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Résumé

Surveillance et controle du moustique tigre, Aedes albopictus (Skuse, 1894) a

Nice, sud de la France.

Le moustique tigre Aedes albopictus, pur produit de la mondialisation, s’est installé en
Europe dans les années 1970, et en région PACA en 2004, grace au transport intercontinental
de ses ceufs, capables de résister a la dessiccation et d’effectuer une diapause. Ce moustique est
capable de transmettre 26 virus comme la dengue, le zika et le chikungunya. Le premier objectif
du présent travail a été 1’é¢tude des aspects biologique d’A4e. albopictus dans son milieu naturel
dans une région ou il s’est implanté depuis plus de 10 ans, a Nice au sud-est de la France. Nous
avons utilisé différentes méthodes de captures : les piéges pour adultes BGs®, les piéges
pondoirs avec une infusion de foin pour la récolte des ceufs ainsi que la capture sur Homme,
afin d’apprécier la densité de ce moustique, ses fluctuations spatiotemporelles et les taux de
parturité des femelles. Les deux années de 1’é¢tude de la dynamique saisonniére ont montré un
début d’activité des moustiques au mois d’avril atteignant un pic d’activité en Juillet-Aott et
diminuant par la suite jusqu'a ce que l'activité cesse au mois de novembre. Nous avons
enregistré des taux de parturité élevés qui se sont stabilisés entre 0,52 et 0,71 entre le mois de
juin et octobre respectivement. Ces taux de parturité indiquent un taux de survie élevé qui
pourrait étre encore supérieur a cause du comportement de skip oviposition des femelles Ae.
albopictus. De plus, nous avons mis en évidence un taux important de femelles gravides
(Jusqu’a 44 %) capturées sur Homme indiquant une prise de repas multiples durant un méme
cycle gonotrophique. L'objectif principal de ce travail a été d'évaluer l'efficacité des
pulvérisations spatiales a Ultra-Bas Volume (UBV) d’insecticides, la principale méthode
utilisée dans le cas de foyers urbains. La population locale d’Ae. albopictus a montré une forte
sensibilité a la deltaméthrine (le seul insecticide homologué pour lutter contre les moustiques
adultes en France) bien que les males aient €té beaucoup plus sensibles que les femelles. Une
comparaison des résultats par application topique et par les tests en tube OMS a confirmé que
cette différence était due a la plus petite taille des males par rapport aux femelles. Lors des six
essais sur le terrain, on n’a obtenu aucun impact significatif des traitements UBV a la
deltaméthrine sur les femelles, bien qu'il y ait eu une réduction significative des males. En
revanche, le traitement par thermonébulisation autour d’un petit groupe de maisons a permis
une quasi-¢limination (95%) des moustiques males et femelles. Ces résultats apportent un

¢lément de réponse sur les stratégies a mener en santé publique. Enfin, I'efficacité de plusieurs
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formulations de peintures et de résines insecticides issues de la technologie de
microencapsulation a été testée dans des conditions de laboratoire et de terrain. Les résultats
ont été encourageants et les tests ont démontré que les peintures a base d’organophosphorés ont
une rémanence de 2ans. Le but ultime était d'utiliser des pieges pondoirs traités avec ces
peintures insecticides comme une méthode de contrdle : en théorie, cette méthode vise
I’exploitation du comportement de skip oviposition qui oblige les femelles a déposer leurs ceufs
sur plusieurs gites différents augmentant la probabilité pour que celles-ci rencontrent un piege
pondoir traité avec I’insecticide. Lors d’un petit essai sur le terrain, cependant, aucun impact
sur la population sauvage n’a été observé. Nous discutons de cette méthode ainsi que de son
intérét face a la menace toujours grandissante liée a la propagation continuelle d’Ae. albopictus

a travers le monde.

Mots clés : Aedes albopictus, biologie, UBV, Thermonébulisation, sensibilité aux

insecticides, males, contrdle, peintures insecticides.



Abstract

Surveillance and control of the Tiger mosquito, Aedes albopictus (Skuse,

1894) in Nice, south of France.

The Asian Tiger mosquito, Aedes albopictus, first appeared in Europe in the 1970s, almost
certainly a result of intercontinental transport of its dessication-resistant eggs. In the laboratory,
the species is capable of transmitting 26 viruses including Yellow Fever, dengue, chikungunya
and zika, although in the field it is not considered an efficient vector because it is not host-
specific. The first objective of our studies was to monitor aspects of the biology of the species
in Nice (southeastern France), where it has been established for more than 10 years. Infusion-
baited ovitraps, B-G® adult traps and human landing captures were used to reveal seasonal
population fluctuations, parous rates and other parameters. In two complete years of study, adult
mosquitoes began to appear in April, reached a plateau in July-August and declined thereafter
until activity ceased in November. Parous rates were stable from June to October (0,52 to
0,71%) indicating a balance between recruitment (eclosion) and mortality. During this period,
daily survival probability was high although this may be an underestimate if the duration of the
gonotrophic cycle is extended by skip oviposition. Up to 44% of females captured by landing
capture were gravid, confirmation of multiple blood-meals per gonotrophic cycle. The main
focus of the work was an assessment of the efficacy of Ultra-low Volume (ULV) space sprays,
the principal method used in the event of urban outbreaks. The local population proved highly
susceptible to deltamethrin (the only insecticide approved for adult mosquito control in France)
although females were significantly less susceptible than males. A comparison of results by
topical application and by the WHO tube test confirmed this difference is a function of size. In
six separate field trials, there was no evidence of any impact of ULV deltamethrin on females
although there was a significant reduction of males. By contrast, outdoor treatment of a small
cluster of homes with a portable thermal fogger gave virtual elimination (ca. 95%) of both
sexes. These results are clearly of public health significance. Lastly, the efficacy of several
slow-release formulations of microencapsulated insecticide in paint was tested in laboratory
and semi-field conditions. Results were encouraging and tests demonstrated that the paints
remained effective for 24 months on plastic surface. The ultimate goal was to use paint-treated
ovitraps as a control method: in theory, skip ovipositon should ensure a high probability that

ovipositing females will make contact with a treated trap on their rounds of suitable oviposition



sites. In a small field trial, however, no impact on the wild population was observed. This may
have been because too few treated traps were deployed; further studies along these lines could

prove worthwhile.

Key Words: Aedes albopictus, biology, ULV, Thermal fogging, insecticide susceptibility,

males, control, insecticidal paints.
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La mondialisation ou globalisation, bien que source de développement et de bien-étre, a de
nombreuses conséquences. En effet, si elle a permis d’accélérer les échanges entre les hommes,
elle a permis aussi le déplacement de certaines especes animales et végétales y compris les

pathogenes en dehors de leur zone géographique originelle.

L’un des déplacements le plus spectaculaire est celui du moustique tigre asiatique Aedes
albopictus. Ce moustique est considéré comme 1’une des especes animales les plus invasives
au monde (Global Invasive Species Database) (Bradshaw et al., 2016). Ae. albopictus est
originaire d’Asie ou il a été décrit par Skuse en 1894 a Calcutta, en Inde (Huang, 1968 ; Knight
& Stone, 1977). Sa conquéte invasive a réellement commencé apres la guerre du Vietnam, avec
I’intensification des échanges commerciaux entre les pays, essentiellement par le biais du
commerce des pneus usagés (Reiter et al., 1987). Longtemps considéré comme vecteur
secondaire (Lambrechts et al., 2010) Ae. albopictus a gagné ses  « gallons » en 2005/2006
lors de 1’épidémie de Chikungunya de 1’Ile de la Réunion. Cette arbovirose a touché les 40%
de I’'Ile causant 203 morts et 244 000 cas symptomatiques (Renault ez al., 2007). En effet, Ae.
albopictus est compétent pour transmettre au laboratoire au moins 26 virus différents comme

le virus de la dengue, du chikungunya et du Zika (Paupy, 2010).

Les deux facultés adaptatives majeures de ce redoutable vecteur est sa forte plasticité
écologique et sa capacité a entrer en diapause. Elles lui ont permis de s’adapter a des régions
éco-climatiques contrastées. Cette espeéce a colonisé a 1’heure actuelle cinq continents
(Bonizzoni et al., 2013) et continue son expansion a travers le monde et elle a €ét¢ incriminée a

de multiples reprises comme vectrice des virus chikungunya, dengue et Zika.

Aedes aegypti était autrefois commun dans plusieurs parties de I'Europe, mais, pour des
raisons non comprises, il est maintenant limité a plusieurs petits foyers le long de la cote de la
Mer Noire en Russie et dans les pays voisins (Akineret al., 2016). En revanche, Ae. albopictus,
une espece asiatique, est apparu en Europe en 1979 (Adhami & Reiter, 1998) et s’est propagé
rapidement a travers le continent. Cette espece s’est établie actuellement dans26 pays
européens, ainsi que dans plusieurs pays dans le Moyen-Orient et plus récemment en Afrique
du Nord, en Algérie (Izri et al.,2011 ; Benallal ef al., 2016) et au Maroc (Bennouna et al., 2016)
et. Une épidémie importante de 250 cas autochtones de chikungunya en Italie (Rezza et al.,
2007) et plusieurs autres cas en France (Delisle ef al., 2014) ainsi que des cas de dengue en

France (Giron et al., 2015) et en Croatie (Gjenero-Margan et al., 2010) témoignent de sa

15



capacité a transmettre ces virus en Europe. Face a ’absence de vaccins efficaces et d’antiviraux,
la maitrise de la transmission des arboviroses repose essentiellement sur le contréle des

populations de vecteurs, principalement par 1’utilisation d’insecticides chimiques.

La nébulisation spatiale d’insecticides, a partir d’un thermo-nébulisateur manuel ou d’un
nébulisateur a froid monté sur véhicule (UBV : Ultra Bas Volume), est largement utilisée pour
lutter contre les populations d'de. aegypti et d’Ae. albopictus et est souvent considérée comme
la méthode de choix en cas d'urgence de santé¢ publique visant a stopper rapidement la

transmission de la maladie (Bonds, 2012).

Le but du traitement est de pulvériser des gouttelettes d’insecticide dans les biotopes de ces
moustiques pour en réduire la densité a un seuil ou la transmission d’arboviroses n’est plus

possible.

Ces traitements insecticides, bien que trés décevants contre Ae. aegypti a cause de son
comportement endophile (se « repose » a I’intérieur des maisons) réduisant le contact avec les
gouttelettes insecticides, sont susceptibles d’avoir un meilleur impact contre Ae. albopictus qui

est exophile (se « repose » a I’extérieur des maisons) et donc plus exposé (Hawley, 1988).

Plusieurs études ont été réalisées afin d'évaluer I'efficacité des pulvérisations UBV et, dans
une moindre mesure, celle des pulvérisations par thermonébulisation (Britchet al., 2010). Dans
la littérature, I'impact de ces deux méthodes a été évalué en utilisant essentiellement des
moustiques en cage, placés dans des espaces ouverts et sur la trajectoire du nébulisateur
(Bengoa et al., 2014 ; Clark et al., 1989). Ces méthodes d’évaluation générent obligatoirement
un biais et ne reflétent pas la situation naturelle ou les moustiques ne sont pas emprisonnés dans

des cages, forcés d’entrer en contact avec le nuage insecticide (Reiter, 2014).

La sensibilit¢ du moustique tigre par rapport aux insecticides adulticides est en cours
d’investigation en France et des cas de résistance vis-a-vis de certains insecticides (malathion,
téméphos, DDT, etc.) ont été décrits dans le monde (Ranson et al., 2008). Néanmoins,
I’évaluation de la sensibilité de la population de moustiques cibles a I’égard de I’insecticide est

un pré-requis indispensable a 1’évaluation des méthodes de nébulisation spatiale adulticide.

La propagation continuelle d’Ae. albopictus ainsi que les maladies dont il peut étre
responsable a travers le monde démontrent I’échec des méthodes de lutte antivectorielle

engagées jusqu’a présent. La situation actuelle exige I’élaboration de nouveaux moyens de lutte
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plus efficaces. Plusieurs méthodes plus sélectives et moins polluantes sont a I’étude comme la
Technique des Insectes Stériles (TIS) et celles utilisant des moustiques transgéniques (Dyck et
al., 2005), I'utilisation de symbiontes Wolbachia (Hoffmann ef al.,2011), I’auto-dissémination
d’un régulateur de croissance (pyriproxyféne) (Caputo et al.,2012) ainsi que les pie¢ges pondoirs
létaux. Cette derniere méthode nous a semblé prometteuse. A I’instar de la méthode d’auto-
dissémination, celle-ci consiste en 1’exploitation d’un trait biologique qui est la ponte
séquentielle (skip oviposition) qui caractérise le comportement des femelles de certains
moustiques comme Ae. albopictus et qui fait que ces dernieres ne pondent pas leurs ceufs, issus

d’un méme cycle gonotrophique, dans un seul gite mais dans plusieurs (Reiter ef al., 2007).

