisantes pour l'observer au niveau du taux des ecdystéroides.
Les nymphes les plus perturbées ont pu étre déja €liminées lors de la nymphose.

En ce qui concerne les adultes, le probléme est semblable puisque les mesures ont
été effectuées sur des individus ayant survécu 2 un traitement. Cependant rien ne nous
permet de conclure que dans d'autres conditions, l'application de diflubenzuron ou
d’'OMS 2017 2 des adultes resterait sans effet.
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L'existence d'un mode d'action multiple et donc complexe des IGR est confirmée
par les résultats que nous obtenons. Ces observations montrent que pour une utilisation
performante des IGR contre les vecteurs, les tests ne doivent pas se limiter A une simple
recherche d'efficacité. Il importe désormais de poursuivre les évaluations au-dela de la
simple recherche des effets finaux des insecticides que l'on se contentait jusqu'a
maintenant d'observer car nous l'avons montré, la réduction du potentiel reproducteur par
exemple peut étre liée 2 des événements qui se sont produits plus tHt.

Notre conclusion serait que les techniques de lutte contre les vecteurs doivent
s'appuyer sur les résultats d'une recherche plus fondamentale pour étre optimales et les
IGR en apportent la preuve .

L'étude de I'incidence des traitements larvaires sur la capacité d'A. aegypti a wransmettre
la filaire Molinema dessetae que nous allons maintenant aborder, confirme cette nécessité.
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CHAPITRE 5§
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Chapitre 5

Réceptivité d'Aedes aegypti soumis
a un traitement insecticide, a la
filaire Molinema dessetae

Le couple Aedes aegypti - Molinema dessetae nous sert de modele expérimental
pour tenter de répondre a une question : la capacité d'un vecteur a transmettre un agent
pathogene est-elle réduite ou au contraire accrue lorsque celui-ci a ét€ en contact avec un
insecticide de type IGR ?

1 - Traitement insecticide des moustiques

Le principe du traitement est décrit au premier chapitre. Nous avons appliqué a des
larves en début de stade IV, les concentrations devant entrainer 30 % de réduction
d'émergence, soit 0,003 mg (m.a.) / 1 pour 'OMS 2017 et 0,0004 mg (m.a.) /1 pour le
diflubenzuron.

Les adultes survivants sont récoltés et trois cages sont constituées, une cage de
moustiques témoins et deux cages de moustiques traités contenant chacune une centaine
de miles et une centaine de femelles.

15 jours apres le traitement, les femelles dgées de 5 & 7 jours regoivent le repas infestant.
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2 - Infestation des moustiques

Deux rongeurs ont ét€ utilisés pour l'infestation des trois cages. Le premier rongeur
est introduit d'abord dans la cage des femelles témoins puis dans celle des femelles
traitées par le diflubenzuron, le second est introduit seulement dans la cage des femelles
traitées par 'OMS 2017.

Auparavant, leur microfilarémie est vérifiée : 100 pul de sang sont prélevés au sinus
orbital et on réalise une série de 10 gouttes épaisses afin d'obtenir une bonne évaluation
du nombre de microfilaires (mf) présentes chez le rat au moment du repas infestant.

Chez le rongeur utilisé pour les femelles témo. "5 et traitées par le diflubenzuron, on
dénombre en moyenne 172 mf / 10 pl et 117 mf . .0 pl chez celui qui est utilisé pour les
femelles traitées par 'OMS 2017. La différence n'est pas significative.

L'évaluation du nombre de microfilaires ingérées au cours du repas se fait par
frottis de 1'estomac selon la technique décrite au chapitre 1 (paragraphe 7), c'est-a-dire
par rapport 2 la quantit€ de sang ingéré, déterminée par pesée apres le repas.

La quantité de sang ingéré est évaluée chez les femelles témoins a 2,3 £ 0,6 mg et on
constate qu'il n'existe pas de différence avec les femelles traitées.

Le nombre moyen de microfilaires ingérées par les femelles témoins est de 13 mf / mg
tandis qu'il est de 12 mf / mg pour les femelles traitées par 'OMS 2017 et de 9 pour les
femelles traitées par le diflubenzuron.

Il n'existe pas de différence significative entre le nombre de microfilaires ingérées
par les témoins et les femelles traitées par le diflubenzuron.
L'écart observé est vraisemblablement dii 2 une variation de la microfilarémie du rat au
cours du temps.

Nous ne pouvons analyser statistiquement les résultats entre les femelles témoins et celles
traitées par 'OMS 2017 puisque nous avons utilisé des rats différents.

Néanmoins, les microfilarémies des deux rats étant relativement élevées et peu
différentes, il y a tout lieu de penser que le nombre de microfilaires ingérées par les
femelles traitées par I'OMS 2017 n'est pas significativement dit:érent de celui des
microfilaires ingérées par les témoins.
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Le tableau 18 présente la synthése de ces résultats, qui vont conditionner 'infestation et

nous permettre ensuite d'évaluer I'influence des traitements sur la réceptivité & Molinema
dessetae d'Aedes aegypti .

— TEMOINS | OMS 2017 DFB

% IE corrigé 4,1 24,8 45,9
microfilarémie (mf/ml) 172 117 172
mf /mg de sang ingéré 13 12 9

Tableau 18 : Données relatives 2 l'infestation par M. dessetae des femelles
d'A. aegypti soumises A une dose d'insecticide au stade larvaire (% IE : taux
de réduction d'émergence).

Les moustiques sont disséqués 21 A 25 jours aprés l'infestation sous une loupe
binoculaire. La téte, le thorax et I'abdomen sont séparés et observés dans un milieu de
culture (R.P.M.1.) afin de dénombrer les différents stades des filaires.

70 femelles témoins, 73 femelles traitées par 'OMS 2017 et 74 femelles traitées par le
diflubenzuron ont été disséquées.

3 - Etude du développement des filaires chez les
moustiques traités

Les résultats des dissections sont détaillés en annexe 4.

La figure 19 illustre les fréquences observées des différents stades de M. desserae
selon leur position chez A. aegypti. Les données relatives aux filaires présentes dans le
thorax et 'abdomen ont ét€ regroupées.
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Figure 19 : Répartition des M. dessetae en fonction de leur position et de leur fréquence
chez A. aegypti.
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Les nombres totaux de L1, L2 et L3 dénombrés figurent dans le tableau 19 en
fonction de leur position.

téte abdomen/thorax
L1 L2 L3 L1 12 L3 total L3
témoin 0 0 221 1 51 205 426
OMS 2017 0 0 230 0 35 141 371
DFB 0 0 310 0 51 203 513

Tableau 19 : Nombres totaux des différents stades de M. dessetae observés au
cours des dissections en fonction de leur position et selon le traitement insecticide.

Au vu des résultats, nous n'envisagerons pas la répartition des stades I et II
intracéphaliques ni celle des mémes stades dans le thorax et 1'abdomen, les nombres
moyens de L1 et L2 par moustique variant de 0 2 0,7.

11 apparait des différences quant aux nombres totaux de L3 2 1a fois dans la téte, le
thorax et 1'abdomen qui doivent étre analysées. Mais auparavant, il faut déterminer si les
traitements agissent sur la répartition des filaires chez le moustique et/ou sur son
parasitisme.

On vérifie tout d'abord que la répartition des filaires, dans les lots témoins et
traités, tant au niveau de la téte que du thorax et de I'abdomen (les données pour ces deux
parties étant toujours regroupées), s'ajuste par une BN et que les valeurs de K,
déterminées par la méthode du maximum de vraisemblance, sont homogenes.

Si K ne varie pas, on peut calculer la valeur d'une constante K commune (K¢) mais il faut
alors vérifier que les distributions sont conformes 2 cette valeur par un test de 2. Si %2
est significatif, le traitement insecticide agit sur la forme de la distribution, c'est-a-dire sur
K.

Les différences observées entre les nombres moyens de L3 dans chacune des parties
seront alors analysées en calculant l'intervalle de confiance des moyennes. Dans les
tableaux, nous avons fait figurer pour chaque moyenne, cet intervalle de confiance.
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3.1 - Distribution des L3 intracéphaliques

Les valeurs de K dans les trois lots sont homogenes et on peut calculer une valeur
commune Kc égale 3 0,45 £ 0,06.

Les résultats figurent dans le tableau 20.

témoins OMS 2017 DFB
nombre de Q disséquées 70 73 74
(nf)max 20 24 22
moyenne 32 £ 0,5 32+ 04 |42 % 08
variance 20,3 25,5 25,5
écart-type 4,5 5,1 5,1
probabilité 0,68 0,24 0,18

Tableau 20 : Distribution des L3 de M. dessetae au niveau de la téte du moustique ;
(nf)max : nombre maximum de filaires a I'intérieur du moustique et IC : intervalle de
confiance de 1a moyenne.

Les trois distributions sont conformes 3 la valeur calculée de Kc donc les
traitements n'agissent pas sur la forme de la distribution.

L'étude des intervalles de confiance des moyennes des nombres de L3
intracéphaliques par moustique montre qu'ils se chevauchent. Les traitements par 'OMS
2017 et le diflubenzuron n'ont donc pas d'action significative sur le parasiisme des
moustiques au niveau de la téte.



3.2 - Distribution des L3 dans le thorax et

1'abdomen

Les valeurs de K dans les trois lots sont homogenes et on peut calculer une valeur

commune Kc égale 2 0,74 £ 0,11.
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Les résultats sont présentés dans le tableau 21.

témoins OMS 2017 DFB
nombre de Q disséquées 70 73 74
(nf)max 26 15 18
moyenne 2,9 + 0,5 1,9 £ 0,3 2,7 £ 0,4
variance 17,3 6 11,5
écart-type 4,1 2,5 3,4
probabilité 0,15 0,51 0,51

Tableau 21 : Distribution des L3 de M. dessetae au niveau du thorax et de
I'abdomen ; (nf)max : nombre maximum de filaires par moustique.

Comme précédemment, on constate que les trois distributions sont conformes a la
valeur calculée de Kc (p > 0,05). Les traitements n'agissent pas non plus ici sur la forme
de la distribution.

Nous remarquons cependant que la valeur de Kc est ici supérieure a celle calculée pour la
répartition intracéphalique des L3, ce qui tend 2 mettre en évidence que les distributions
intracéphaliques sont relativement moins homogeénes. En effet, pour une méme densité
parasitaire moyenne, il y a plus de tétes présentant un grand nombre de parasites mais
aussi plus de tétes sans parasite. Nous discuterons de la signification de ce résultat
ultérieurement.

L'étude des intervalles de confiance des moyennes des nombres de L3
intracéphaliques par moustique montre qu'ils se chevauchent. Les traitements par 'OMS
2017 et le diflubenzuron n'ont donc pas d'action significative sur le parasitisme dans le
reste du corps des moustiques.

Nous pouvons alors considérer la distribution totale des L3 en cumulant les
résultats obtenus aussi bien dans la téte que dans les autres parties du corps.
On détermine une valeur commune Kc égale 2 0,7 1 0,08.



Le tableau 22 illustre cette partie.
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témoins OMS 2017 DFB
nombre de Q disséquées 70 73 74
(nf)max 38 29 36
moyenne 6,1 + 0,9 52 + 0,8 69 £ 1
variance 56,4 41,7 55,3
écart-type 1.5 6,5 7.4
probabilité 0,82 0,46 0,07

Table

de la n.,yenne.

22 : Distribution des L3 de M.

ssetae quelle que soit leur position ;
(nf)r  nombre maximum de filaires pa. .noustique et IC : intervalle de confiance

Comme précédemment, les résultats nous montrent que les traitements insecticides
n'influent ni sur le nombre moyen de L3 produites ni sur leur dispersion statistique.

Nous remarquons que la valeur de la constante Kc de la distribution totale des L3 est
également plus élevée que celle des L3 intracéphaliques et donc 1'apparente hétérogénéité
de la répartition des L3 dans la téte des vecteurs est masquée.
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3.3 - Etude de la présence des formes anormales

Au cours des dissections, nous avons observé des filaires encapsulées ou en voie
de dégénérescence, surtout dans la partie abdominale.

La figure 20 illustre les fréquences de ces formes chez les femelles disséquées.
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Figure 20 : Fréquences des formes anormales (dégénérescentes et
encapsulées) de M. dessetae observées au cours des dissections.

Le nombre de femelles témoins et de femelles traitées ne présentant pas de forme de
dégénérescence est relativement €levé puisque sur 70 femelles témoins disséquées, il y a
14 femelles sans forme anormale, sur 73 femelles traitées par 'OMS 2017 ilyena 17 et
sur 74 femelles traitées au diflubenzuron, il yena 12.

On observe ainsi en moyenne 0,7 forme anormale par femelle chez les témoins, 0,8 chez
les femelles traitées par 'OMS 2017 et 0,6 pour celles traitées par le diflubenzuron.
La comparaison des moyennes montre qu'elles ne différent pas de fagon significative.

Le phénomeéne de dégénérescence des filaires ne semble pas trés marqué chez le
couple hote-parasite considéré et les traitements par 1'un ou l'autre des deux IGR ne
semblent donc pas le favoriser.

Cependant, nous rapellons que nous observons les moustiques 20 jours environ aprés
l'infestation et par conséquent, il est possible que les filaires aient déja subi les processus
de dégénérescence contribuant certainement 2 la limitation.
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4 - Discussion

Les résultats que nous obtenons ne nous ont pas permis de mettre en évidence un
effet du traitement sur la production de L3.
En fait, 'absence de conséquences des traitements sur la production de L3 était prévisible
car nous sommes dans le cas d'un modele avec limitation et par conséquent, le nombre de
L3 tend vers une valeur constante.

Nous avons remarqué cependant que les distributions des L3 intracéphaliques chez
les femelles traitées semblaient relativement moins homogeénes que dans le reste du corps
(Kc relativement plus faible). Ce résultat suggere qu'il pourrait y avoir une perturbation
du cycle de développement des moustiques entre le moment ou les filaires sont encore
dans I'abdomen et/ou dans le thorax et celui ol elles atteignent la téte du moustique.

Ceci est important car Pichon (comm. pers.) a montré que plus K est faible, plus les
chances de rencontre des filaires des deux sexes chez 1'héte vertébré sont grandes. Nous
serions alors dans une situation ol la transmission de la maladie serait favorisée.

Mais comme nous observons également ce phénoméne chez les témoins, plus qu'une
perturbation des filaires consécutive aux traitements insecticides, ce résultat tend a
remettre en cause la qualité des témoins.

Si I'on considere les taux d'infestation totale! des femelles traitées par 'OMS 2017
et par le diflubenzuron qui sont respectivement de 76,7 % et 83,8 %, on constate qu'ils
ne different pas significativement de celui des femelles témoins qui est de 80 %. Il en est
de méme pour les taux d'infectiosité2 qui sont respectivement de 77,1 %, 72,6% et 75,5
% chez les témoins, les femelles traitées par 'OMS 2017 et celles traitées par le
diflubenzuron.

Si l'on s'intéresse maintenant au pouvoir infectant3 des femelles, on n'observe pas
non plus de différence entre les témoins et les femelles traitées par 'OMS 2017, les
pouvoirs infectants étant respectivement de 37,1 et 30,1 %.

En revanche, le pouvoir infectant des femelles traitées par le diflubenzuron, qui est de
51,4 % , est significativement plus €levé que celui des témoins (p = 0,04).

1 Taux d'infestation totale = nombre de femelles infestées / nombre de femelles disséquées (Anonyme, 1984),
2 Taux d'infectiosité = nombre de femelles infestées par des stades [II (quelle que soit leur position) / nombre de
femelles disséquées (Anonyme, 1984).
(CPouvou' mgfggtmt nombre de femelles infestées par des stades III intracéphaliques / nombre de femelles disséquées
aubere, 1989)
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Si on considere le nombre de stades infestants observés finalement par rapport au
nombre de microfilaires ingérées, on constate que moins de 30 % des filaires ingérées
arrivent & maturité chez les moustiques témoins et traités par 'OMS 2017.

Chez les moustiques traités par le diflubenzuron, ce sont 44 % des filaires qui atteignent
ce méme stade.

Ces résultats suggérent donc, malgré ce que 'on a pu observer précédemment, que
les traitements insecticides pourraient avoir perturber la capacité vectorielle.

En outre, si on totalise le nombre de L3 dans la téte et le reste du corps, on observe
que la proportion de L3 dans la téte est trés significativement supérieure dans les lots
traités par rapport au lot témoin. On trouve 62 % de L3 intracéphaliques chez les femelles
traitées par 'OMS 2017, 60,5 % chez les femelles traitées par le diflubenzuron alors que
chez les témoins, on a seulement S1 % de L3 intracéphaliques.

Ces différences sont trés hautement significatives (p = 0,006).

La comparaison de ces différents parametres montre que les populations résiduelles
peuvent étre épidémiologiquement dangereuses sans que la production de L3 augmente.
Le nombre de L3 qui réussissent 2 atteindre la téte du moustique est plus grand dans les
lots traités et le nombre de femelles possédant des L3 intracéphaliques est également plus
grand dans les lots traité. Cela signifie que nous sommes en présence d'une population
ot la proportion de femelles infestantes est augmentée alors que leur charge parasitaire
n'est pas plus €levée. Les traitements insecticides pourraient finalement avoir un effet sur
les processus de régulation de l'infestation.

Bien que nous ne l'ayons pas montré, il est possible que les traitements
insecticides empéchent la dégénérescence des filaires. L'hypothe¢se d'un effet de
l'insecticide sur le tissu adipeux du vecteur peut étre envisagée.