Cette méthode a été utilisée par plusieurs auteurs et a prouvé son efficacité (Lok et al., 1977
; Perich et al., 2003 ; Sithiprasasna, 2003), néanmoins elle n’a pas été¢ améliorée et standardisée
pour étre utilisée a large échelle en santé publique. Dans le cadre de cette these, les résultats
expérimentaux obtenus, centrés sur la biologie et le contrdle d’Ae. albopictus, sont présentés en

quatre chapitres:

- ¢tude de la dynamique saisonnicre d’Ae. albopictus dans le sud-est de la France ainsi que

les taux de parturité de cette population.

- ¢évaluation de la sensibilit¢ des males et femelles Ae. albopictus vis-a-vis de la

deltaméthrine.

- ¢évaluation de I’efficacité de deux méthodes d’aspersion spatiale, la pulvérisation UBV et

la thermo-nébulisation sur des populations de moustiques sauvages.

- évaluation d’une nouvelle approche pour le controle des moustiques, les pieges pondoirs

létaux.

La discussion replacera ces résultats dans un contexte opérationnel de santé publique,

pouvant permettre une meilleure gestion de la transmission des arboviroses.

17



CHAPITRE 1

Revue de la littérature
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Répartition d’Aedes albopictus

Dans le monde

Aedes albopictus, plus connu sous son nom vernaculaire de « moustique tigre », a cause
d’une alternance de taches blanches et sombres sur le corps (figure 1), a pu coloniser tous les
continents, excepté 1’Antarctique, en ’espace de 40 ans (figure 2). Son aire d’origine
correspondait a la région de 1’Asie du Sud-est ¢élargie a la portion sud de la Chine, a une partie
du Japon, a la Corée ainsi qu’a la péninsule indienne limitée au nord par la chaine de
I’Himalaya. Au Japon, la distribution est large sur I’lle Honshu (Kobayashi ef al., 2002) et en
Corée, elle atteint la latitude de Séoul (38° N). Ae. albopictus est décrit pour la premiere fois
sur I'fle de la Réunion dans les années 1900s (Delatte e al., 2008). Au sein de I’Océan
Pacifique, c’est-a-dire a I’est de son aire originelle d’implantation. Le moustique est présent a
Hawai dés la fin du XIXeme siecle et s’installe 8 Guam lors de la Seconde Guerre mondiale

(Gratz, 2004).

Alors qu’Ae. albopictus restait localisé de facon stable en ces régions (Asie, Océan Indien et
Océan Pacifique), on assista, deés les années 1980, a une expansion des lieux d’observation de
ce moustique. C’est en Europe, en Albanie plus précisément, qu’il fut signalé en1979 (Adhami
& Reiter, 1998). Aux USA, il fut signalé pour la premiere fois en 1983 (Reiter & Darsie, 1983),
son implantation durable a commencé au Texas en 1985. Actuellement, ce moustique s’est
installé dans une trentaine d’états continentaux des USA. Sur le reste du continent américain, il
s’est installé au Brésil dés 1986, ainsi qu’au Mexique en 1988 et dans d’autres pays d’ Amérique

latine et dans les iles des caraibes (Tableau 1).

En 1990, il est remarqué en Australie, a Darwin (Territoire du Nord) et au Queensland. En
Afrique, Ae. albopictus fut d’abord rapporté en Afrique du Sud en 1989 ou des mesures
immédiates empéchérent son implantation. Deux ans plus tard, il était trouvé au Nigéria ou il
pullulait. En Afrique centrale, Ae. albopictus a été enregistré au Cameroun en 2000 puis s’est
développé rapidement au sud du pays, atteignant les pays limitrophes que sont la Guinée
Equatoriale et le Gabon. Ae. albopictus a également été signalé en Algérie en 2010 (Izr1 et al.,
2011) mais son installation effective n’a été constatée qu’en 2015 au nord-ouest du pays
(Benallal et al., 2016). Le Maroc a également rapporté son installation en 2016 (Bennouna et

al., 2016).
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Tableau 1 : répartition mondiale 2016, d’Ae. albopictus (source ECDC)

Europe Moyen- Asie et Amérique du Amérique du | Afrique

Orient Australie Nord, Centrale | Sud

et Caraibes

Albanie, Israél, le I'Australie, le | Barbade (non Argentine, Algérie,
Belgique (non Liban, la Japon, la établie), iles Bolivie (pas | Maroc,
¢tabli), Bosnie- Syrie. Nouvelle- Caimans, Costa | établi), Cameroun,
Herzégovine, Z¢lande (pas | Rica, Cuba, Brésil, Guinée
Bulgarie, établi), de République Colombie, équatoriale,
Croatie, nombreuses dominicaine, El | Paraguay, Gabon,
République iles de I'océan | Salvador, Uruguay, Madagascar,
tcheque (pas Pacifique et Guatemala, Venezuela. Nigeria,
¢tabli), France I'océan Indien | Honduras, Afrique du
(Corse et I'Asie du Mexique, Sud (pas
comprise), Sud. Nicaragua, ¢tabli).
I'Allemagne (non Panama,
¢tabli), la Grece, Trinidad (pas

I'Ttalie (y
compris la
Sardaigne et la
Sicile), Malte,
Monaco , le
Monténégro, les
Pays-Bas (pas
¢tabli), Saint-
Marin, Serbie,
Slovénie,
Espagne, Suisse,
Turquie et
Vatican.

établie), Etats-
Unis.
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Figure 2. Carte globale de la distribution prédite d’Ae. albopictus (probabilité d'occurrence)

(source : Kraemer et al., 2015).

En France

Depuis 1999 et afin d’anticiper I’installation d’4e. albopictus, une surveillance est organisée
en France métropolitaine (Schaftner et al., 2000). Initialement signalé en Normandie en 1999
sur des sites d’importation de pneus, Ae. albopictus ne s’était pas installé durablement
(Schaffner et al., 2000). C’est en 2004 que son introduction définitive a été mise en évidence a
Menton, Alpes-Maritimes (Delaunay et al., 2007). En 2015, il est considéré comme endémique

dans 29 départements : Alpes-Maritimes, Var, Bouche-du-Rhone, Alpes-de-Haute-Provence,
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Gard, Hérault, Vaucluse, Lot-et-Garonne, Pyrénées-Orientales, Aude, Haute-Garonne, Rhone,
Ardéche, Drome, Isére, Gironde, Saone-et-Loire, Savoie, Tarn, Vendée, Ain, Bas-Rhin,
Dordogne, Landes, Lot, Pyrénées-Atlantiques, Tarn-et-Garonne, Val-de-Marne, Haute-Corse,

Corse-du-Sud et a été également signalé en Alsace et en Ile-de-France (figure 3).

Légende

Il Departement colonisé par Aedes albopictus au ler janvier 2016
[ Détection ponctuelle

NORD
100 0 100 200 300 400 km T
N TN .
Source : DGS-IGN-EID Méditerranée-07/10/2016

Figure 3 : Répartition 2016, d’A4e. albopictus en France métropolitaine (source EID

Méditerranée).
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Principaux virus transmis par Aedes albopictus

La dengue

La dengue est de loin I’arbovirose la plus importante et un probléme majeur de santé
publique dans la plupart des régions tropicales et certaines régions subtropicales. Selon les
estimations les plus récentes, environ 390 millions de personnes sont infectées chaque année et

96 millions présentent des symptomes de la maladie (Bhatt ef al., 2013).

Le DENV est un flavivirus 8 ARN monocaténaire a polarité positive et divisé en quatre
sérotypes distinct : DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4. Une personne infectée par I’un des
sérotypes sera immunisée a vie pour celui-ci mais pourra encore étre infectée par les autres
sérotypes (Gubler, 1998). Si aucun traitement n’est actuellement disponible dans le commerce,
le développement récent d’un vaccin efficace contre les sérotypes DENV-1 a 4offre de
nouvelles perspectives pour enrayer 1’expansion de la maladie (Wilder-Smith, 2014 ; Guy et

al., 2016).

Cette maladie virale est transmise majoritairement par les moustiques du sous-genre
Stegomyia. Le réservoir urbain du virus est constitué¢ par I’homme et le vecteur infecté. C’est
une maladie généralement d’évolution bénigne dans sa forme commune, dite fievre dengue

classique, mais elle peut revétir un caractére sévere avec mise en jeu du pronostic vital.

Ae. aegypti a été le vecteur des épidémies les plus importantes dans les régions tropicales,
subtropicales et méme tempérées avec plus d’un million de cas en Gréce et 1500 cas mortels en
1928-1929 (Papaevangelou, 1977). D'autres espéces telles qu’Ae. albopictus, Ae.polynesiensis,
membre du complexe Ae. scutellaris et Ae. niveus sont considérées comme vecteurs secondaires

(Cire Antilles-Guyane, 2007).

A I'heure actuelle, Ae. albopictus est devenu un vecteur de plus en plus important car il peut
facilement s’adapter a de nouveaux environnements, y compris en régions tempérées. La
propagation de cette espece a des pays jusque-la indemnes a créé 1’opportunité pour les virus
de la dengue d’entrer dans de nouvelles zones géographiques et générer des cas d’aboviroses
(Barniol et al., 2011). Cependant, il reste un contributeur mineur dans les infections de la

dengue humaine. La transmission de la dengue reste insidieuse et compliquée a évaluer dans la

23



majorité des cas car de nombreux cas sont peu symptomatiques ou asymptomatiques (Reiter,

2010).

En France métropolitaine, le virus de la dengue est un sujet de grande préoccupation avec
des cas autochtones rapportés a plusieurs reprises depuis 2010 (La Ruche et al., 2010 ;
Marchand et al., 2013 ; Giron ef al., 2015). En Aot et Septembre 2015, sept cas de dengue
1(DENV-1) autochtones ont é¢galement été rapportés confirmant ainsi les craintes des experts

entomologistes et épidémiologistes (Reiter, 2006 ; Fontenille et al., 2007).
Chikungunya

Le virus du Chikungunya (CHIKV) est un alphavirus transmis par les moustiques et
provoque de la fievre, une arthralgie sévere, invalidante et souvent chronique (Lark et al.,
2014). Le virus circule dans un cycle enzootique en Afrique entre les moustiques vivant dans
les foréts et les primates non-humains (Jupp et al., 1990). Le nombre de cas rapportés de
chikungunya varie beaucoup en fonction des années. Par exemple, 1’épidémie qui a touché
I’Inde et les Iles de I’Océan Indien en 2006 a engendré plus de 1500 000 cas (Ravi, 2006 ;
Arankalle et al., 2007). Ce virus a été isolé en 1952 en Tanzanie (Robinson, 1955). En Asie, ou
le premier foyer a été signalé en 1958 en Thailande, CHIKV a historiquement été maintenu
dans un cycle urbain transmis a I'homme par le moustique Ae. aegypti et, dans une moindre
mesure, Ae. albopictus (Tsetsarkin et al., 2011). Le virus a été détect¢ comme I'agent
étiologique des épidémies sporadiques en Afrique et en Asie et, depuis 2004, il a élargi sa
distribution géographique dans les iles de I'Océan Indien, en Italie, en France et dans les

Amériques.

Le CHIKYV est également réapparu en Asie du Sud-est depuis 2006, causant environ 1,3
million de cas humains (Powerset al., 2007). En 2004, le CHIKV appartenant a la lignée de
I’ Afrique du Sud s’est propagé de Lamu et Mombasa vers les zones cotieres du Kenya (Kariuki
Njenga et al., 2008) et aux Comores et plus tard, a d'autres iles de I'Océan Indien, y compris La
Réunion. La, le vecteur prédominant Ae. albopictus transmet préférentiellement un variant du
CHIKV avec un changement d'un seul acide amin¢, une alanine (A) par une valine (V), au
niveau de l'acide aminé 226 d’une glycoprotéine E1 ECSA de I’Océan Indien (Schuffenecker
et al., 2006). Le variant E1-226V est plus efficacement transmis par Ae. albopictus
(Tsetsarkinetal, 2007 ; Vazeille et al., 2007), avec une infection initiale au niveau des cellules

épithéliales du mésentéron qui est 40 fois plus élevée (Tsetsarkin ez al., 2009). La sélection du
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variant E1-226V se produit a l'infection initiale du tube digestif, ce qui conduit a une
dissémination virale élevée (Arias-Goeta et al., 2013). Une série de quatre mutations
adaptatives supplémentaires dans le géne E2 a également été¢ mise en évidence plus récemment
dans la transmission du CHIKV par Ae. albopictus (Tsetsarkin et al., 2014). En 2005-2006, le
virus s’est étendu aux 1iles voisines de 1'Océan Indien, y compris Mayotte, Maurice et
Madagascar, ou le CHIKV EI1-A226Vest principalement transmis par Ae. albopictus
(Ratsitorahina et al., 2008 ; Bagnyet al., 2009). Par la suite, le CHIKV de I’Océan Indien a été
introduit en Inde (Yergolkar et al., 20006) et les iles environnantes, Sri-Lanka (Kularatne et al.,
2009) et Maldives. En Afrique, le variant CHIKV E1-226V a également été¢ impliqué au
Cameroun (Peyrefitte et al., 2007), au Gabon (Paupy et al., 2012) et au Congo (Mombouli et
al., 2013). Ce variant a également causé la premiere €pidémie européenne de CHIKV en Italie
en 2007 (Rezza et al., 2007). En septembre 2010, deux cas autochtones de CHIKV ont été
signalés dans le sud-est de la France métropolitaine (Gould ef al., 2010 ; Grandadam et al.,
2011) ainsi que 11 cas transmis localement en 2014 (Delisle et al., 2015) encore une fois avec

Ae. albopictus comme vecteur (Delaunay ef al., 2009 ; Rua-Vega et al., 2013).

Zika

Le virus Zika (ZIKV; famille des Flaviviridae, genre Flavivirus) a d'abord été isolé a partir
d'un singe rhésus dans la forét Zika de I'Ouganda en 1947 (Dick et al., 1959). Depuis lors, il est
apparu en dehors de son aire naturelle de répartition, en Afrique et en Asie: sur l'ile de Yap
(Micronésie) en 2007 (Dufty et al., 2009), en Polynésie francaise en 2013 (Dupont-Rouzeyrol
et al., 2015), en Nouvelle-Calédonie en 2014 (Tognarelli et al., 2015), sur 1'lle de Paques en
2014 (Musso et al., 2014), les iles Cook en 2014 (Musso et al., 2015) et, plus récemment, au
nord du Brésil en mai 2015 (Zanluca et al., 2014 ; Campos et al., 2015), puis dans de nombreux
pays des Amériques et Caraibes, avec au moins 26 pays touchés par la transmission de ce virus.

Ce virus est maintenant importé en Asie, ou il génere des foyers locaux.

Le ZIKV est composé de trois grandes lignées : Afrique de 1'Est, Afrique de 1'Ouest,
Asiatique (Faye ef al., 2014). Le génotype asiatique est responsable de I’expansion actuelle de
ZIKV dans les Amériques (Faye et al., 2014 ; Haddow et al., 2012). Bien que les rapports
indiquent que la plupart des infections produisent des signes/symptomes comme 1'éruption
cutanée, la fievre, l'arthrite ou l'arthralgie et la conjonctivite, les récentes infections ont été
associées a des maladies neurologiques ou auto-immunes plus graves avec des complications

telles que le syndrome de Guillain-Barré (Oehler et al., 2014) et des microcéphalies qui se
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manifestent par une croissance anormalement faible de la boite cranienne et du cerveau chez le
feetus. Ce virus a un fort potentiel d'expansion géographique dans des pays ou les moustiques

Aedes spp. sont présents notamment les moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus.

Le ZIKV, a l’instar du DENV et le CHIKV, est un virus urbain, qui est transmis
préférentiellement par des moustiques urbains comme Ae. aegypti et Ae. albopictus. Les
principaux vecteurs selvatiques de ZIKV en Afrique sont les moustiques Aedes spp. Des
isolements viraux ont été signalés a partir d’Ae. africanus et Ae. apicoargenteus (McCrae et al.,
1982), Ae. luteocephalus (Fagbami et al., 1979), Ae. furcifer et Ae. taylori (Monlun et al., 1993),
et Ae. vittatus (Diallo et al, 2014). La transmission a ’homme s’effectue généralement par Ae.
aegypti qui est compétent pour transmettre ZIKV dans la nature et au laboratoire (Li MI et al.,
2012). Des isolements de ZIKV ont été effectués a partir de cette espece sur le terrain (Diallo
et al., 2014 ; Marchette et al., 1969 ; Akoua-Koffi et al., 2001). Cependant, la transmission de
ZIKV par les Ae. aegypti africains a été, de fagon inattendue, faible a nulle (Diagne et al., 2015),
ce qui souligne l'importance de la délimitation génétique des populations de moustiques en
terme de compétence vectorielle (Tesh et al.,1976 ; Failloux et al., 2002). En outre, Ae.
albopictus a également ét¢ montré comme un vecteur efficace de ZIKV au laboratoire (Wong
et al., 2013), avec des isolements viraux de moustiques recueillis sur le terrain (Grard et al.,
2007, Wong et al., 2013), mais les Ae. albopictus du sud de la France métropolitaine sont peu

compétents pour ce virus (Jupille et al., 2016).
Stratégie de ponte : « Skip Oviposition»

Les moustiques femelles utilisent des signaux sensoriels pour évaluer les gites de ponte
(Thorsteinson et al., 1960 ; Wallis et al., 1954) et elles déposent leurs ceufs en réponse a des
stimuli spécifiques (Strickman et al., 1980 ; Bentley et al., 1989 ; Ponnusamy et al., 2008 ;
Ponnusamy et al., 2015).

Les larves d’Aedes albopictus se développent dans des environnements qui varient en termes
de disponibilité des gites larvaires propices (Walker ef al., 1991). La concurrence pour des
ressources limitées peut entrainer une mortalité larvaire (Mori, 1979). La compétition
intraspécifique au sein de cette espece, au stade larvaire, peut €tre forte et il a été démontré
qu'elle affecte la taille du corps et le comportement adaptatif des adultes face a leur

environnement (Juliano, 2009 ; Yoshioka et al., 2012). En conséquence, la mortalité des larves
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dépendant de la densité est un facteur important de régulation des populations de ce genre de

moustique (Service, 1985).

Pour atténuer la concurrence des larves pour les ressources alimentaires limitées, les
moustiques peuvent disperser leurs ceufs sur plusieurs gites. Ce comportement a été observé
chez plusieurs espéces. Mogi et Mokry (1980) ont observé que les femelles de Wyeomyia
smithii (Coquillett) déposent leurs ceufs dans plusieurs gites pendant un cycle gonotrophique et
décrivent ce comportement comme une oviposition séquentielle (skip oviposition). Les
femelles d’Ae. aegypti (L.) distribuent leur lots d'ceufs d’une fagon séquentielle sur plusieurs
gites (Christophers, 1960 ; Fay et Perry, 1965 ; Reiter, 2007). Ainsi, la progéniture se
développera dans des conditions favorables avec le moins de concurrence possible pour les

nutriments (Harrington et Edman 2001).

Le skip oviposition a été rapporté chez Ae. albopictus (Skuse) dans plusieurs études
(Rozeboom et al., 1973 ; Makiya, 1976 ; Takagi et al., 1995 ; Rozilawati et al., 2007), les
chercheurs ont constaté que le nombre d'ceufs collectés par gite larvaire était souvent beaucoup

plus faible que la moyenne du nombre d’ceufs produit par cycle gonotrophique.

A Samoa, en Océanie, 20,5 ceufs (8,3-37,3) étaient déposés en moyenne a chaque fois dans
des pieges pondoirs (Buxton et al., 1927). A Trinidad, 15% des pie¢ges pondoirs trouvés positifs
contenaient un ou deux ceufs seulement (Chadeeet al., 1991). A Porto Rico, Reiter et al., (1995)
rapportent que, sur 1000 pieges pondoirs utilisés avec une infusion de foin, la majorité d’entre
eux avaient regu un seul ceuf par période de 24 h (34/1000) et que 140 contenaient 10 ceufs ou
moins. Dans les études de dispersion de I’espéce Ae. aegypti a Puerto Rico (Reiter ez al., 1995a),
des femelles préalablement gorgées de sang contenant du rubidium ont été relachées sur terrain.
Les titres de rubidium dans les ceufs collectés dans les pieges pondoirs ont montrés un petit
nombre d'ceufs marqués par piege, la majorité contenant cinq ceufs ou moins. Les mémes

constations ont été rapportées par des études similaires a Singapour (Liew et al., 2004).

Parallelement, la surveillance des ceufs et des adultes révele le point faible de la dynamique
des populations locales d’Ae. albopictus. Ce comportement de skip oviposition constitue un
atout en faveur de I’utilisation des pieges pondoirs l1étaux et de la technique d’autodissémination

(Entwistle, 2011).
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La lutte contre Aedes albopictus

Controle larvaire

La réduction de la source et le porte-a-porte

Bien que la réduction de la source ait ¢t¢ déclarée comme étant 1’outil le plus efficace pour
le contrdle des especes Ae. aegypti et Ae. albopictus (Hawley, 1988 ; Estrada-Franco et Craig
1995 ; WHO/TDR, 2009), la méthode est difficile a mettre en ceuvre et a maintenir car elle
nécessite une forte collaboration communautaire. Cette méthode peut étre obtenue par
l'enlévement des récipients d’eau qui est souvent combiné avec des traitements larvicides des

récipients qui ne peuvent €tre éliminés ou vidés.

Certaines études ont montré que la réduction de la source est coliteuse et demande beaucoup
de main-d’ceuvre et du temps (Zhou et al., 2009 ; Rao, 2010 ; Fonseca et al., 2013) et qu’elle
pourrait ne pas étre efficace si elle n’est pas combinée avec d'autres méthodes de controle
(Wheeler et al., 2009). Des chercheurs du New Jersey, USA (Fonsecaet al. 2013) ont supprimé
les populations d’Ae. albopictus (75% d’adultes en moins par rapport a un site non traité)
encombinant la réduction de la source avec les traitement adulticides (UBV). En Chine, la
réduction de la source quotidienne dans une aire de loisirs a donné lieu a une réduction de 50%
de la population d’Ae. albopictus pour une durée de 2 a 3 semaines (Zhou et al., 2009). Au
Pérou, cependant, en ciblant les conteneurs les plus productifs, les chercheurs n’ont atteint une

réduction que de 15 % (Wong et al., 2012).

Quel que soit le succes de la réduction de la source, cette méthode présente un inconvénient
non négligeable si elle est utilisée seule. En effet, I’¢élimination des gites potentiels entrainerait
inévitablement une dispersion plus importante des femelles gravides qui sont capables
d’effectuer une rétention des ceufs jusqu'a trouver un gite de ponte propice. Ce constat a été
corroboré par une ¢tude réalisée par Farjana ef al., (2013) qui ont montré au laboratoire, que
seulement 10 % des femelles Ae. aegypti effectuaient une rétention d’ceufs tandis que 66,5%

¢taient obtenues chez des femelles Ae. albopictus.
Application directe de larvicides

La wvariét¢ des habitats larvaires et leur omniprésence dans les environnements

péridomestiques, couplé avec les questions d'accés et les colits de main-d’ceuvre, limite
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l'efficacité de cette méthode. Les applications directes de larvicides peuvent étre effectuées a la
main ou a l'aide d’équipements motorisé€s (Nelder ef al., 2010 ; Ritchie et al., 2010 ; Farajollahi
etal., 2013 ; Sun et al., 2014 ; Achee et al., 2015). Bien que les larvicides soient des produits
efficaces, abordables et facilement disponibles pour lutter contre les moustiques Aedes, cette
approche fait face aux mémes obstacles que la stratégie du porte-a-porte. Les biocides utilisés
en traitement larvicide peuvent étre regroupés en deux catégories principales, les insecticides

chimiques ou de synthese et les insecticides d’origine biologique ou bioinsecticides.

Parmi les insecticides chimiques, on peut citer le téméphos, un organophosphoré qui
perturbe 'activité de I’enzyme cholinestérase et conduit a la paralysie ou la mort. Mais cette
substance active n’est plus autorisée sur le marché européen car non soutenue par son fabriquant
dans le cadre du processus de réhomologation instaurée en 1998 avec 1’adoption de la
directiven®98/8/CE de mise sur le marché des biocides. Toujours commercialisés en Europe, il
existe également des régulateurs de croissance d’insectes tels que le pyriproxyfene et le S-
méthopréne, des mimétiques de I’hormone juvénile, et le diflubenzuron, un benzoylurée

inhibiteur de synthése de la chitine.

Les bioinsecticides regroupent essentiellement les agents de contrdle d’origine microbienne,
le Bacillus thuringiensis ser israelensis H14 (Bti) et Lysinibacillus sphaericus (LSPH
anciennement Bacillus sphaericus). Le spinosad, seul représentant de la famille des
Naturalytes, composé de spinosyn A et D dérivés par fermentation de l'actinomycéte du sol

Saccharopolyspora spinosa, peut étre ¢également rangé dans cette catégorie.