La réduction du potentiel reproducteur que l'on observe chez les femelles infestées et en-
dehors de tout traitement insecticide avec les couples Aedes aegypti - Brugia pahangi et
Aedes trivittatus - Dirofilaria immitis, réduction d'autant plus importante que la densité
filarienne est élevée (Gaaboub, 1976 ; Christensen, 1981), suggeére l'existence d'une
compétition s'effectuant au niveau du tissu adipeux en faveur du parasite. Les traitements
insecticides pourraient favoriser cette compétition mais I'étude du potentiel reproducteur
que nous avons conduite ne nous a pas permis de mettre en évidence une telle réduction.
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Le role de 1a membrane péritrophique devrait étre analysé. A la suite du repas, il se
forme une membrane autour du sang ingéré et seules les filaires qui sont passées les
premicres peuvent gagner I'hémocele.

Chez les simulies traitées au stade larvaire par 'OMS 3031, I'étude histologique montre
que la membrane péritrophique n'est pas affectée par le traitement (Lochouarn, 1990).
Cependant ce produit appartient 3 1a famille des AHJ, produits qui n'agissent pas sur la
synthése de la chitine.

11 serait intéressant de vérifier que la membrane péritrophique, en se formant plus tard ou
en étant altérée, n'est pas impliquée dans 1'augmentation du potentiel vectoriel du
moustique survivant aux traitements.

Les résultats que nous avons obtenus par ailleurs lors de I'étude du potentiel
reproducteur suggeérent qu'il faut peut-€tre associer 1'effet plus marqué du diflubenzuron
sur l'efficacité vectorielle, comparé 2 celui de I'OMS 2017, au taux de réduction
d'émergence qui est plus élevé (50 % pour 30 % avec les traités 2 TOMS 2017).

Les mécanismes qui favorisent le développement de 1'agent pathogeéne sont
probablement complexes, d'autant que la présence de 1'agent pathogéne dans le vecteur
semble avoir des répercussions sur d'autres fonctions comme celle de la reproduction.

11 semble se produire des modifications de ce que I'on peut appeler I'environnement de la
filaire, modifications susceptibles de lui étre favorables.

Ces résultats ne signifient pas que 1'absence de modification ne puisse pas étre tout aussi
importante du méme point de vue épidémiologique.

Ainsi, Lochouarn (1990) souligne la menace que représentent les femelles d'Anopheles
gambiae , vecteurs de la filariose de Bancroft en Afrique Centrale, soumises au stade
larvaire A une IE80 d'un AHJ, 'OMS 3031. Le traitement ne perturbe en rien la longévité
du moustique, son comportement alimentaire est normal de méme que son potentiel
reproducteur et le cycle de la filaire ne semble pas affecté. Ces moustiques peuvent donc
transmettre la maladie.

Au vu de la variabilité des résultats relevés au cours des études réalisées concernant
l'effet des traitements sur la capacité vectorielle, il est important de considérer chaque cas
indépendamment des autres.
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L'application de deltaméthrine 2 la concentration de 5*10-5 mg/ 1, A des larves d'A.
aegypti a pour conséquence la réduction du pourcentage de femelles infestées par M.
dessetae et I'augmentation du nombre de larves infestantes par femelle infestée (Elissa,
1990).

Gaaboub et Busvine (1975) étudient l'influence d'un traitement larvaire par le DDT sur la
transmission d'une filaire Brugia pahangi par les survivants de deux souches d'A.
aegypti : l'une hautement vectrice et l'autre fortement réfractaire 2 'infestation.

Les résultats montrent que par rapport aux témoins, la proportion de femelles de la
souche réfractaire qui développent des filaires augmente alors qu'elle diminue dans la
souche vectrice.

Chez les adultes d'une souche d'A. aegypti résistante au DDT et réfractaire 2 l'infestation
par B. pahangi , qui ont subi un traitement larvaire au diflubenzuron, on observe une
augmentation du nombre de filaires arrivant & maturité (Gaaboub et Busvine, 1976).

La persistance de populations résiduelles aprés un traitement est par conséquent un
probléme important qui devrait éure considéré avec attention lors des campagnes de lutte
contre des vecteurs.

5§ - Conclusion

Nous avons abordé au cours de ce chapitre le probleéme de l'effet des traitements
IGR sur le développement de la filaire Molinema dessetae chez Aedes aegypti .

Les résultats que nous obtenons montrent que la proportion de femelles aptes a
transmettre le parasite augmente aprés un traitement insecticide larvaire. 11 faudrait alors
évaluer le risque épidémiologique lorsqu'on se trouve en présence d'une population dont
la charge parasitaire n'est pas plus €levée mais ol les femelles infestées sont plus
nombreuses.

La question de la surveillance des populations résiduelles 2 la suite d'un traitement
insecticide doit donc étre posée.
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Les études de corrélations entre les traitements insecticides et la capacité du vecteur
traité A transmettre un agent pathogéne sont encore peu nombreuses car récentes mais
d'autres systémes hote-parasite ont été considérés.

Elissa (1990) a poursuivi I'étude de la réceptivité d'Anopheles stephensi, soumis 3 un
traitement par la deltaméthrine, & Plasmodium yoelii. Les résultats montrent un effet
inhibiteur des traitements sur le développement du Plasmodium chez son vecteur.

L'effet des traitements par Bacillus sphaericus et Bacillus thuringiensis sur la réceptivité
d'Anopheles gambiae A Plasmodium falciparum , agent du paludisme le plus grave pour
I'homme, a ét€ envisagé par Robert et al. (1987). Aux doses employées, B. sphaericus
n'a aucun effet sur le couple hote-parasite considéré, mais B. thuringiensis provoque
une réduction significative de l'indice oocystique.

L'intérét épidémiologique de ces résultats est nuancé car il serait bien siir plus intéressant
d'évaluer l'effet des traitements sur l'indice sporozoitique. Il serait nécessaire de
poursuivre plus en avant les investigations, afin de mettre notamment en évidence les
mécanismes par lesquels le développement du Plasmodium est inhibé.

Les auteurs proposent une hypothese selon laquelle la prise du repas de sang chez les
femelles survivant au traitement serait plus faible que celle des témoins. Au moins dans
notre cas, ceci ne peut étre confirmé puisque le nombre de microfilaires ingérées est le
méme chez les traitées et les témoins. Lochouarn (1990) confirme ce résultat.

En mati¢re de relations hote-virus, une étude a été conduite dans notre laboratoire
sur la réceptivité au virus de la dengue 2 d'A. aegypti trait€ au stade larvaire au
diflubenzuron. Elle a fait 1'objet d'un DEA effectué en collaboration avec 1'Institut
Pasteur (Gustave, 1991). La dengue fait partie des principales arboviroses sur le plan
mondial. Plus de deux milliards de personnes sont potentiellement concernés par la
maladie, et des millions de cas surviennent chaque année, surtout parmi les enfants.
Malheureusement, de nombreux problémes liés au protocole sont apparus, et les résultats
ne nous permettent pas de déterminer actuellement si le traitement au diflubenzuron a un
effet sur la capacité vectorielle d'A. aegypti A transmettre ce virus.

11 serait cependant intéressant de poursuivre plus en avant les recherches dans ce
domaine, en particulier pour mieux connaitre les relations hote - parasite afin par exemple
d'en tirer parti pour la mise au point de nouvelles stratégies de lutte.



143

Les recherches conduites par O'Reilly et Miller (1989) constituent A ce titre une
perspective intéressante. Ces auteurs ont mis en évidence chez un baculovirus, un géne
qui s'est révél€ codant pour une UDP - glucosyl transférase des ecdystéroides.

Cette enzyme, en agissant sur les voies de synthése des ecdystéroides, permet au virus
de bloquer le développement normal de son héte.

On pourrait envisager de déterminer chez des agents pathogenes 1a présence de séquences
codant pour des enzymes capables de bloquer le développement du vecteur associé.

Ce domaine de la recherche encore récent pourrait ouvrir des voies importantes pour la
lutte contre les vecteurs.

Nous avons donc pu mettre en évidence un certain nombre d'effets des traitements
larvaires sur les adultes qui survivent et c'est par 1'étude de I'impact des IGR sur la faune
non-cible, et méme plus généralement sur l'environnement, que nous achéverons ce
travail.
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CHAPITRE 6
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Chapitre 6

Influence des traitements sur
la faune non-cible

1 - Introduction

Les pesticides, qui désignent un ensemble de substances chimiques naturelles ou
synthétiques, sont utilisés aussi bien en agriculture, dans les industries en vue de la
conservation de cultures et de produits agricoles, pour la désinfection des locaux privés et
publics, dans la construction pour la protection du bois et des matériaux, pour le
désherbage des voies ferrées, talus, routes, berges qu'a des fins sanitaires vis-a-vis des
vecteurs de maladies.

L'incidence écologique des pesticides, trop souvent utilisés de fagon inconsidérée, peut
étre grave : suppression de la microfaune des étangs, des batraciens, des gastéropodes ou
encore des oiseaux, perturbation des équilibres biologiques.

Les études réalisées pour évaluer précisément 1'impact des traitements sont nombreuses.
Compte tenu de l'accumulation et de la rémanence des produits insecticides dans
I'environnement, leurs résultats mettent en évidence une situation préoccupante.