Ne répondant pas a la définition de biocides et ne nécessitant pas d’étre homologués entant
que tels, car agissant davantage comme barriére physique, les huiles de surface et les films
monomoléculaires ont également des effets larvicides et nymphicides. En se propageant a la
surface de I'eau pour former un film mince, ils empéchent les échanges gazeux, conduisant a
l'asphyxie des stades aquatiques immatures. Un grand nombre d'expériences en laboratoire et
sur le terrain ont permis de démontrer 1’efficacité et, le cas échéant, la persistance d’action de
ces larvicides dans les gites urbains. Cependant, l'efficacité¢ de ces traitements en termes
d'impact sur la transmission d’agents pathogénes est controversée (Estrada-Franco et Craig
1995 ; Reiter et al., 1997 ; Bonizzoni et al., 2013 ; Boyce et al., 2013 ; Gubler et al., 2014 ;
Achee et al., 2015 ; Baldacchino et al.,2015).
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Lutte biologique

Les méthodes de lutte biologique utilisent une variété de prédateurs aquatiques, parasites ou
agents pathogénes pour cibler les populations de moustiques dans le but de supprimer les
populations, tout en réduisant le recours aux insecticides. Les agents de lutte biologique contre
les Aedes incluent les poissons larvivores tels que Gambusia spp. (Walton, 2007), les insectes
prédateurs tels que les larves prédatrices de moustiques du genre Toxorhynchites (Focks, 2007),
les larves de moucherons appartenant aux familles Corethrellidae et Chaoboridae (Mogi, 2007),
et d'invertébrés, comme les copépodes cyclopoides du genre Macrocyclops Claus et
Mesocyclops G. O. Sars (Kay et al., 2002 ; Marten et Reid, 2007). En outre, les parasites et les
agents pathogenes tels que les microsporidies (Andreadis, 2007), les grégarines (Tseng, 2007),
les mermithidénématodes (Platzer, 2007), les virus pathogénes de moustiques (Becnel et White,
2007) et les champignons entomopathogenes (Darbro ef al., 2012) ont également montré une
efficacité contre ces moustiques. Malgré le fait que ces méthodes soient trés bien acceptées par
les habitants, il est a noter que leur utilisation a large échelle et sur le longterme est trés difficile

a mettre en place du fait du nombre important des gites ainsi que de la difficulté d’y accéder.
L’autodissémination d’insecticide

La méthode d’autodissémination d’insecticide exploite un comportement biologique des
moustiques qui effectuent une ponte séquentielle « skip oviposition », le fait que les femelles
gravides de ces moustiques se posent sur plusieurs gites pour pondre leurs ceufs, favorise le
depot d’insecticides si elles en sont contaminées (Itohet al., 1994 ; Dell Chism et Apperson,
2003 ; Gaugler et al., 2012 ; Gedenet Devine, 2012 ; Wang ef al., 2014 ; Mains et al., 2015).

Le choix du pyriproxyféne est li¢ au fait qu’il agit a des concentrations particuliérement faibles.

Cet analogue d’hormone est par ailleurs considéré comme présentant un risque toxicologique
réduit (CL50 = 0,012 ppb ; OMS, 2009) au point d’étre recommandé par I’OMS dans 1'eau

potable pour lutter contre les moustiques.

Précédemment testée avec succes contre différents insectes (Itoh et al., 1994 ; Furlong et al.,
1995 ; Dell Chism et Apperson, 2003 ; Baxter et al., 2008 ; Caputo et al., 2012),
I’autodissémination a ét¢ démontré pour la premiére fois sur les moustiques dans des conditions
de laboratoire par Itoh et al., (1994) et confirmé ultérieurement par Dell Chism et Apperson,
(2003). Des expériences de terrain effectuées par Devine et al. (2009) au Pérou ont démontré

que les femelles gravides d’Ae. aegypti contaminées avec le pyriproxyfene transféraient des
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concentrations létales dans les gites larvaires entrainant une inhibition de 1’ordre de 42-98 % de
I'émergence des adultes. Les expériences menées par Devine et al., (2009) ont fourni la preuve
de principe et ont conduit a des recherches plus poussées sur les moustiques Ae. aegypti et Ae.
albopictus. Caputo et al., (2012) ont également obtenu une diffusion significative du
pyriproxyféne a partir d'une station revétue d’une poudre de ce dernier dans des conditions de
terrain, prouvant qu'une dissémination large dans les gites larvaires pouvait étre obtenue en
utilisant uniquement une petite quantité de ce produit. Une autre composante de la méthode
d’autodissémination consisterait donc a exploiter les moustiques males pour transférer le
pyriproxyfene, soit directement sur les habitats larvaires soit indirectement par contact sexuel
avec les femelles pendant I'accouplement. Les males Ae.aegypti et Ae. albopictus sont en effet
attirés par les gites de pontes afin d’y rencontrer les femelles pour les inséminer. La
transmission du pyriproxyfene a partir de males contaminés vers les femelles a par ailleurs été

enregistré au laboratoire (Gaugler ef al., 2012).

Mains et al. (2015) ont tenté d'exploiter ce comportement en utilisant des males
préalablement contaminés au pyriproxyféne au laboratoire. Les males ont ainsi pu transférer
une dose 1étale de ce larvicide au niveau des gites larvaires aprés un contact avec les femelles

lors de I’accouplement ou en se posant directement sur les gites larvaires.
Education publique

Les principaux sites de production larvaire d’Ae. albopictus et d’Ae. aegypti se trouvent chez
les habitants eux-mémes. L’éducation de la population visant a participer a la réduction du
nombre de gites propices au développement de ces moustiques est donc primordiale. Il s’agit
de faire adopter des comportements dont les objectifs peuvent étre de réduire a la fois la
nuisance et le risque de transmission des arbovirus. Des gestes simples peuvent étre utilisés
pour réduire les habitats larvaires anthropiques dans le périmetre des propriétés privées. Mais
il peut également s’agir d’utiliser des mesures de protection personnelle (répulsifs, vétements
imprégnés d’insecticide, etc.) afin d’éviter les piqlires de moustiques. Des études antérieures en
Indonésie (Soedarmo, 1994) et en Thailande (Phanthumachinda et al., 1985) ont montré que
des responsables en charge de I'éducation active des nouveaux résidents d’une communautg,
ont réussi a réduire de maniére significative les indices larvaires. Une étude au Texas a montré
que les ¢éleéves du secondaire ont eu un grand succes dans I'enseignement des membres de leur
communauté sur les questions de santé publique (Warner et al., 2005). Cependant, il demeure

essentiel que le public soit engagé et concerné, parce que le controle des moustiques exige la
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participation de tous et qu’une collaboration communautaire est cruciale pendant les épidémies

d’arbovirus.

Controle et surveillance des adultes

Piéges pour le controle des moustiques adultes et la surveillance

Historiquement, la surveillance des espéces Ae. albopictus et Ae. aegypti s’est focalisé sur
les stades immatures en utilisant les indices entomologiques tels que 1'indice de Breteau et
l'indice Maison (Jatanasen, 1967 ; Harris et al., 2000 ; Gubler, 2002). Cependant, mis a part
l'indice nymphal, les indices précédemment cités n’ont pas donné de bonnes corrélations avec
les populations adultes (Focks et Chadee, 1997 ; Unlu et al., 2013). Ce n’est que récemment
que la surveillance des moustiques du genre Stegomyia a recours essentiellement au piégeage
des moustiques adultes, notamment au moyen des piéges de la marque Biogents Sentinel (BGS,
Biogents AG, Regensburg, Allemagne) (Meeraus et al., 2008 ; Farajollahi et al., 2011 ; Unlu et
al., 2014b).

Ces pieges, bien qu’adaptés aux moustiques diurnes comme Ae. albopictus, ont montré
quelque faiblesse en termes de nombre de moustiques capturés, néanmoins leur efficacité a été
améliorée en utilisant différents attractifs comme le dioxyde de carbone et des souris (Lacroix

et al.,2009; Roiz et al., 2016).

La surveillance du moustique Ae. albopictus effectuée au moyen de pieges BGs fournit une
¢valuation plus directe de l'abondance des adultes, mais permet surtout 1’évaluation de
l'efficacité des méthodes de contrdle (Tan et al., 2011 ; Farajollahi ef al., 2012 ; Fonseca et al.,

2013 ; Unlu et al., 2014a).
Piéges pondoirs pour le controle et la surveillance

La surveillance des Aedes est ¢galement réalisée a 1’aide de pieges pondoirs. Un piege
pondoir se présente généralement sous forme d’un seau en plastique d’une contenance variant
entre 0,5 et 3 I, rempli aux 2/3 avec de 1’eau et d’un carré de polystyréne flottant a la surface
qui servira de support de ponte (Fay et Eliason, 1966). D’autres supports de ponte peuvent étre
utilisés comme le papier de ponte (Germination paper ; Anchor Paper, Co., Minneapolis,

Minnesota) qui est tapissé sur toute la face interne des pieges pondoirs.

32



La méthode des piéges pondoirs exploite le comportement singulier des Aedes urbains a
pondre dans les récipients artificiels générés par ’Homme. Ces gites artificiels sont d’autant
plus attractifs qu’ils sont remplis d’une eau riche en nutriments obtenue en faisant infuser des

plantes (Reiter ef al., 1991 ; Trexleret al., 1998).

Cette méthode est trés utilisée depuis des décennies pour la surveillance des moustiques
invasifs tels qu’de. aegypti et Ae. albopictus en raison de leur conception simple et le faible
colit de leur mise en ceuvre (Bellini ef al., 1996 ; Abramides et al., 2011 ; Carrieri et al., 2011 ;

Norzahira et al., 2011 ; Fonseca et al., 2013 ; Achee et al., 2015 ; Suter et al., 2016).

Une autre variante récente des pieges pondoirs, utilisée pour le controle des moustiques
adultes, est celle des picges pondoirs 1étaux ou autocides, qui combinent la stimulation de la
ponte avec un effet 1étal due a la présence d’un insecticide sur la paroi du piege pondoir.
Certains de ces dispositifs utilisent des bandes de ponte imprégnées ou traitées avec un
insecticide. D’autres utilisent des pieéges pondoirs collants (Sticky traps) qui incluent une
surface adhésive qui piege les moustiques des leur atterrissage sur la paroi du seau. Bien que
I’efficacité de ces piéges pondoirs létaux dépende de plusieurs facteurs comme leur densité sur
le terrain, certaines €tudes ont suggéré qu'ils ont été efficaces pour réduire les populations
sauvages d’Ae. aegypti et Ae. albopictus (Perich et al., 2003 ; Rapley et al., 2009 ; Zeichner et
Debboun, 2011 ; Barrera et al, 2014). Néanmoins, avant d’envisager de réduire
significativement voire de supprimer des populations de moustiques d une zone traitée par cette
méthode, il reste a I’optimiser en améliorant 1'attractivité des stimuli de ponte et des signaux
visuels, en choisissant le type d'insecticide et sa concentration la plus efficaces et la densité

appropriée des pieges pondoirs par unité de surface.
Méthodes de controle génétique

Bien que les insecticides chimiques et les biopesticides mentionnés ci-dessus restent les
principaux outils utilisés contre les Aedes urbains, des préoccupations actuelles se posent en ce
qui concerne leur biosécurité, le cott, la perception du public, I'efficacité, ainsi que leurs
impacts environnementaux. Des méthodes de contrdle alternatives, en particulier celles
regroupées sous le terme générique de lutte génétique, sont d’un immense intérét. Ces méthodes
pourraient fournir potentiellement des stratégies nouvelles et sélectives, spécifiques au controle
des especes grace a l'introduction d'un trait héritable dans la population cible entrainant sa

suppression de la zone traitée (Alphey, 2014). Les trois méthodes les plus utilisées a I’heure
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actuelle comprennent la technique des insectes stériles (TIS), une variante du TIS basée sur la
libération des insectes portant un géne létal dominant (RIDL) et I’induction de I’incompatibilité

cytoplasmique (CI) par les symbiontes Wolbachia.
La Technique des Insectes Stériles

La technique TIS remonte a plus de 50 ans lorsque l'entomologiste américain Edward
Knipling, en effectuant une étude sur la mouche Cochliomyia hominivorax, a été le premier a
réaliser que la fertilité des insectes femelles pouvait €tre manipulée par accouplement avec des
males stériles (Knipling, 1955). Ces males sont stérilisés au laboratoire par irradiation ou au
moyen de produits chimiques agressifs, avant leur libération en grand nombre sur le site
concerné ou ils vont entrer en compétition avec les males sauvages fertiles et s’accoupler
aléatoirement avec des femelles sauvages et ainsi les stériliser. Cependant, cette méthode
rencontre de nombreux problemes logistiques (production en masse, la séparation des males et
des femelles avant le relaché, etc.) et doit souvent prendre en compte la réduction de la fitness

des males stériles sur le terrain (Dame et al., 2009 ; Alphey et al., 2013).

Bien que cette technique ait été utilisée avec succes contre plusieurs ravageurs agricoles et
vétérinaires (Klassen et Curtis, 2005), des essais sur le terrain contre les moustiques ont
rencontré des succes variables (Lowe ef al., 1980 ; Benedict ez al., 2003). Les meilleurs résultats
contre les moustiques ont été atteints dans des situations insulaires isolées (Patterson et al.,
1970). En outre, des essais préliminaires en Italie ont montré qu'une libération hebdomadaire
de 900 a 1600 males stérilisés par hectare induit un niveau de stérilité significatif dans les

populations locales d’Ae. albopictus (Bellini et al., 2013).
Les males transgéniques

La technique TIS a été améliorée par la méthode utilisant des males transgénique RIDL.
Contrairement a la premiere technique, les males ne sont pas stérilisés mais se voient incorporer
un transgene 1étal et dominant qui est tres actif au stade larvaire en produisant une protéine dont
I’accumulation est toxique et entraine la mort de la larve au stade L4 (Thomas et al., 2000).
L’expression de ce transgeéne peut étre réprimée au laboratoire en présence de tétracycline. Cette
méthode présente un moindre colit concernant la fitness des males transgéniques dont la
compétitivité au laboratoire n’a pas montré une différence significative avec les males non
transgéniques (Boubidi ef al., non publié¢). Bien que les questions de réglementation et de

perception défavorable du public aient jusqu'a présent interdit l'utilisation des techniques de
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controle RIDL aux Etats-Unis et en Europe, des études ont été menées dans les Iles Caiman et
au Brésil. Dans les Iles Caiman, 80% de suppression d’Ae. aegypti a été atteint (Harris et al.,
2012), alors qu’au Brésil, cette méthode a permis une réduction des populations d’Ae. aegypti

sur le terrain de 1’ordre de 95% (Carvalho et al., 2015).
Wolbachia

Une autre méthode de controle exploite un groupe diversifié d’organismes intracellulaires
appelés Wolbachia (Calvitti et al., 201 ; Zug & Hammerstein, 2012 ; McGraw & O'Neill, 2013
; Lambrechts et al., 2015). Ces bactéries sont maternellement transmises et provoquent une

incompatibilité cytoplasmique (IC) chez les moustiques.

Dans les iles du Pacifique Sud, des moustiques de 1’espéce Ae. polynesiensis, vecteur majeur
de la filariose lymphatique dans cette région, infectés par Wolbachia, ont été utilisés pour
réduire les populations sauvages de cette espéce (Chambers ef al., 2011 ; O'Connor et al., 2012).
En outre, plusieurs souches de Wolbachia (WRI, wMelPop, WPIP, WMEL) ont été
microinjectées avec succes dans Ae. albopictus, ouvrant la voie pour une lutte par IC au sein de
populations sauvages de cette espeéce (Dobson et al., 2001; Xi et al., 2006 ; Blagrove et al.,
2012 ; 2013 ; Calvitti et al., 2012). Et plus important encore, les infections avec certaines
souches de Wolbachia peuvent entrainer une réduction de la durée de vie des adultes Ae.
albopictus et les rendre réfractaires a I’infection par le virus de la dengue (Hoffmann et al.,
2011 ; Andrews et al., 2014) limitant ainsi leur capacité vectorielle parce qu’ils ne peuvent pas
vivre assez longtemps pour transmettre avec succes les arbovirus tels que DENV (McMeniman
et al., 2009). En outre, cette méme souche de Wolbachia peut réduire les taux d'infection et de
réplication du virus de la dengue chez Ae. aegypti, ce qui contribue a la réduction du risque de

transmission de ce virus (Moreira et al., 2009 ; Walker et al. 2011).
Méthodes de lutte adulticide par traitement spatial

La nébulisation a froid a UBV

La nébulisation spatiale d’insecticides a ultra-bas volume (UBV) est largement utilisée pour
lutter contre les populations d’Aedes urbains. Elle est souvent considérée comme le mode
d’épandage de choix en particulier en cas d'urgence sanitaire afin de stopper rapidement la

transmission de la maladie (Reiter, 2014).
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Le traitement spatial d’adulticides est une technique utilisée depuis plus de 60 ans et est
considéré comme une arme essentielle contre les insectes nuisibles et les insectes vecteurs
d’agents pathogenes (Britch ef al., 2010). Par définition, une application UBV (ultra low
volume ou ULV, en anglais) correspond a un volume de liquide épandu (bouillie de
pulvérisation) inférieure a 51/ha. On parle également de bas volume (>5 I/ha et < 20 I/ha) (low

volume ou LV), etc.

La premicre utilisation en santé publique de ce type de traitement a été réalisée en Afrique
contre la mouche tsé-tsé en utilisant le DDT (Yeo & Thompson, 1954). Les premieres
pulvérisations UBV étaient aériennes et a visée agricole pour le controle de divers insectes

ravageurs de plantes (Messenger, 1963).

Le succes de la pulvérisation UBV par voie aérienne a conduit au développement des
technologies d’épandage par voie terrestre (Edmunds ef al., 1958). Cette méthode a été adaptée
et améliorée pour faire face a la transmission de maladies vectorielles, en particulier par Mount
et al., (1967a ; 1967b) et Lofgren (1970 ; 1973). En conséquence, ces technologies ont

dominé cette approche et continuent a étre utilisées dans le monde entier (figure 4a).

La méthode d’épandage UBYV par nébulisation permet de produire a partir d’un réseau routier
un nuage d’insecticide dont la dynamique et la dispersion dépendent en grande partie de la taille
des gouttelettes produites, de la configuration de la zone traitée ainsi que des conditions

météorologiques au moment du traitement (Reiter, 2014).

La nébulisation a chaud

La technique de la nébulisation a chaud ou thermo-nébulisation trouve son origine dans les
générateurs de fumée développés par les militaires américains dans les années 1940s (LaMer et

al., 1947).

Un thermo-nébulisateur est un dispositif qui utilise le gaz d'échappement chaud du moteur
en tant que mécanisme pour produire un brouillard sans dégradation de la substance active de
I’insecticide (figure 4b). Ces appareils utilisent généralement des produits a base d'huile, mais
peuvent également permettre d’appliquer des produits a base aqueuse moyennant un adaptateur.
IIs produisent une gamme de gouttelettes de tres petite taille. Le spectre de gouttelettes générées
se situe entre 0 et 40 um, avec 80 a 90 % des gouttelettes dont le diamétre varie entre 10 a 25

um en fonction du type de la buse et de la formulation utilisée. La taille médiane des gouttelettes
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des nébulisateurs thermiques est généralement de 15 pm ou moins, la taille exacte dépend de
plusieurs facteurs, y compris la nature particuliére du solvant utilisé dans le mélange (Mabbett,

2003 ; 2004).

Le brouillard est généralement trés visible en raison de la présence d’un adjuvant de bouillie,
généralement un solvant organique ou une huile (par exemple, I’huile paraffinique), ou de
I’adjonction d’un traceur tel que le propyléne glycol. Cette visibilité du nuage d’insecticide peut
aider 'opérateur a surveiller le déplacement du nuage insecticide et a s'assurer de sa bonne
répartition. Il existe de nombreux types et marques de thermo-nébulisateurs sur le marché
(Swingfoge, Pulsfog®...). Les premieres marques ont été créées en Allemagne et aux Etats-

Unis a la fin de la Seconde Guerre Mondiale.

Les thermo-nébulisateurs sont généralement plus petits, plus 1égers, portables, et moins
coliteux (Mabbett, 2006) que les nébulisateurs a froid. Matthews (1979) a fourni une description
détaillée des divers types d'équipement de nébulisation. Cette méthode a ét¢ largement utilisée
pour lutter contre les moustiques dans le monde (Brown, 1968 ; Buzicky, 1968 ; Berry, 1971 ;
Taylor et Schoof, 1971 ; Rathburn, 1972 ; Mount et al.,1975 ; Linley et Jordan, 1992 ; Rose,
2001).

Figure 4 : (a) Nébulisateur a froid London Fogger 18-20 monté sur véhicule. (Photo EID Méditerranée).
(b) Thermonébulisateur portable PULSFOG K-10-SP. (Photo EID M¢diterranée).
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La nébulisation a froid versus thermo-nébulisation

Plusieurs études ont été réalisées afin d'évaluer l'efficacité de la nébulisation a froid UBV et,
dans une moindre mesure, celle de la thermonébulisation contre des moustiques mais seulement
sept études ont comparés ces deux méthodes (Mount et al., 1968 ; Mount et al.,1970 ; Taylor
et Schoof, 1971 ; Rathburn et Boike, 1972 ; Phanthumachinda et al., 1976 ; Wirat et al., 1982 ;
Linley et Jordan, 1992).

La plupart des évaluations rapportées dans la littérature ont été effectuées en utilisant des
moustiques dans des cagettes et dans des espaces ouverts, en 1’absence de tout obstacle tels que
les murs ou la végétation (Bonds, 2010). Dans ce cas de figure, les moustiques sont directement
exposés aux gouttelettes du nuage insecticide. Si elle permet de mesurer effectivement
I’efficacité du produit et de déterminer la largeur d’andain dans un espace ouvert, cette méthode
ne permet pas de connaitre ’efficacité du traitement en milieu urbain et en conditions
opérationnelles réelles. Le moustique Ae. albopictus est confiné généralement dans une
végétation plus ou moins dense, a I’abri de la lumiére du soleil (Bengoa et al., 2014), qui peut
provoquer sa dessiccation (Hawley, 1988). Certaines études ont en effet démontré qu’il y avait
une réduction de I’efficacité des traitements par nébulisation dans les résidences comportant
une végétation entourant les maisons dans les zones périurbaines ou urbaines (Reddy et al.,

2006 ; Taylor & Schoof, 1971 ; Curtis & Mason, 1988 ; Mount, 1998 ; Barber et al., 2007).

La pénétration des gouttelettes d'insecticide a l'intérieur de la végétation est difficile lorsque
I’on opére par nébulisation a froid UBV depuis la voirie (Tableau 2). Les gouttelettes
insecticides rencontrent généralement un nombre important d’obstacles avant d’atteindre leur
cible. L'orientation des rues, la juxtaposition des maisons ainsi que 1’intense végétation qui
entoure ces dernieres géneérent des schémas complexes de flux d'air (Reiter, 2014). Cependant,
la plupart de ces obstacles sont évités en recourant a la thermonébulisation manuelle, car le
nuage insecticide est pulvérisé au plus proche de la végétation susceptible d’abriter les
populations du moustique tigre. De la méme maniére, Curtis et Mason (1988) ont noté que la
réduction de la vitesse du vent a ’intérieur de la végétation réduirait 'efficacité¢ de I’épandage

et peut &tre un facteur contribuant a la réduction de la mortalité des moustiques.
Taille et dynamique des gouttelettes d’insecticide

L’un des paramétres les plus importants a prendre en compte lors de ce type de traitement,
que ce soit en lutte antivectorielle ou contre les insectes nuisants, est la taille des gouttelettes.
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La thermonébulisation et la nébulisation a froid vont produire des nuages insecticides

composés de centaines de millions de gouttelettes insecticides (Bonds, 2012). La taille des

gouttelettes générées par les nébulisateurs doit avoir un diameétre compris entre 2 et 16 pm pour

pouvoir coller sur le corps, les ailes et les antennes des moustiques en vol tel qu’il a ét€¢ démontré

par Lofgren et al. (1973) en utilisant la microscopie électronique a balayage. Mount et al.,

(1996) rapportent que la taille optimale d’une gouttelette pour lutter contre les moustiques

adultes en traitement spatial UBV au sol est comprise entre 5 et 25 um de diametre.

Tableau 2. Comparaison entre nébulisation a froid et a chaud.

Thermonébulisation

Nébulisation a froid

Avantages

Avantages

* Courte durée d'application en raison d’un
débit plus élevé (L/heure).

* Brouillard dense et visible.

* Concentration plus faible de la substance
active.

* Effet psychologique sur les personnes
(quelque chose est fait pour lutter contre les
moustiques).

* Les gens, en repérant le nuage, peuvent
mieux éviter le contact direct avec
I’insecticide.

 L’application se fait au plus prés du biotope
des moustiques.

* Peu ou pas de traceur (solvant organique)

* Par conséquent, la réduction du volume de
bouillie (L/ha, mais dose de substance active
identique)

* Peu ou pas d'odeur causée par le solvant
organique.

* Niveau de bruit plus faible.

* Plusieurs hectares sont traités en quelques
minutes.

* Peu de personnel requis.

Inconvénients

Inconvénients

* Cout des solvants organiques (traceurs).
* Odeur associée a I’insecticide utilisé.

* Haut niveau de bruit des machines.

* L'opération nécessite une certaine
expérience.

 [’application est longue a réaliser et trés
fatigante.

* Nécessite un personnel qualifié.

* Le brouillard est a peine visible, donc
I'observation du déplacement du brouillard est
plus aléatoire.

* Les gens peuvent moins facilement éviter le
nuage de brouillard.

* Effet psychologique moins important (le
nuage est peu visible a moins d’y incorporer un
traceur).

* Une plus forte concentration de la substance
active.

*  Nécessite
rigoureuses.

des conditions d’application

La vitesse a laquelle chutent les gouttelettes est déterminée par la masse de la gouttelette.

Par exemple, une gouttelette de 20 um de diamétre tombera a 0,012 m par seconde, prenant 14

min pour tomber d’une hauteur de 10 m en 1’absence de vent, alors qu’une gouttelette de 100
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um tombe a 0,279 m par sec et ne mettra que 36 secondes pour tomber de la méme hauteur. Les
gouttelettes dont la taille est supérieure a 30 um de diametre sont moins efficaces car elles ne

se maintiennent pas en suspension suffisamment longtemps.

Les gouttelettes de moins de 5 um de diamétre sont plus exposées a I’évaporation et n’entrent
pas facilement en contact avec les insectes volants, car ces derniers, lorsqu’ils sont en vol, créent

une turbulence de I’air qui va €loigner les petites gouttelettes (WHO, 2003).

La taille des gouttelettes dans un nuage insecticide est exprimée en Diamétre Moyen
Volumique (DMV), exprimé en microns. C’est le nombre médian qui divise les aérosols
aspergés en deux parties égales en volume, contenant pour moitié¢ des gouttelettes plus petites

que ce diametre, et pour 1’autre moitié¢ des gouttelettes plus volumineuses.

Le Diameétre Médian Numérique (DMN) est la valeur qui divise les aérosols en deux parties
¢gales par le nombre de gouttelettes, dont la moitié des gouttelettes sont plus petites et 1’autre

moitié plus grandes Figure (figure 6).