Les régulateurs de croissance apparaissent comme des produits de remplacement
intéressants d'un point de vue écologique de par leur spécificité étroite pour les insectes et
leur biodégradabilité limitant le probléme de leur accumulation.
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C'est pourquoi, il nous a semblé intéressant de réaliser 1'étude de l'impact de
I'OMS 2017 et du diflubenzuron sur deux especes de crustacés présentes dans la mare
naturelle située 3 Bondy : Daphnia sp. et Cypris sp.
Nous avons réalisé deux essais selon le protocole de traitement décrit au paragraphe 8 du
chapitre 1.
Nous précisons que les concentrations mentionnées dans ce chapitre représentent des
milligrammes de matiére active par litre d'IGR utilisé.

2 - Résultats

L'ensemble des résultats est consigné dans le tableau 23.

Deaphnia sp. Cypris 3p.
essai 1 cssai 2 cssai 1 essai 2
cmamﬁmﬁuhamubanum jong 24 heures| 48 heures|concentrationd 24 heures “hamcomamﬁaquhanu“hauu
mgA mg/l _mg/t mg/l

OMS 2017 OMS 2017 OMS 2017 OMS 2017
100 100 100 |20 100 100 100 0 0 500 100 100
20 100 100 |15 100 100 |20 4 4 250 100 100
2 0 0 10 100 100 |2 0 0 150 100 100
0,5 0 0 5 60 100 |05 0 0 100 100 100

1 40 92 10 100 100
DFB DFB DFB DFB
100 100 100 |20 44 92 |100 4 4 500 16 48
20 100 100 |15 60 108 |20 0 0 250 0 32
2 0 0 10 24 62 |2 0 0 150 0 12
05 0 0 5 32 52 |os5 0 0 100 8 16

1 20 % 10 0 4
TEMOINS TEMOINS TEMOINS TEMOINS

1 1 0 0 0 0 0 0

Tableau 23 : Evaluation de l'effet en pourcentage de mortalité de 'OMS 2017 et du DFB
sur deux espeéces de crustacés non-cibles.

Cette étude suggere tout d'abord une efficacité différente de 'OMS 2017 et du
diflubenzuron sur les Cypris et les Daphnies. Il apparait en effet que 'OMS 2017 est
plus toxique pour ces deux especes que le diflubenzuron. En fait, ce résultat s'observe
particuliérement au cours du second essai.
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L'OMS 2017 semble tout d'abord peu agir mais montre ensuite une augmentation brutale
de son activité en fonction de la concentration. En revanche, le diflubenzuron témoigne
d'une efficacité croissante telle qu'a la concentration de 500 mg / 1, on n'ait pas encore
atteint le maximum d'activité.

En outre, les daphnies semblent plus sensibles que les ostracodes aux IGR.

Au cours du second essai, nous n'avons pas repris les mémes concentrations pour
les Cypris et les Daphnies. En effet, les résultats du premier essai montraient déja une
différence de sensibilité entre les Cypris et les Daphnies qui nous permettait d'envisager
l'application de concentrations plus importantes sur les Cypris.

Les résultats du premier essai montrent qu'on atteint 100 % de mortalité dés la
concentration de 20 mg /1 avec les Daphnies alors que chez les Cypris, on observe 100 %
de survivants 2 la plus forte concentration (100 mg / 1).

Le second essai n'a malheureusement pas permis d'obtenir les résultats attendus en ce qui
concerne le traitement par 'OMS 2017 : on observe 100 % de mortalité dés la plus faible
concentration (10 mg /1) et aprés seulement 24 heures aprés le contact.

Les doses que nous avons utilisées sont particuli¢rement élevées or, comme nous 1'avons
déja précisé, les IGR ne sont pas des composés tres solubles. 11 est donc possible que les
solutions obtenues ne soient pas trés homogenes et que les résultats en soient faussés.

Le traitement par le diflubenzuron donne des résuitats plus cohérents et montre
surtout que la mortalité augmente encore aprés 24 heures de contact. On observe en outre
qu'a la concentration la plus élevée, la mortalité n'est pas encore de 100 % témoignant
d'une faible sensibilité de cette espéce au diflubenzuron.
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3 - Discussion - Conclusion

L'intérét de cette étude aurait été accru, si nous avions pu réaliser les traitements 2
échelle réelle directement dans la mare.
Or, la mare ou nous avons prélevé les deux espéces de crustacés sert de témoin a une
étude portant sur le recyclage au cours du temps de Bacillus sphaericus et nous ne
pouvions donc pas introduire de nouvel insecticide.
De tels traitements nous auraient permis d'étudier la rémanence des IGR dans des
conditions naturelles, tout en nous permettant d'étudier leurs effets sur la faune non-cible.
Cependant, comme il n'existe bien évidemment pas de population naturelle d'Aedes
aegypti dans cette mare, il aurait fallu er isager I'effet du traitement sur des populations
de Culex pipiens , présentes en revanche en abondance, mais ces résultats n'auraient
apporté aucun €lément de comparaison intéressant.

Il reste que cette étude nous permet de mettre en évidence qu'aux concentrations
normalement appliquées aux moustiques, les espéces comme les daphnies et les Cypris
ne sont pas affectées.

Il faut augmenter trés nettement ces concentrations pour que les traitements deviennent
toxiques pour la faune non-cible.

De nombreuses études ont bien sir été réalisées afin d'évaluer I'impact des IGR sur
la faune évoluant dans les mémes biotopes que les moustiques (Ali et Lord, 1980 ;
Apperson et al., 1978 ; Case et Washino, 1978 ; Mulla et al., 1975 ; Sacher, 1971 ;
Steelman et Schilling, 1972).

Le diflubenzuron est sans effet sur les crustacés (Mulla ez al., 1975) bien que les
daphnies apparaissent plus sensibles a l'effet du traitement que les copépodes par
exemple. Cependant la formulation de I'IGR a de l'importance : 1a poudre mouillable est
plus toxique que les granulés.

L'effet des traitements au moyen d'IGR sur les Rotiféres semble négligeable (Apperson
etal., 1978).

En ce qui concemne les cyanobactéries, différents effets se sont manifestés : certaines ont
subi une réduction qui s'est maintenue quelques semaines, d'autres ont subi également
une réduction mais ont plus rapidement repris leur prolifération.
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Les algues vertes sont affectées par les IGR mais réapparaissent ensuite relativement vite.
Steelman et Schilling (1972) ont étudié 1'efficacité d'un AHJ sur la faune annexe
peuplant des cultures de riz et comprenant des adultes appartenant aux Hydrophilidés,
aux Dytiscidés, aux Curculionidés, aux Corixidés et aux Notonectidés ainsi que des
larves d Hydrophilidés et de Dytiscidés.

Les résultats indiquent que les larves de Dytiscidés et dHydrophilidés sont affectées par
le traitement mais non les adultes de ces espéces et des autres.

Par conséquent, ces résultats montrent que dans 1'ensemble, 1'application d'IGR
entraine des risques écotoxicologiques réduits : méme si certaines espéces non-cibles
comme les Cyclops, les dytiques ou les daphnies se révelent sensibles aux IGR, l'effet de
ces produits n'exceéde pas deux ou trois semaines, au-deld desquelles la population est
reconstituée.

Ceci s'explique par le fait que les IGR sont rapidement dégradés.

En outre, dans la mesure ou l'ensemble des arthropodes présentent un
développement qui s'effectue sous le contrdle d'une hormone analogue 2 1'ecdysone, il
était impensable d'écarter totalement 1'éventualité d'un effet des IGR sur ces espéces.

Considérons maintenant I'impact des IGR sur I'environnement dans un sens plus
général,

Metcalf er al. (1975) montrent qu'il n'existe pas de bioconcentration du diflubenzuron.
En effet, celui-ci est par exemple trés peu persistant dans les algues ou encore les
escargots. Le poisson Gambusia sp. est capable de le dégrader tres efficacement.

Selon Quistad ez al. (1974), le méthopréne, seul AHJ commercialisé actuellement, serait
rapidement dégradé¢ par les plants de riz et de luzerne en métabolites non toxiques. Ces
auteurs ont observé ensuite une conversion significative et inhabituelle de ces métabolites
en produits naturels comme la cellulose, les caroténoides et la chlorophylle.

Cette étude apporte un nouvel argument en faveur de l'utilisation des régulateurs de
croissance.

L'introduction du diflubenzuron (2,5 ; 25 ; 250 ppm) dans 1'alimentation d'un poussin
dgé de 1 jour pendant 56 jours se traduit par des perturbations du développement :
variations de poids des organes, inhibition des caractéres sexuels secondaires (absence de
créte chez les miles par exemple), réduction des taux de testostérone (Wright, 1976).
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Bien qu'inquiétante, cette étude reste incomplete dans la mesure ol elle ne donne pas la
concentration en diflubenzuron avec laquelle on n'observe aucun effet toxique.

Elle met surtout en évidence la nécessité de poursuivre I'amélioration de la spécificité de
ces produits afin de protéger le micux possible les espéces non-cibles.