Avec la mise en ceuvre des nouvelles exigences concernant 'utilisation d’adulticides en
2006, ces parameétres ont changé. Le diameétre-volume (Dv) a désormais remplacé le diamétre
médian volumique (DMV). Le Dv est un nombre décimal dont la valeur est comprise entre 0 et
1 et qui relie la proportion en volume du nuage au diameétre de la gouttelette. Le Dv pour la
taille des gouttelettes a laquelle 50 % du volume de pulvérisation est composé de gouttelettes
correspondant a un diamétre plus petit et égal a Dv (0,5), ce qui représente la méme valeur que
le DMV. Le Dv (0,1) est le diamétre correspondant a 10 % des gouttelettes du nuage insecticide
possédant ce diametre ou un diametre inférieur. Il en est de méme pour la valeur de 50 % [Dv
(0,5)] et 90 % [Dv (0,9)]. La combinaison de Dv (0,1), Dv (0,5) et Dv (0,9) fournit une
compréhension de la répartition de la taille des gouttelettes. Les tailles optimales des

gouttelettes pour une nébulisation a froid UBV depuis la voirie ont une Dv (0,5) de 12 4 20 pum.

Les gouttelettes d’insecticide sont exposées a un certain nombre de facteurs pouvant affecter

leur trajectoire en direction de leurs cibles :

- La vitesse du vent. Elle doit étre optimale et inférieure a 14 m/sec (~3,6—15 km/h)
comme recommandé par I'OMS (WHO, 2003) car une vitesse supérieure pourrait

déplacer le nuage insecticide en dehors de la zone a traiter. De plus, les moustiques
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seront cachés, a I’abri du vent et ne seront pas en vol ce qui diminuera les chances de
contact avec les gouttelettes.

- La distance par rapport a la cible. Plus la distance entre le nébulisateur et la cible est
importante, plus la cible sera difficile a atteindre, les obstacles seront plus nombreux, la
déviation par rapport a la trajectoire augmentera et les gouttelettes seront plus exposées
aux effets de I’évaporation et de la sédimentation (Reiter et Nathan, 2001). De plus, la
distance augmente 1’effet de dilution du nombre de gouttelettes car si le nombre de
celles-ci est de quelques millions a la sortie de la buse du nébulisateur, elles ne seront
plus que quelques centaines quelques metres plus loin et leur nombre tendra vers zéro
plus on s’¢loigne de la buse du nébulisateur.

- L’heure de la nébulisation. Ce paramétre est trés important si on veut optimiser
I’efficacité du traitement car il faut tenir compte de la période d’activité de 1’espece de
moustique cible. L’épandage doit s’opérer pendant cette période car un moustique qui
vole est plus susceptible d’entrer en contact avec les gouttelettes d’insecticide qu’un

moustique au repos (Bonds, 2012).
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Figure 5 : Paramétres des tailles des gouttelettes : Le Diamétre Moyen Volumique (DMV),
Diameétre Médian Numérique (DMN) (Source : WHO/CDS/WHOPES/GCDPP/2003.5).
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CHAPITRE II
Dynamique saisonniére
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Introduction

Originaire d’Asie du Sud-est, Ae. albopictus a envahi les zones tempérées grace a sa faculté
de survivre I’hiver par la production d’ceufs pouvant résister a de trés faibles températures et

qui sont programmés génétiquement pour effectuer une diapause.

L’¢tude de la dynamique des populations d’un arthropode vecteur est primordiale afin
d’estimer la densité vectorielle en fonction des fluctuations tout le long de la période d’activité

pour organiser au mieux la lutte antivectorielle nécessaire.

La dynamique saisonniére d’une espece de moustique est étroitement liée aux facteurs
climatiques. L’enclenchement de processus physiologiques tels que la diapause fait partie des
conséquences de ’effet de la température et de la longueur du jour sur le métabolisme du

moustique (Lacour et al., 2015).

La dynamique des populations d’A4e. albopictus dans la région de la Cote d'Azur présente
une forte variabilité saisonniére. Les premiers ceufs de 1'année sont déposés généralement au
début du mois de mai. La densité des moustiques est maximale fin juin-début juillet, et fin aott-
début septembre, selon les années et les villes comme rapporté par Romi ef al., (2006) en Italie.
L’activité des pontes commence a diminuer entre la mi-septembre et la mi-octobre, avec une

activité résiduelle jusqu'a novembre ou décembre.

Méthode d’étude

Trois méthodes de captures ont été utilisées : 1) captures des ceufs aux pieges pondoirs (PP),
2) captures aux pieges BG Sentinels pour moustiques adultes, et 3) capture sur Homme (Human
Landing Count ou HLC). Tous les pieges ont été géo-localisées, ainsi que les habitations et les

espaces boisés.

La premiere saison d’étude de la dynamique des populations a débuté au mois d’avril
jusqu’au mois de novembre 2013. Les captures des ceufs d’Ae. albopictus ainsi que celles des
adultes ont été réalisées au moyens de 20 pieges pondoirs et de 7 pieges BGs respectivement.
Ces pieges ont été placés au niveau d’un quartier résidentiel composé d une centaine de maisons
(résidence Vaugrenier Présidence a Villeneuve-Loubet, a la périphérie de Nice). Le relevé des

pieges pondoirs se faisait d’'une fagon hebdomadaire et les ceufs d’Ae. albopictus étaient
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comptés pour chaque piege. Les pieges BGs ont été relevés apres 24 h, deux fois par semaine,

les moustiques ont été identifiés et comptés.

La seconde saison d’étude s’est étalée du mois d’avril a novembre 2014 dans la méme
résidence mais avec des méthodes de capture différentes. Nous avons utilisé la méthode de HLC
deux jours de suite chaque semaine. La capture des moustiques qui atterrissent sur le corps se
fait au moyen d’un aspirateur a bouche et cela pendant 5 séances d’une heure consécutives par
jour, 4 heures avant le coucher du soleil et une heure apres. La deuxiéme méthode de capture

utilisée est celle des piéges pondoirs comme décrit précédemment.

Durant les deux saisons toutes les femelles capturées par HLC et BGs ont été disséquées afin
de calculer le taux de parturité. Les ceufs ont été conservés en insectarium, comptés et en partie
utilisés pour 1’élevage afin d’évaluer la sensibilité aux tests insecticides de la population étudiée

(voir chapitre suivant).

Les données obtenues ont ét¢ comparées a un modele de dynamique des populations
développées par Tran et al. (2013) en fonction des fluctuations de température et de

pluviométrie observées de 2008 a 2011.

Résultats

En nous basant sur un suivi de deux saisons, nous avons observé de fortes variations
saisonniéres de la population d'de. albopictus, avec une activité¢ des adultes d’environ 6 mois

et une diapause au stade d'ceuf le restant de l'année.

La premiére année d'étude (2013) de la dynamique saisonniére a montré un pic de la densité
des ceufs au mois de juillet et un pic de la densité des femelles d’Ae. albopictus au mois d’aott
(figure 1). Nous avons pu capturer 165511 ceufs, pendant 38 jours de piegeage, et 784 femelles
ont été collectées durant 29 jours de piegeage et ont été disséquées afin d’estimer le taux de
parturité de celles-ci. Le taux de femelles pares est élevé ainsi que celui des femelles gravides
qui a atteint 47 % des captures au mois d’octobre 2013. Au cours de la deuxieme année d'étude
(2014) de la dynamique saisonniere, nous avons remarqué qu’il y avait une concordance des
taux de captures, que ce soit pour les ceufs ou bien pour les adultes, avec un maximum de

captures au mois de septembre (figure 2).
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Figure 1 : Dynamique saisonniére des femelles d’Ae. albopictus capturées par les pieges adultes

BGs et des ceufs collectés par les pieges pondoirs (PP), Villeneuve-Loubet, France, 2013.

Durant cette année, 221530 ceufs ont été récoltés, durant 42 jours de picgeage et 657 femelles
ont été capturées et disséquées pendant 33 jours de piegeage. Les captures sur Homme ont
¢galement montré une forte densité d’Ae. albopictus dont les taux de piqlires ont atteint

60piqires/heure/homme.

Les 1441 femelles capturées durant les deux saisons d’activité d’Ae. albopictus en 2013 et
2014 nous montrent des taux de parturité assez élevés entre les mois de juin a octobre allant de
50 a 60 % en 2013 concernant les femelles capturées au BGs et de 52 a 71 %, concernant les
femelles capturées sur Homme en 2014. Les taux de femelles gravides venant piquer I’homme

sont importants, atteignant 44% des captures au mois d’octobre.

Nos résultats, s’appuyant sur le modele développé par Tran et al. (2013) montrent que la
densité des populations d’ceufs (Figure 3A) et d’adultes (Figure 3B) d’Ae. albopictus semble
étre essentiellement influencée par la température (Alto et al, 2001) (Spearman R = 0,94 et
Spearman R = 0,63, respectivement) et 1’arrosage artificiel assurant la disponibilité de gites de

ponte méme en I’absence de précipitation, comme c’est le cas a Nice durant 1’été.

45



. 70 1000
o - 900 2
g 60 k3
-] - 800 %
o Q
3 50 700 T
g .@ <5
No | o
TE 40 600 ®E

- “— ©
23 - 500 ge
E2 30 oS
SE - 400 e
Q0 >
52 300 §
(]
> o
g - 200 s
s 10 g
£ - 100 2
E C
9 0 T 0
z

Avr Mai Juin Juil Aol Sep Oct Nov
B Pares B Nullipares L. IGravides —l—Femelles -:-4---PP

Figure 2 : Dynamique saisonniere des femelles d’Ae. albopictus, capturées par la méthode de
capture sur Homme (HLC) et des ceufs collectés par les pieges pondoirs (PP), Villeneuve-

Loubet, France, 2014.
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Figure 3 : Comparaison de la dynamique saisonniére des ceufs (A), récoltés au moyen de
pieges pondoirs et des adultes d’Ae. albopictus (B) récoltés avec les BG Sentinel (lignes
rouges) avec la dynamique prédite par le modele développé par Tran et al. (2013) basé sur
les précipitations et les fluctuations de températures observées en 2013 (lignes noires)
dans la région de Nice.

L’analyse de la répartition spatiale des résultats de nos piégeages (Figure 4) montre une
association entre le nombre d’ceufs relevés dans les piéges pondoirs et la proximité avec des
zones arborées, ce qui suggere une préférence des adultes pour pondre dans les gites proches

des zones de végétation les plus denses. La corrélation est significative entre le maximum
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d’ceufs observés et la distance du piege par rapport a la végétation arborée (Spearman r =-0,47,

p <0,05) (figure 5).

Discussion

Nos résultats sur la dynamique saisonnicre des populations d’Ae. albopictus observée dans
la région de Nice montrent i) une corrélation significative avec les données climatiques,
essentiellement la température prenant en compte 1’arrosage dii aux activités humaines, i) un
lien étroit entre la densité de la végétation et I’activité de ponte des femelles, iii) une variation

des taux de parturité au cours du temps.

La dynamique saisonniere d’Ae. albopictus dans le sud de la France montre un profil
similaire a ceux observés pour d'autres régions d'Europe comme I’Italie (Romi et al., 2008,

DiLuca et al., 2001) et I’Espagne (Roiz et al., 2010).

En ce qui concerne la distribution spatiale des populations d’Ae. albopictus en milieu urbain
et périurbain, les moustiques adultes se reposent et se reproduisent a proximité des habitations
humaines (Toma et al. 2003, Romi et al., 2006). Les formes immatures (larves et nymphes)
proliférent dans des récipients artificiels contenant de I'eau tels que les pneus, les soucoupes
sous les pots de fleurs, les urnes funéraires, les vases, les seaux, les boites de conserve, les
pieges a sable, les gouttiéres obstruées, les arrosoirs, les bols d'eau pour les animaux

domestiques, etc. (WHO/TDR, 2009).
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Figure 4 : Corrélation entre la densité des
captures en fonction de I’emplacement des
pieges a Vaugrenier Présidence, Villeneuve
Loubet. Les points jaunes correspondent aux
pieges pondoirs et les points verts aux pieges

Figure 5 : Corrélation entre le
nombre d’ceufs capturés et la
végétation arborée (Spearman
r=-0,47, p <0,05).

pour adultes (BG Sentinel). La taille des
symboles indique le nombre maximum d’ceufs 47
collectés.




Nous avons également démontré par nos captures d’adultes grace aux pieges BGs et surtout
HLC que les femelles Ae. albopictus, bien qu’elles soient gravides, ont un comportement de
recherche d’hdte. Deux types de repas sanguin multiples ont été identifiés : les repas sanguin
supplémentaires qui sont nécessaire aux femelles qui ont eu peu de nourriture au stade larvaire

et un repas de sang interrompu a cause de la défense de I'hote (Clements, 1999).

L’alimentation multiple dans un méme cycle gonotrophique peut augmenter le risque de
transmission de maladie en augmentant la fréquence des contacts avec des hotes (Garrett-Jones,

1964; Garrett-Jones & Shidrawi, 1969; Dye, 1986; Delatte et al.,2010).