Des analyses de toxicologie ont été effectuées avec différents AHJ. Les résultats
varient en fonction des produits. L'administration d'un AHJ trés prometteur, le R-20458,
par injection intrapéritonéale ou per os a des rats ou & des moutons n'a révélé aucun
signe clinique de toxicité ou de tératogénicité.

Les résultats de la campagne pilote menée 3 Hawai pour I'éradication de Haematobia
irritans (Beadles et al., 1975) vont dans le méme sens.

Cependant, en 1959, Williams etz al. rapportent 'existence, dans de nombreux
tissus de mammiferes, de quantités non négligeables de substances dont l'activité ne peut
étre distinguée de celle de I'hormone juvénile.

Des substances montrant une activité comparable a celle de 1a HJ sont également
présentes dans le lait, la créme, les légumes et les plantes qui constituent notre
alimentation ordinaire.

La similitude des AHJ avec les terpénoides présents chez 'ensemble des vertébrés est
trop importante pour ne pas étre prise en considération.

Ainsi nous devons donc garder en mémoire 1'éventualité d'une non-compatibilité
des analogues des hormones utilisés pour lutter contre les insectes avec les fonctions
biochimiques qui régissent le développement des plantes et des animaux. L'impact des
IGR sur l'environnement étant difficile & mettre en évidence en raison méme de leurs
propriétés, il nous faut rester vigilant.

1l reste cependant, ainsi que le souligne Ramade (1990), que la fabrication des
régulateurs de croissance ne fait pas appel 2 des précurseurs fortement toxiques,
susceptibles d'étre employés a des fins militaires, ce qui & I'heure de 1'abolition des armes
chimiques, rend leur développement intéressant.



151

CONCLUSION GENERALE



152

Conclusion générale

La plupart des maladies transmises 4 I'homme par des vecteurs sévisse dans les
pays tropicaux en voie de développement. On estime que les trois quarts de la population
mondiale se concentrent dans ces pays ol 'espérance de vie est réduite a 50 ans.

Les conditions sanitaires sont souvent la raison de la prévalence de ces maladies. Or, de
par leur caractére chronique et débilitant, elles contribuent 3 maintenir le pays en-dessous
du développement auquel il aspire.

La majorité des maladies qui affectent 'homme dans ces pays sont liées 2 1'eau.
Elles augmentent en relation avec la productivité agricole et I'extension urbaine. Ainsi la
construction de lacs artificiels destinés A produire de 1'énergie a favorisé 1'augmentation
de la prévalence de maladies comme la bilharziose, 1'onchocercose ou encore le
paludisme. Le développement des syst¢mes d'irrigation et 1'urbanisation incontrdlée ont
joué le méme role.

Il y a donc un paradoxe 2 permettre aux populations concernées d'atteindre un
développement décent au risque de contribuer A 1'augmentation de la prévalence de
maladies qui sont autant d'obstacles a ce développement. Ceci souligne la nécessité
d'établir des stratégies de lutte contre les maladies transmises par des vecteurs bien
adaptées au contexte épidémiologique et aux contraintes socio-économiques.

La lutte contre les maladies transmises par des vecteurs peut se situer 3 deux
niveaux. Elle peut viser un abaissement de la densité des populations vectorielles et/ou la
réduction de l'indice d'infection des insectes responsables de la transmission.
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Or, malgré tous les progres de la recherche entomologique de ces derniéres années, aucun
succes définitif n'a ét€ obtenu en matidre de lutte contre ces maladies.

La mise au point de vaccins anti-parasitaires est loin d'aboutir, la chimioprophylaxie est
souvent trop coiiteuse et rarement bien acceptée.

Les procédés de lutte contre les maladies transmises par les insectes se heurtent a
l'insuffisance de la connaissance de 1'épidémiologie de ces maladies, A 1'apparition et 2
l'extension de la résistance des vecteurs aux insecticides.

Clest dans un tel contexte que nous avons entrepris 1'étude de deux régulateurs de
croissance sur le vecteur historique de la fidvre jaune, Aedes aegypti .

Ce travail nous a permis de discuter de leurs effets sur la physiologie de ce
moustique. En effet, a I'heure actuelle, le choix d'un insecticide est conditionné par son
efficacité, son coit, sa formulation, sa toxicité, sa stabilité, sa rémanence, mais aussi par
les effets qu'il peut provoquer sur la physiologie du vecteur ciblé, notamment la réduction
des capacités reproductrice et vectorielle.

Les régulateurs de croissance sont 2 ce titre, les produits les plus aptes a répondre a ce
critére nouvellement requis.

L'OMS 2017 et le diflubenzuron, les deux IGR choisis pour cette étude, ont montré
une activité importante sur le développement d'A. aegypti qui s'est principalement
traduite par I'inhibition de son émergence. L'amplitude de la réponse est fonction de la
concentration appliquée.

Les résultats recueillis au cours de nos expérimentations montrent que les femelles
qui survivent au traitement, en particulier par 'OMS 2017, sont dans I'ensemble moins
bonnes reproductrices : les taux de fécondité et de fertilité sont inférieurs a ceux des
femelles témoins. Le traitement semble agir dans ce cas au moment de la mise en place
des ovaires c'est-3-dire au cours du dernier stade larvaire, en inhibant le développement
complet des follicules et en entrainant de fait une diminution de la fécondité.

L'étude des variations du taux des ecdystéroides chez les larves traitées montre que
I'OMS 2017 inhibe I'apparition du premier pic. Quant a I'effet du diflubenzuron, il ne
semble pas agir sur la production des ecdystéroides mais sur le taux de base en le
maintenant toujours en-dessous de celui des témoins. Les effets des traitements ne se
manifestent plus sur les nymphes et les adultes qui survivent. Ce résultat était attendu
dans la mesure ol nous avons introduit un paramétre difficilement contrblable en dosant
des ecdystéroides chez des individus qui avaient réussi a survivre aux traitements.
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Ces résultats indiquent que 'OMS 2017 peut étre considéré comme un insecticide a
effet retard : méme s'il n'induit pas une mortalité immédiate, le moustique qui a été en
contact avec lui est sufisamment affecté pour que certaines de ses fonctions soient
atteintes. Le diflubenzuron se comporte davantage comme un insecticide conventionnel,
s'il ne tue pas le moustique, celui-ci ne semble pas profondément affecté par le contact.

Lorsqu'on considere I'effet global de la réduction de la fécondité et de la fertilité sur
la génération traitée et celles qui s'ensuivent, on constate que le niveau de la population
traitée par I'OMS 2017 tend a s'abaisser et cela de fagon beaucoup plus marquée que dans
le cas du traitement au diflubenzuron.

Le traitement effectué au stade larvaire continue donc d'exercer une pression sur la
population survivante et ses descendances contribuant 2 en diminuer la densité. Il faudrait
maintenant vérifier 'ampleur de ce phénomeéne dans des conditions naturelles.

Les procédés de lutte contre les maladies ont pour cible le vecteur ou le parasite, au
cours de son développement chez 'hdte vertébré.
Or il nous semble également nécessaire de pouvoir atteindre le parasite chez son vecteur.
En effet, en plagant le vecteur dans des conditions qui lui sont défavorables, on peut
envisager de perturber directement ou indirectement le développement du parasite qui lui
est associé.
C'est pourquoi, nous avons également entrepris 1'étude de 1'effet des traitements sur la
capacité du vecteur 2 transmettre un parasite.

L'analyse de la réceptivité a la filaire Molinema dessetae d'A. aegypti survivant a
un traitement par I'un ou l'autre des IGR montre que la production de stades infestants
n'est pas augmentée ou réduite. En revanche, la proportion de femelles traitées présentant
des stades infestants dans la téte est supéricure a celle des femelles témoins.

Ces résultats montrent que la répartition statistique des filaires a l'intérieur du vecteur
n'est pas affectée mais que le nombre de femelles parasitées, quelle que soit la charge
parasitaire, est plus important.

Ce résultat est inquiétant car il montre qu'a I'issue de traitements sublétaux, la population
résiduelle est encore 3 méme d'assurer la transmission de la maladie. En outre, il doit étre
associé au risque de voir survivre des femelles meilleures reproductrices.
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Néanmoins, 'augmentation de la capacité vectorielle qui fait suite A un traitement
insecticide n'a pas toujours €té observée, comme nous l'avons vu au cours du chapitre 5.
D'autres études mettent au contraire en évidence une diminution de la capacité vectorielle
des vecteurs soumis 2 un traitement insecticide. C'est le cas d'Aedes aegypti soumis au
diflubenzuron, vis-a-vis de Brugia pahangi (Gaaboub et Busvine, 1976) et, dans un
autre type de syst¢tme hote-parasite, celui de Plasmodium yoelii chez Anopheles
stephensi traité a la deltaméthrine (Elissa, 1990).

L'insecticide utilisé et le systtme hdte-parasite apparaissent déterminants quant 2
l'incidence des traitements sur les fonctions de reproduction et de transmission. Ceci
s'explique probablement par les différences du mode d'action des produits.

En ce qui concerne les insecticides classiques comme les organophosphorés ou les
carbamates, on peut définir un méme mode d'action pour une méme famille, mais ce n'est
plus vrai pour les régulateurs de croissance.

I1 ne semble pas possible tout d'abord de comparer les effets des analogues de 'hormone
juvénile avec ceux des antagonistes des ecdystéroides. Il ne semble pas non plus possible
de comparer les effets de deux AHJ ou de deux inhibiteurs de la mue différents ainsi
qu'en témoignent les résultats obtenus ici avec I'OMS 2017 et le diflubenzuron au niveau
du potentiel reproducteur.

Ces produits sont tous deux des substitués de l'urée, différant par le nombre de
substituants. Or, alors qu'on pouvait s'attendre a des effets parali¢les, on constate que
ces différences ont une importance au niveau de l'effet physiologique produit sur
l'insecte-cible.

Perspectives de recherches

Nous retiendrons principalement de 1'étude de I'incidence des traitements larvaires

sur les individus qui survivent, qu'il est nécessaire d'effectuer un suivi des populations
résiduelles et de leur descendance si 1'on veut avoir une bonne appréciation du contexte
épidémiologique aprés traitement, d'autant que les risques de sous-dosages existent
toujours.
11 suffit de considérer I'importance de I'équipement mis en place en Afrique de 1'ouest sur
la zone couverte par le programme de lutte contre I'onchocercose (OCP : Onchocerciasis
Control Programme) afin de connaitre 2 tout instant le débit des riviéres traitées et limiter
ainsi les erreurs d'application des insecticides, pour comprendre quc‘dans la mesure ol
tous les programmes ne peuvent bénéficier d'une telle logistique, 'erreur est possible.
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11 serait & notre avis important de développer également les axes de recherches suivants :
- mise au point de tests d'évaluation insecticide mieux adaptés au IGR ;
- amé€lioration de la spécificité des produits.

Les résultats obtenus lors de notre étude nous aménent A un constat important : les
tests d'évaluation de l'efficacité des insecticides chimiques conventionnels ne sont
certainement pas suffisamment adaptés aux IGR. Les tests classiques permettent de
savoir si un produit est plus compétitif qu'un autre mais ils ne s'intéressent en fait qu'aux
effets du traitement sur 1'émergence, seul crittre finalement pris en compte, et ainsi ils
sont insuffisants.

L'étude comparée de l'effet de 'OMS 2017 et du diflubenzuron sur A. aegypti en
est un bon exemple. Elle montre que si le diflubenzuron a une activité toxique supérieure
a celle de I'OMS 2017, c'est ce dernier qui semble provoquer le plus de perturbations
physiologiques notamment au niveau des organes reproducteurs, en raison peut-étre de
son action sur la production des ecdystéroides au moment de leur mise en place.

L'OMS 2017 pourrait donc étre un insecticide et un outil d'étude physiologique
plus intéressant que le diflubenzuron, la suspension de sa fabrication apparaissant moins
justifiée.

L'obtention de résultats différents avec deux produits relativement proches souligne
la nécessité d'évaluer non seulement l'activité toxique du produit testé mais aussi
l'intensité de ses effets au niveau du potentiel reproducteur et de la capacité de 1'insecte
considéré A transmettre un agent pathogéne déterminé.

L'utilisation des IGR apparait plus contraignante que celle des insecticides
conventionnels, 1'inconvénient majeur étant en particulier la nécessité de déterminer des
périodes au cours desquelles 1'insecte cible est particuliérement sensible a 1'action du
produit.

Pour réduire les concentrations d'application et donc limiter les effets des IGR sur
la faune non-cible, leur spécificité devrait étre affinée.

Méme si cela contribue 3 alourdir leur utilisation, c'est A ce prix que ces produits
deviendront compétitifs et que nous réduirons les risques écologiques.
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L'entomologie médicale ne doit plus apparaitre seulement comme une discipline de
terrain. Elle doit pouvoir se fonder sur des recherches plus fondamentales tout en
continuant d'approfondir ses connaissances quant a I'écologie et 1a biologie des insectes.

La mise au point de méthodes de lutte efficaces doit s'appuyer sur des techniques
de pointe, le succeés des campagnes de lutte en dépend. La réunion thématique
d'entomologic médicale de I'OMS qui s'est tenue & Gendve en septembre 1989, a
longuement insisté sur ce demier point.
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Annexe 1

Evaluation insecticide de 1'0OMS 2017

ESSAI 1

concentrations en mg 1| ¥moin| 0,001 | 0,0023] 0,003 [0,0073] 0,01 | 0,1
nombre de larves testées 99 101 99 99 99 99 95
mortalité larvaire 3 3 2 6 7 12 86
mortalité nymphale 4 S 6 16 18 34 S
mortalité A 'émergence 0 3 2 3 6 11 3
mortalit€ post-émergence S 19 3 11 14 14 0
nombre d'adultes récoltés 92 90 89 74 68 42 1
nombre réel d'adultes 87 71 86 63 54 28 1

% corrig€ de réduction 12,1 00 1,2 [ 276 379 | 67,8 98.8

d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes aegypti aprés
traitement des larves stade III-IV avec 'OMS 2017 (WP 25 %).

1 Droite de Henry : y = 1,23 x + 3,9 (Figure 1)

a:1,23 Ecart-type : 0,179
b:3.9 Ecart-type : 0,158

2 Test d'hétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 17,97 (d.d.1: 4)
Probabilité : 0,0012 ==> Hétérogénéité significative

3 Doses sublétales calculées

DL30 = 0,0029 et 0,0019 <IE 30 <0,004 mg/
DL50 = 0,0078 et 0,0058 < IE 50 < 0,0104 mg/1

DL90 = 0,085 et 0,045 < IE 90 < 0,259 mg/l
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Figure 1 : Sensibilité des larves d'Aedes aegypti de stade III-IV
A1'OMS 2017 WP 25 %
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ESSAI2
concentrationsen mg /1 | #moin | 0,001 | 0,0023] 0,003 [0, 0,01 [ 0,1
nombre de larves testées 100 [ 102 | 98 o7 08 08 96
mortalité larvaire 4 5 17 37 37 43 81
mortalité nymphale 6 6 13 12 18 16 10
mortalité 3 'émergence 0 2 6 7 6 2 0
mortalité post-émergence 0 0 1 0 0 0 0
nombre d'adultes récoltés 90 89 62 41 37 37 5
nombre réel d'adultes 90 89 61 41 37 37 5
% corrigé de réduction 10 T | 30,8 | 33,0 | 38,1 | 38.1 [ 94.2 |
d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes aegypti apres
traitement des larves stade III-I'V avec 'OMS 2017 (WP 25 %).

1 Droite de Henry : y = 1,56 x + 3,55 (Figure 2)

a:1,56 Ecart-type : 0,195
b: 3,55 Ecart-type : 0,211

2 Test dhétérogénéité autour de 1a droite théorique

Khi2 observé : 3,77 (d.d.1: 3)

Probabilité : 0,095 ==> Hétérogénéité€ non significative

3 Doses sublétales calculées

DL30 = 0,0039 et 0,0026 < IE 30 <0,0052 mg/l
DL50 = 0,0085 et 0,0068 <IE 50 <0,011 mg/l
DL90 = 0,056 et 0,038 <IE90<0,1 mg/l
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Figure 2 : Sensibilité des larves d'Aedes aegypti de stade III-IV
A I'OMS 2017 WP 25 %.
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ESSAI 3

concentrations enmg /1 | ¥moin| 0,001 | 0,0023] 0, 0,01 [ 0,1
nombre de larves testées 100 100 99 9 100 100
mortalité larvaire 0 7 3 10 16 69
mortalité nymphale 2 4 16 19 25 31
mortalité 3 1'émergence 0 0 8 5 13 0

mortalité post-émergence 0 5 4 0 2 0

nombre d'adultes récoltés 98 89 72 65 46 0

nombre réel d'adultes 98 84 68 65 44 0
% corrigé de réduction 2 [ 13,3 [ 29.9 | 33,0 [ 335.1 100

d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes aegypti
apres traitement des larves stade III-IV avec 'OMS 2017 (WP 25 %).

1 Parametres de la droite de Henry : y = 1,66 x + 3,85 (Figure 3)

a:1,66 Ecart-type : 0,143
b: 3,85 Ecart-type : 0,129

2 Test d'hétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 14,93 (d.d.l : 2)
Probabilité : 0,00003 ==> Hétérogénéité tres hautement significative

3 Doses sublétales calculées
DL30 = 0,0024 et 0,0018 <IE 30 <0,003 mg/l

DL50 = 0,0049 et 0,0039 <IE 50 <0,0062 mg/l
DL90 = 0,029 et 0,021 <IE 90 <0,045 mg/l
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ESSAI 4

concentrations enmg /1 | témoin| 0,001 ] 0,0025] 0,01 | 0,1
nombre de larves testées 100 100 100 | 100 100

mortalité larvaire 1 5 17 56 60
mortalité nymphale 1 6 8 31 37
mortalité A 1'émergence 0 3 4 0 0

mortalité post-émergence 0 0 0 0 0
nombre d'adultes récoltés 98 86 71 13 3
nombre réel d'adultes 98 86 71 13 3
% corrigé de réduction 2 | 12,3 | 27,6 | 86,7 | 96,9

d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes
aegypti apres traitement des larves stade III-IV avec I'OMS 2017
(WP 25 %).