Notre étude permet ainsi de préciser les lieux et les périodes d’activités d’Ae. albopictus
dans un exemple d’une zone tempérée (Nice) et ces résultats peuvent étre utilisés efficacement
pour prédire la dynamique des populations d’Ae. albopictus (Cros et al.,2014) et évaluer

I’efficacité des différentes stratégies de lutte.
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Chapitre III

Sensibilité aux insecticides
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Introduction de Particle 1

Aedes albopictus est devenue 'une des principales especes nuisibles dans le sud de la France.
Elle est a I’origine des cas autochtones sporadiques de dengue et de chikungunya. Le controle
des populations de moustiques vecteurs est, sans aucun doute, le meilleur outil pour limiter la

charge de ces maladies.

La problématique est d'une importance cruciale en raison de la haute capacité de ce
moustique a se propager et a envahir 1'habitat humain dans le monde entier. Dans des conditions
épidémiques, l'application d’insecticides sous forme de pulvérisations spatiales est la méthode

de choix pour limiter rapidement la densité des moustiques dans la zone ciblée (Bonds, 2012).

La surveillance en laboratoire de la sensibilité aux insecticides des vecteurs ciblés est
essentielle pour le succés de ces mesures de controle. En outre, I'importance de ces évaluations
est d’autant plus grande qu'il n'y a plus en Europe que quelques substances actives autorisées
pour les traitements anti-adultes (la deltaméthrine et les pyréthrines naturelles) mais surtout
qu’elles appartiennent toutes a la seule famille des pyréthrinoides, accroissant le risque
d’apparition de phénomenes de résistance. Cet état de fait est contraire au principe d’une gestion
raisonnée de la résistance pronant 1’alternance d’au moins deux insecticides au mode d’action

différent (Read et al., 2009 ; Penilla ef al., 2007).

Pour I’heure, Aedes albopictus est encore sensible vis-a-vis des pyréthrinoides en particulier
dans les pays tempérés (Romi et al., 2003 ; Marcombe et al., 2014). Les cas de résistance
rapportés chez cette espece ailleurs dans le monde concernent principalement les

insecticides DDT, malathion et t¢éméphos (Kushwah et al., 2015 ; Ishak et al., 2015).

Habituellement, 1’évaluation de la sensibilité aux insecticides est focalisée sur les femelles
en raison de leur role dans la transmission d'agents pathogenes biologiques. Les males ne sont
pas des vecteurs et donc ils sont négligés lors de ces évaluations. La nécessité de faire face a
cette lacune, tres évidente dans la connaissance des populations de vecteurs, est apparue compte
tenu du fait du développement de nouvelles méthodes de contrdle génétique basées sur le

principe du relaché de males stériles.

L’application de ces méthodes demande des informations plus précises que celles qui sont
disponibles en ce qui concerne la densité, la dispersion, l'activité d'accouplement et la longévité

des males (Muirhead-Thomson, 1968). Reiter (2014) au Venezuella et Unlu (2014) en
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Amérique du Nord avaient obtenus un effet létal significatif sur les males sauvages d’Ae.

aegypti apres un traitement par pulvérisation spatiale UBV.

Dans cette étude, nous rapportons le statut de sensibilité a la deltaméthrine des males et des
femelles d’une population d’Ae. albopictus originaire de Nice, en utilisant la technique des

applications topiques et celle des papiers imprégnés d'insecticide (WHO Tube Test).

Cette ¢tude a ét¢ menée comme une condition préalable a I'évaluation de l'efficacité des
traitements UBV par nébulisation a froid et par thermonébulisation sur les populations

naturelles d’Ae. albopictus.
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SCIENTIFIC NOTE

GENDER BIAS IN INSECTICIDE SUSCEPTIBILITY OF AEDES ALBOPICTUS IS
SOLELY ATTRIBUTABLE TO SIZE

SAID C. BOUBIDL!? MARIE ROSSIGNOL,?> FABRICE CHANDRE,> REDA TOUNSIL! CHRISTOPHE LAGNEAU,!
DIDIER FONTENILLE** anp PAUL REITER®

ABSTRACT. Despite an extensive literature on mosquitoes, remarkably little attention has been paid to males.
Current interest in control by release of transgenic males begs attention to this bias. It is well known that males are
more susceptible to insecticides than females when determined by the standard World Health Organization (WHO)
bioassay, and field observations have shown a higher impact of ultra-low-volume (ULV) space sprays. It is generally
assumed that these differences are due to the smaller size of males and/or greater physiological susceptibility. We
compared susceptibility by WHO bioassay and by topical application. There was a significant difference between
the sexes in terms of dose effect and knockdown by the WHO test, but no significant difference by weight-adjusted
topical application. We conclude that greater susceptibility of males is solely a function of their size and suggest that
a ULV treatment before the release of transgenic males would greatly increase their competitive ratio versus wild

mosquitoes and thus their impact as a control measure.

KEY WORDS Aedes albopictus, insecticide susceptibility, male size, mosquito control, sterile insect technique

An immense literature dating back more than a
century is available on all aspects of the biology and
control of mosquitoes, yet remarkably little attention
has been paid to males (Doyle et al. 2009),
unquestionably because they are not directly in-
volved in disease transmission. Current interest in
vector control by mass release of transgenic males
(Carvalho et al. 2015, Gantza et al. 2015) begs
greater attention to this bias. Here we report on a
widely accepted but little-investigated observation:
males are more susceptible to insecticides.

Field trials on the efficacy of ultra-low-volume
(ULV) space sprays of malathion against Ae. aegypti
(L.) in Venezuela showed a negligible impact on
females, whereas males were virtually eliminated
(Reiter 2014). A similar contrast was reported for
impact of a pyrethroid formulation against Ae.
albopictus (Skuse) in the United States (Unlu et al.
2014), and we have observed the same phenomenon
in field trials of ULV deltamethrin against Ae.
albopictus in Mediterranean France (S. C. Boubidi,
unpublished data). This difference could be due to
one or more of the following hypotheses: 1) males
are genetically more susceptible to insecticides, 2)
males are smaller and therefore more sensitive to the
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insecticide, 3) male flight activity is greater, and 4)
male anatomy is more likely to pick up particles,
particularly on the antennal fibrillae.

We compared the susceptibility of male and
female Ae. albopictus by 2 methods: the WHO
susceptibility bioassay and topical application (WHO
2009). Mosquitoes were reared from eggs collected
by ovitrap in a heavily infested city (Nice) in
Mediterranean France. Larvae, 200 per liter, fed
Tetramin fish food (Tetramin Tropical Flakes;
Spectrum Brands, Blacksburg, VA). Two- to 5-day-
old F, adults were anaesthetized with CO, and
separated by sex on a refrigerated plate before topical
applications.

For the WHO bioassay, exposure tubes of the
standard test kit were lined with filter paper,
impregnated with technical grade deltamethrin
(99.8%) (Sigma-Aldrich, Seelze, Germany), and
diluted in acetone and silicone oil (2:1 by volume)
at 8 concentrations from 0.0005% to 0.05% AI. For
each dilution, 4 batches of 25 2—4-day-old mosqui-
toes were introduced and held for 30 min. Knock-
down was recorded every 5 min during this period,
after which the mosquitoes were transferred to the
recovery tubes at 27 = 2°C and 80 = 10% RH.
Mortality was recorded after 24 h; a 10% honey
solution was available during this period. A batch of
25 mosquitoes held in an exposure tube lined with
clean filter paper served as control.

For the topical applications, 50 mosquitoes were
weighed to determine mean weight per mosquito.
Eight dilutions of deltamethrin in acetone, from
0.0013753 ng/mg of mosquito to 0.0880281 ng/mg,
were applied by micro-capillary (0.1pul) to the upper
part of the pronotum of mosquitoes anaesthetized
with CO,. The same volume of pure acetone, applied
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Susceptibility to deltamethrin of male and female Aedes albopictus: 1) lethal doses by WHO susceptibility bioassay, 2) lethal doses by topical application, and 3)

Table 1.

knockdown times by WHO susceptibility bioassay.

WHO susceptibility
bioassay knockdown times

KDtSO (mln)

Topical application (dose adjusted for weight)

WHO susceptibility bioassay lethal doses

(95% CI)

KDtgs (mlﬂ)

(95% CI)

LDso (95% CI) LDos (95% CI) LDs (ng/mg) (95% CI)  LDys (ng/mg) (95% CI)

0.00273 (0.00228-0.00325) 0.01978 (0.01388-0.03287) 0.01147 (0.00794-0.01531) 0.05701 (0.03611-0.14515)

Gender

16 (15.5-16.5) 24.7 (23.2-26.6)

7.8 (7.4-8.2)

Aedes albopictus 2

13.4 (12.4-14.9)

0.00075 (0.00058-0.00097) 0.00518 (0.00333—0.01021) 0.00875 (0.00616-0.01202) 0.07992 (0.04824-0.17865)

Aedes albopictus 3

13.9 (12-17.2)

7.5 (6.8-8.3)

Aedes aegypti? (Bora) 0.00276 (0.00234-0.00326) 0.01734 (0.0124-0.02768) 0.01176 (0.00849-0.01525) 0.05074 (0.03366-0.11584) 16.3 (15.6-17.2) 26.3 (23.8-30.3)

Aedes aegyptid (Bora) 0.00131 (0.00098-0.00183) 0.00896 (0.00538—0.02008) 0.00953 (0.00651-0.01328) 0.07790 (0.04785—0.16886)

to 2 samples of 25 mosquitoes, served as control. The
treated mosquitoes were transferred to plastic cups
and mortality recorded 24 h after the exposure.

For both methods, a batch of 25 mosquitoes (males
and females) of a susceptible reference strain
originating in French Polynesia (Bora Bora) was
used as control. Four replicates were conducted for
each trial. Dose-mortality responses were analyzed
using R software (R Core Team 2013). This script
computes the dosages giving 50% and 95% kill and
their confidence intervals. The algorithm is modified
from Johnson et al. (2013), which accounts for
heterogeneity of the data (Finney 1971). Mortality in
controls was taken into account, using the correction
from Abbott’s formula (Abbott 1925).

There was a clear difference in results obtained by
the 2 assay methods (Table 1). With the WHO
bioassay, there was a significant difference in
susceptibility between males and females in terms
of dose effect (LDso, 0.00075 vs. 0.00273; LDgs
0.00518 vs. 0.01978, P < 107°) and knockdown
(KDtso 7.7 vs. 16; KDtos 13.4 vs. 24.7, P < 107°). By
contrast, there was no significant difference (P =
0.17) when determined by weight-adjusted topical
application (Table 1).

We conclude that the greater vulnerability of
males in the laboratory is a function of their smaller
size. This does not rule out that one or more of the
other factors mentioned above contribute to the
reduction of males observed in the field. Our findings
may have practical significance: when transgenic
males are released in the field they are in competition
with wild males. Models infer that an initial ratio of
10:1 of transgenic versus wild males is required for
optimal impact on the wild population (Harris et al.
2011, Megan et al. 2011).

This necessarily involves release of a large number
of transgenic males, but, by inference, the impact of
successive releases will increase as the wild popula-
tion (males and females) declines. In this context we
suggest that a massive reduction of wild males by a
ULV treatment before release of the transgenic males
(irrespective of the impact on females) would greatly
elevate the impact of such releases as a control
measure.

The research was funded by the European
Commission under the 7th Framework, Grant
Agreement Number: 282589 (Wilder-Smith et al.
2012).
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Discussion article 1

L'objectif principal de notre étude est 1’estimation de 1'état de la sensibilité d’Ae. albopictus
qui est actuellement le moustique vecteur le plus important dans le sud de la France. Les deux
sexes d’Ae. albopictus ont été testés et ont montré une forte sensibilité a la deltaméthrine ce qui
correspond aux résultats des rares évaluations réalisées dans les régions a climat tempéré (Romi
et al., 2003 ; Marcombe et al., 2014). Cependant et malgré une sensibilité similaire obtenue par
la méthode des applications topiques, les tests en tubes OMS ont révélé que les femelles Ae.
albopictus nécessitent une CL50 significativement plus élevée que pour les males. Deplus, le
KDT50, a doses égales, était ¢galement moindre pour les males que pour les femelles. Cette
différence n’est sans doute pas causée par une sensibilité génétique différente entre males et
femelles face a la deltaméthrine mais est probablement due a la taille des méles inférieure a
celle des femelles, ce qui les rend plus sensibles que les femelles a une méme dose d'insecticide.
Concernant la méthode des applications topiques, les doses létales DL50 et DL90 sont
exprimées en nanogrammes de substance active (s.a.) par milligramme de poids vif
demoustique et par conséquence, les résultats obtenus ont révélé que la DL50 était la méme

pour les deux sexes.

La mise en évidence d’une efficacité plus forte sur les males des nébulisations spatiales UBV
a base de deltaméthrine confirme les observations faites par Reiter ef al.(2014) au Venezuella

et par Unlu et al.(2014) en Amérique du Nord.