1 Droite de Henry : y = 1,14 x + 3,86 (Figure 4)

a: 1,14 Ecart-type : 0,170
b: 3,86 Ecart-type : 0,135

2 Test dhétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 7,58 (d.d.l : 3)
Probabilité : 0,0375 => Hétérogénéité significative

3 Doses sublétales calculées
DL30 =0,0034 et 0,0025 <IE 30 <0,0045 mg/l

DL50 = 0,009 et 0,007 < IE 50 < 0,014 mg/l
DL90=0,13 et 0,06 <IE90<0,53 mgl
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Annexe 2

Evaluation insecticide du diflubenzuron

ESSAI 1
concentrationsenmg /I | ¥moin| 0, 0,001 [ 0,005 0,01 [ 0,1
nombre de larves testées 100 100 | 100 1 100 100
mortalité larvaire 1 1 20 7 28 90
mortalité nymphale 1 8 15 24 43 10
mortalité a 'émergence 1 2 4 12 14 0
mortalité post-émergence 0 6 1 4 1 0
nombre d'adultes récoltés 97 89 61 57 15 0
nombre réel d'adultes 97 83 60 53 14 0
% corrigé de réduction 3 144 | 381 [ 454 [ 85,6 | 100
d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes

aegypti apres traitement des larves stade II-IV avec le DFB (WP 25 %).

1 Droite de Henry : y = 0,86 x + 3,82 (Figure 1)

a:0,86 Ecart-type : 0,098
b: 3,82 Ecart-type : 0,145

2 Test d'hétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 19,52 (d.d.l : 3)
Probabilité : 0,0002 ==> Hétérogénéité trés hautement significative

3 Doses sublétales calculées

DL30 = 0,00057 et 0,00034 < IE 30 < 0,00087 mg/1
DL50 = 0,0023 et 0,0016 < IE 50 < 0,0034 mg/l
DL90 =0,07 et 0,03 <IE90 <021 mg/l
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Figure 1 : Sensibilité des larves d'Aedes aegypti de stade III-IV
au diflubenzuron WP 25 %.



179

ESSAI2
concentrationsenmg /l | témoin | 1E-05 | SE-05 | 0,0001] 0,0005] 0,001 | 0,005
nombre de larves testées 100 99 100 101 100 100 99
mortalité larvaire 0 0 3 1 2 9 32
montalité nymphale 1 1 S 1 6 20 26
mortalité A I'émergence 0 0 4 0 2 6 9
mortalité post-émergence 9 28 33 4 12 4 25
nombre d'adultes récoltés 99 98 88 99 90 65 32
nombre réel d'adultes 90 70 55 5 78 41 7
% corrig€ de réduction 10 | 21,4 [ 389 R 13,3 344 | 92,1
d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes aegypti
apres traitement des larves stade III-IV avec le DFB (WP 25 %).

1 Droite de Henry : y = 0,61 x + 4,18 (Figure 2)

a:0,61 Ecart-type : 0,075
b:4,18 Ecart-type : 0,118

2 Test dhétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 38,23 (d.d.l : 5)
Probabilité : 0,00001 ==> Hétérogénéité tres hautement significative

3 Doses sublétales calculées

DL30 =0,0003 et 0,00013 <IE 30 <0,0002 mg/l
DL50 = 0,0022 et 0,0013 <IE 50 <0,0037 mg/l
DL90=0,28 et 0,09 <IE90< 1,94 mg/
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Figure 2 : Sensibilité des larves d'Aedes aegypti de stade III-IV

au diflubenzuron WP 25 %.
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ESSAI3

concentrationsen mg/l | témoin | 1E-05 [ 0,0001] 0,0005] 0,001 | 0,005

nombre de larves testées 100 100 101 101 101 101

mortalité larvaire 4 3 3 b 18 40
mortalité nymphale 4 1 2 10 23 49
mortalité a I'émergence 0 1 1 4 10 6

mortalité post-émergence 1 13 3 4 5 2
nombre d'adultes récoltés 92 95 95 82 50 6

nombre réel d'adultes 91 82 92 78 45 4
% cornigé de réduction 9 9,9 0,1 15,17 [ 31,0 [ 93,7
d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes
aegypti apres traitement des larves stade III-IV avec le DFB (WP 25 %).

1

Droite de Henry : y = 0,83 x + 3,38 (Figure 3)

a:0,83 Ecart-type : 0,117
b: 3,38 Ecart-type : 0,226

Test d'hétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 24,11 (d.d.l :3)
Probabilité¢ : 0,00001 => Hétérogénéité ures hautement significative

Doses sublétales calculées
DL30 =0,0002 et 0,0001 <IE 30 <0,00034 mg/l

DL50 = 0,00086 et 0,00051 <IE 50 <0,00144 mg/
DL90 =0,0296 et 0,0113 <IE90<0,149 mg/
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Figure 3 : Sensibilité des larves d'Aedes aegypti de stade II-IV
au diflubenzuron WP 25 %.

T4 CUM,

%
98

88

6@
il
44



183

ESSAI 4

concentrations enmg /1 | témoin | 0,0001] 0,0003] 0,0008] 0,001 [ 0,0023] 0,003
nombre de larves testées 100 | 100 | 99 or [ 97 98 08
mortalité larvaire 1 3 19 10 19 16 17
mortalité nymphale 0 6 31 25 39 66 75
mortalité A 'émergence 0 4 4 6 7 5 3
mortalité post-émergence 0 3 4 2 3 0 0
nombre d'adultes récoltés 99 87 45 56 32 11 3
nombre réel d'adultes 99 84 41 54 29 11 3

corrigé de réduction 1 52| 382 433 [ 69.8 | 88,7 [ 97,0
d'‘émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes aegypti apres
traitement des larves stade III-IV avec le DFB (WP 25 %).

1 Droite de Henry : y = 1,58 x + 2,31 (Figure 4)

a:1,58 Ecart-type : 0,136
b:2,31 Ecart-type : 0,259

2 Test d'hétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 12,11 (d.d.] : 4)
Probabilité : 0,0020 ==> Hétérogénéité hautement significative

3 Doses sublétales calculées

DL30 = 0,00026 et 0,00019 < IE 30 < 0,00033 mg/l

DL50 = 0,0005 et 0,00042 < IE 50 < 0,00061 mg/l

DL90 = 0,0035 et 0,0026 <IE 90 <0,005 mg/l
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Figure 4 : Sensibilité des larves d'Aedes aegypti de stade III-IV
au diflubenzuron WP 25 %.
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ESSAIS
concentrations en mg /I | témoin | 0,0001[ 0,0003 0,0003] 0,0008] 0,001 | 0,0023]
nombre de Tarves testées 100 | 100 | 101 ) 99 97 97T |
mortalité larvaire 0 12 5 7 10 8 24
mortalité nymphale 1 8 4 13 11 28 46
mortalité A 1'émergence 0 0 3 3 8 10 4
mortalité post-émergence 0 0 1 2 1 2 3
nombre d'adultes récoltés 99 80 89 76 70 51 23
nombre réel d'adultes 99 80 88 74 69 49 20
% cormigé de réduction 1 19,2 | 12,0 | 24, 29,6 | 49,0 [ 79.2
d'émergence

Evaluation du pourcentage de réduction d'émergence imaginale d'Aedes aegypti aprés
traitement des larves stade III-IV avec le DFB (WP 25 %).

1 Droite de Henry : y = 1,15 x + 2,61 (Figure 5)

a:1,15 Ecart-type : 0,135
b: 2,61 Ecart-type : 0,244

2 Test d'hétérogénéité autour de la droite théorique

Khi2 observé : 27,62 (d.d.l : 4)

Probabilité : 0,00001 ==> Hétérogénéité trés hautement significative

3 Doses sublétales calculées

DL30 =0,0004 et 0,0003 <IE 30 <0,0005 mg/l
DL50 =0,0012 et 0,0008 <IE 50<0,0015 mg/l
DL90=0,15 et 0,08 <IE 90 <0,4 mg/l
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Figure 5 : Sensibilité des larves d'Aedes aegypti de stade III-IV
au diflubenzuron WP 25 %.



187

Annexe 3

A - Schéma d'une plaque de dosage des ecdystéroides

La plaque obtenue peut ainsi étre schématisée :

T | 2] 3] ] ST 6] 718 9 110111112

A | Bc | Bo 4

D
E|T |0 B
F
G | Bo [I5] 8
H

Blc : blanc - 200 ul réactif dEllman ;

AT : activité totale - 5 ul traceur + 200 pl réactif d'Ellman ;

T : témoin - 100 pl tampon EIA + 50 pl traceur + 200 pl réactif d'Eliman ;

Bo : activité enzymatique en absence de compétiteur - 50 pl tampon EIA + 50 pl traceur + 50
il antisérum anti - 20E + 200 ul réactif d’Ellman ;

puits 2C & 4A : 50 ul d'une solution d'ecdysone standard & des concentrations comprises
entre 500 pg / 50 ul et 4 pg/ 50 ul + 50 ul traceur + 50 ul antisérum anti - 20E + 200 pl
réactif d'Ellman ;

puits 4C & 12H : 50 ul échantillon biologique + 50 pl traceur + 50 ul antisérum anti - 20E
+ 200 pl réactif d'Ellman.



B - Dosage des ecdystéroides chez les larves
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[ TEMOINS | OMS2017 | DFB
Lo 150) 15(05) 150)
Ly 15 (8) 26 (10) 1509)
Lag 15 (8) 21 (10 1509)
Lz 29 (10) 20(8) 15 (6)
L3 15 (9) 15(D) 15 (8)
L3 21 (9) 17 (10) 15()
L3g 15 15 (6) 15 (10)
L4o 30 (10) 15 9) 15 (10)
La 37 (8) 22 (10) 15 (10)
Ly 35(10) 19 (9) 18 (10)
Lso 20 (8) 36(8) 30 (6)
Lag 29 (8) 2309 18 (10)
Lso 25(8) 159) 26(10)
Lsp 46 (8) 17 8) 90
Ls4 43 (8) 2510) 49 (5)
Lss 25() 5009 27 09)
Lsg 165 (10) 72 (5) 159 (9)
Leo 48 (10) 62 (9) 51(10)
Le2 24 (10) 91 (9) 34 (10)
Les 139 (10) 173 (7) 5709
Les 67 (10) 96 (8) 97 9)
Les 45 (10) 31 (10) 129 (10)
Lo 61 (10) 72 (8) 81 (10)

Tableau 1 : Taux moyens d'ecdystéroides mesurés sur des larves de
stade IV ayant été soumises a un traitement par 'OMS 2017 et le DFB
au temps LO.

(-) : mesure non effectuée et chiffres entre parenthéses correspondent
aux effectifs des échantillons dosés.
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C - Dosage des ecdystéroides chez les miles nymphes et

adultes
TEMOINS [ OMS 2017 DFB |
nymphes

No 54 (6) 55(5) 59 (5)

Ng 475 (2) 451 (6) 342 (5)
Nis 274 (6) 237 (10) 257 (5)
Ny 126 (3) 8503) 106 (5)
No4 57 (5) 76 (8) 46 (4)

Nog 47 (4) 65 (9) 41 (5)
Nyg 18 (6) 21 (5) 16 (5)
adultes

Mo 32 (10) 27 (11) 17 (7
Mo 18 (10) 229 19 (9)

My 18 (10) 15 (10) 15(9)
Mvn 159) 159) 15 (10)

Tableau 2 : Taux moyens d'ecdystéroides mesurés sur des nymphes et
des adultes mailes ayant survécu 3 un traitement larvaire par I'OMS
2017 et le DFB (les chiffres entre parenthéses correspondent aux
effectifs des échantillons dosés).
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D - Dosage des ecdystéroides chez les femelles nymphes et

TEMOINS [ OMS 2017 DFB |
nymphes
No 52 (3) 10S (6) 117 (4)
Ng 239 (5) 278 (8) 282 (5)
Nis 412 (4) 468 (4) 366 (5)
Ny 138 (3) 119 (4) 183 (3)
N2 85 (3) 117 (5) 192 (6)
Nag 20 (5) 18 (4) 20(6)
adultes
Fo 43 (14) 35(13) 15 (10)
Fio 15 (12) 39 (8) 15(7)
F4 21 (8) 22 (10) 15 (10)
FGo 23 (6) 24 (5) 15(5)
FG4 15 (5) 15(5) 15(5)
FGg 15(2) 27 (2) 33(3)
FGi4 56 (3) 82 (3) 79 (4)
FGis 48 (3) 74 (4) 47 (3)
FGig 58 (4) 83(3) 73 (4)
FGyo 124 (4) 130 (5) 105 (3)
FGy4 179 (15) 163 (15) 153 (5)
FGag 128 (4) 134 (5) 118 (4)
FGyg 22(5) 25(17) 15 (5)
Fx 21 (2) 24 (11) 17 (5)

Tableau 3 : Taux moyens d'ecdystéroides mesurés sur des nymphes et
des adultes femelles ayant ét€ soumis 2 un traitement par 'OMS 2017 et
le DFB au stade larvaire (les chiffres entre parenthéses correspondent

aux effectifs des échantillons dosés).

adultes
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Annexe 4

Relevé des différents stades de M. dessetae en fonction de leur

position chez les femelles témoins
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Relevé des différents stades de M. dessetae en fonction de leur

position chez les femelles traitées par 'OMS 2017
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Relevé des différents stades de M. dessetae en fonction de leur

position chez les femelles traitées par le diflubenzuron
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Résumé

Le souci d'évaluer le devenir des populations qui ont survécu A un traitement
insecticide a motivé notre travail. En effet, l'existence de troubles physiologiques
transformant ces survivants en individus meilleurs reproducteurs et/ou meilleurs vecteurs
est une éventualité dont il faut se préoccuper.

Les traitements insecticides ont été réalis€s avec deux régulateurs de croissance
appartenant aux inhibiteurs de la mue, 'OMS 2017 et le diflubenzuron.
Ces produits, en intervenant au niveau des mécanismes hormonaux qui régissent la
croissance et le développement des insectes, sont & méme de provoquer des troubles
fonctionnels de la reproduction et de la capacité vectorielle.

Chacun des insecticides a été utilis€ sur Aedes aegypti , vecteur historique de la

fidvre jaune, A une concentration provoquant seulement une réduction d'émergence
partielle et leurs effets ont €t¢ analysés sur le potentiel reproducteur.
Bien qu'appartenant tous deux 2 la famille des substitués de 1'urée, les effets de ces deux
IGR ne sont pas les mémes, 'OMS 2017 provoquant une réduction du potentiel
reproducteur plus marquée que le diflubenzuron. Ces différences semblent s'expliquer
par le fait que 'OMS 2017 agirait au moment de la mise en place des organes génitaux,
tandis que le diflubenzuron agirait davantage sur le processus de la vitellogenese. L'effet
des deux IGR sur la production des ecdystéroides est différent. L'OMS 2017 inhibe I'un
des pics larvaires, expliquant peut-€tre ainsi son action au niveau de l'organogengse,
alors que le diflubenzuron agit sur le taux de base des ecdystéroides.

L'étude de l'effet de ces produits sur la capacité vectorielle d'A. aegypti souligne
l'importance de suivre le devenir des populations résiduelles. Les survivants des
traitements insecticides ne produisent pas plus de filaires infestantes mais la proportion de
femelles infestantes augmente dans les lots traités.

Les insecticides peuvent donc agir sur les fonctions physiologiques des insectes
ciblés. La transmission d'agents pathogeénes peut également étre affectée. Ces résultats
nous conduisent 2 suggérer la nécessité de prendre en compte ces parametres lors des
tests d'évaluation des insecticides.

Mots-Clés : Aedes aegypti - Régulateurs de croissance - Potentiel reproducteur -
Ecdystéroides - Capacité€ vectorielle.



Summary

Few studies deal with the assessment of the turn of a population which has béeil_
in contact with an insecticide. However the survival fraction of the population may
present some physiological troubles of the reproductive capacity and/or of the vectorial
capacity.

Two insect growth regulators, the OMS 2017 and the diflubenzuron which are
antagonists of ecdysteroids were used. The impact of sublethal concentrations of the two
insecticides on the historical vector of yellow fever, Aedes aegypti was studied.

Although the OMS 2017 and the diflubenzuron are both benzoyl urea, they seem
to act differently. The OMS 2017 induces a reduction of the reproductive capacity but not
the diflubenzuron. Their modes of action are probably different : the OMS 2017 acts early
when the genital organs are organized when the diflubenzuron may interfere with
vitellogenesis.

The turn of these IGR on the ecdysteroids production, which may explain theirs effects is .
examined. The OMS 2017 inhibits one of the larval peaks and the diflubenzuron acts on
the lower titres.

The results about the effects of the two IGRs' on the vectorial capacity show that
there are more infested females in the treated samples although the production of L3 is not
increased probably because of the limitation phenomenon.

This study emphasizes the importance to follow the residual population after a
treatment in order to control the apparition of best vectors with a better reproductive
capacity.

It becomes evident that insecticides may disturb vectors such as their reproductive
and vectorial fonctions are affected. These results suggest the importance to enclose these
parameters when the efficacy of an insecticide is studied.

Key-words : Aedes aegypti - Insect Growth Regulators - Reproductive capacity -
Ecdysteroids - Vectorial capacity. ‘