I1 est possible que la taille des males, inférieure a celle des femelles, ne soit pas la seule
explication. Le comportement peut jouer un role supplémentaire. Dans une étude précédente
(données non publiées), nos observations sur le comportement d'accouplement des moustiques
libérés dans une cage cubique (1m?) transparente en Plexiglas ont montré que le temps de vol
des males est significativement plus élevé que celui des femelles. Les femelles se dirigeaient
directement vers une chaussette, fraichement imprégnés de I’odeur humaine et suspendue au
niveau la partie supérieure de la cage, se posaient dessus et commengaient les tentatives de
prises de repas de sang. Malgré qu’ils volaient directement vers l'appat, les males, a la différence
des femelles, ne s’y posaient pas. Ils volaient a proximité de I’appat afin d’agripper une femelle
des son décollage pour s’accoupler avec elle. La plus longue durée de vol des males pourrait
les exposer davantage aux gouttelettes d'insecticide en suspension dans 1’air. Les antennes trés

plumeuses des males peuvent jouer également un role dans la capture et I'absorption d’un
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nombre plus important de gouttelettes par unité de surface du corps que chez les femelles.
Lofgren et al. (1973) ont montré que des gouttelettes allant de 2 a 16 um de diamétre se posaient
préférentiellement sur les ailes et les antennes des moustiques qui volent dans le nuage

d'aérosols UBV.

Notre étude montre que les males sont une cible de choix que nous devons prendre en compte
en particulier lors de 'utilisation des méthodes de contrdle innovantes telles que les Techniques
de I’Insecte Stérile (Unlu et al., 2014). 11 est estimé qu’un ratio de 10:1 de males stériles par
rapport aux males sauvages est nécessaire pour obtenir un effet sur la population sauvage
(Christophides et al., 2006). L'élevage et la libération de milliers de males stériles sont coliteux
et demandent une logistique importante et beaucoup de main-d’ceuvre. La diminution de la
densité des moustiques sauvages par la mise en ceuvre des traitements UBV entraine une
diminution du nombre de males stériles a relacher et favorise par la méme occasion
I’accouplement des femelles sauvages avec les males stériles aboutissant a un contrdle plus

efficace.

57



Chapitre IV

Evaluation des pulvérisations spatiales

d’adulticides
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Introduction de Particle 2

L’étude de la bionomique d’Aedes albopictus nous montre I’importante adaptation a son
environnement du sud frangais dont est capable cette espece. En effet, les taux de parturité, la
densité ainsi que les taux de piqires/heure/homme de cette espéce couplée a une forte
compétence a transmettre les virus du chikungunya (CHIKV) et de la dengue (DENV) (Vega-
Rua ef al., 2013) démontrent I’importance du risque de réapparition d’épidémies arbovirales
dans cette région, comme cela a été le cas en Italie (Rezza et al., 2007), en Croatie (Gjenero-

Margan et al., 2010) et en France (Delisle et al., 2014 ; Giron et al., 2015).

La problématique est d'une importance cruciale en raison de la haute capacité du moustique
tigre a se propager et a envahir I'habitat humain, que ce soit en milieu tropical ou tempéré. En
I'absence d'un vaccin efficace contre le chikungunya et la dengue, les méthodes de controle sont

basées sur la lutte contre les moustiques vecteurs.

La lutte par les insecticides reste a 1’heure actuelle I'une des meilleures méthodes pour le
controle des moustiques tels qu’Ae. albopictus. Les méthodes de lutte conventionnelles sont
basées sur I’utilisation d’insecticides antilarvaires comme le Bti (toxine excrétée par la bactérie
Bacillus thuringiensis ser israelensis) et les pulvérisations spatiales d’insecticides adulticides

comme la deltaméthrine.

Dans des conditions épidémiques, l'application d’insecticides sous forme de pulvérisations
spatiales est considérée comme la méthode de choix afin de limiter rapidement la propagation
des femelles infectées dans la zone touchée (Bonds, 2012). Néanmoins, 1’efficacité¢ d’un
traitement insecticide dépend en premier lieu de la sensibilité des arthropodes ciblés vis-a-vis
de cet insecticide. Le niveau de résistance d’Ae. albopictus apparait relativement faible a I'heure
actuelle, par rapport a celui d’Ade. aegypti (Ranson et al., 2010). La situation va certainement
évoluer du fait de Dl’intensification de I’utilisation des insecticides non seulement par les

particuliers mais aussi par les sociétés privées.

Dans de nombreux pays, les traitements spatiaux d’adulticides au moyen d’appareils de
nébulisation UBV, montés sur véhicule, sont largement utilisés pour lutter contre les

moustiques nuisibles et vecteurs.
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Néanmoins, plusieurs essais sur le terrain n’ont pu aboutir a une réduction significative des
densités d’Ae. aegypti et il n'y a aucune preuve que de tels traitements ont un impact marqué

sur la transmission épidémique d’arbovirus (Newton et al., 1992).

Aedes aegypti est une espece endophile qui passe une grande partie de son temps séquestrée
dans des sites abrités a l'intérieur des maisons, généralement cachées parmi les vétements dans
les placards. L'impact décevant des traitements UBV sur Ae. aegypti peut étre attribuable a son
comportement. En effet, les particules d'aérosol pulvérisées sont a la merci des mouvements
d'air pour atteindre leur cible. Cette cible est cloitrée dans les sites exempts de tout mouvement
d'air. En revanche, en raison du fait qu’Ade. albopictus est nettement exophile, on peut émettre
I’hypothese qu'il serait plus vulnérable aux traitements insecticides. Dans 1’article ci-apres, sont
présentés les résultats d’une série de quatre essais sur le terrain durant lesquels nous avons
utilisé des pieges pondoirs avec une infusion de foin et des pieges BGSentinel pour surveiller
I'impact des traitements UBV par nébulisation a froid a base de deltaméthrine sur les
populations sauvages d’Ae. albopictus dans des zones résidentielles a Nice, dans le sud-est de
la France. Contrairement a la plupart des études entreprises pour 1’évaluation de 1’efficacité des
traitements UBV, qui utilisent des moustiques emprisonnés dans des cagettes pour évaluer
’efficacité du traitement (Bengoa et al., 2014), nous nous sommes basés sur I’impact direct des

traitements insecticides sur la population sauvage d’Ae. albopictus.

Le traitement adulticide a pour but de diminuer la densité des moustiques femelles en-dega
d’un seuil ou il ne peut plus y avoir de transmission d’agents pathogenes. Il s’agit, plus
précisément, de diminuer I’age des femelles survivantes en touchant le plus grand nombre de
femelles agées, les plus susceptibles de s’étre infectées. Dans ce but, il a été vérifié non
seulement s’il y a eu une baisse du nombre de femelles apres le traitement mais aussi 1’age
physiologique de celles-ci apres dissection des follicules ovariens par la méthode de Detinova
(1969). Nous avons également évalué¢ une autre technique d’aspersion, la thermonébulisation,
avec deux réplicas au niveau d’une zone plus réduite. Cette technique est réputée pour son
efficacité mais également par le fait qu’elle est trés contraignante et demande du personnel

qualifié et du temps.

60



Boubidi et al. Parasites & Vectors (2016) 9:597
DOI 10.1186/513071-016-1881-y

Parasites & Vectors

RESEARCH Open Access

@ CrossMark

Efficacy of ULV and thermal aerosols of
deltamethrin for control of Aedes albopictus
in nice, France

Said C Boubidi"*", David Roiz’, Marie Rossignol®, Fabrice Chandre®, Romain Benoit', Marc Raselli', Charles Tizon',
Bernard Cadiou', Reda Tounsi', Christophe Lagneau', Didier Fontenille®* and Paul Reiter’

Abstract

Background: Ultra-low volume (ULV) insecticidal aerosols dispensed from vehicle-mounted cold-foggers are widely
considered the method of choice for control of Aedes aegypti and Ae. albopictus during outbreaks of dengue and
chikungunya and, more recently, Zika. Nevertheless, their effectiveness has been poorly studied, particularly in Europe.
Nearly all published studies of ULV efficacy are bio-assays based on the mortality of caged mosquitoes. In our study we
preferred to monitor the direct impact of treatments on the wild mosquito populations. This study was undertaken to
evaluate the efficiency of the two widely used space spraying methods to control Ae. albopictus and Ae. aegypti.

Methods: We determined the susceptibility of local Ae. albopictus to deltamethrin by two methods: topical application
and the “"WHO Tube Test". We used ovitraps baited with hay infusion and adult traps (B-G Sentinel) baited with a patented
attractant to monitor the mosquitoes in four residential areas in Nice, southern France. The impact of deltamethrin applied
from vehicle-mounted ULV fogging-machines was assessed by comparing trap results in treated vs untreated areas for
5 days before and 5 days after treatment. Four trials were conducted at the maximum permitted application rate (1 g.ha™).
We also made two small-scale tests of the impact of the same insecticide dispensed from a hand-held thermal fogger.

Results: Susceptibility to the insecticide was high but there was no discernable change in the oviposition rate or the catch

epidemic situations.

of adult female mosquitoes, nor was there any change in the parous rate. In contrast, hand-held thermal foggers were
highly effective, with more than 90% reduction of both laid eggs and females.

Conclusions: \We believe that direct monitoring of the wild mosquito populations gives a realistic assessment of the
impact of treatments and suggest that the lack of efficacy is due to lack of interaction between the target mosquitoes and
the ULV aerosol. We discuss the factors that influence the effectiveness of both methods of spraying in the context of

Keywords: Aedes albopictus, ULV, Cold fogging, Thermal fogging, Vector control, Dengue, Deltamethrin

Background

Dengue is transmitted by two species of mosquito, Aedes
aegypti and Ae. albopictus, that thrive in the urban
environment. For this reason it is a predominantly urban
disease. In the past 50 years, the incidence and preva-
lence of dengue have risen dramatically; it is now by far
the most important arboviral disease and a major public
health problem throughout most tropical and some
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sub-tropical regions worldwide. According to the most
recent estimates, ¢.390 million people are infected each
year and 96 million manifest with clinically apparent
illness [1]. Two other arboviral diseases, chikungunya
and Zika, are transmitted by the same vectors and
have achieved high profile in the past decade after
major urban outbreaks in the Americas, Africa and
Polynesia [2].

The tiger mosquito Ae. albopictus, native to Asia, was
first detected in Europe in the 1970s [3] and is now
widespread, often common in at least 18 countries. An
outbreak of chikungunya (292 clinical cases) in northeastern

© The Author(s). 2016 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to
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(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.



Boubidi et al. Parasites & Vectors (2016) 9:597

Italy [4] confirmed that epidemic transmission of this virus
is possible. Sporadic autochthonous cases of dengue and
chikungunya associated with infected travellers continue to
occur at various sites in Mediterranean Europe, particularly
in France [5-7], a forewarning of future outbreaks [8]. It is
likely that the northward progression of the vector
will expand the geographic range of such events.
Moreover, Zika virus epidemics occurring currently in
the Americas raise concerns, though this virus is
adapted not only to Ae. aegypti and Ae. albopictus
but to several species of mosquito [9, 10].

In the absence of a vaccine, vector control is the only
option for suppression of transmission. In many coun-
tries, ultra-low volume (ULV) insecticidal aerosols
dispensed from vehicle-mounted cold-foggers, widely
used to combat nuisance species, are considered the
method of choice during public health emergencies [11].
Nevertheless, field trials have failed to demonstrate any
significant impact on urban Ae. aegypti populations and
there is no evidence that such treatments have any
marked impact on epidemic transmission [12]. Moreover,
even if ULV were to achieve a major reduction of adult
mosquitoes, the effect would probably be too transient for
any marked reduction of transmission [13].

Aedes aegypti is an endophilic species that spends
much of its time sequestered in sheltered sites indoors,
typically among clothes in closets. The disappointing im-
pact of ULV treatments on Ae. aegypti may be attribut-
able to this behavior: once launched from the machine,
aerosol particles are at the mercy of air movements to
deliver them to the target, yet that target is cloistered in
sites that are devoid of air movement. By contrast,
because Ae. albopictus is markedly exophilic, we were
optimistic that this species would be more vulnerable to
outdoor treatments. In this article we report on a series
of six field trials in which we used ovitraps and B-G
Sentinel traps to monitor the impact of ULV deltameth-
rin on wild populations of Ae. albopictus in residential
areas in Nice, France. We also present results of small-
scale treatments by hand-held thermal fogger.

Methods

Mosquitoes

Adult Ae. albopictus were obtained by rearing eggs
collected in ovitraps baited with seven day-old hay in-
fusion [14]. Larvae (200 per liter) were fed “Tetramin’
fish food (Tetramin Tropical Flakes-Spectrum Brands,
Inc). Fy females were fed on cattle blood through a
pig intestine membrane with the Hemotek membrane
feeding system (Hemotek®). A 10% honey solution
was available at all times except for 24 h before the
blood meal. Three-five day-old F; females were used
in all assays.

Page 2 of 8

Insecticide susceptibility

Susceptibility of F, Ae. albopictus females was deter-
mined by the standard WHO Bioassay [15] and by top-
ical application. For the WHO test, technical grade (TG)
deltamethrin 99.8% (Sigma-Aldrich, France) was diluted
in acetone with silicone oil as the carrier. Eight concen-
trations of deltamethrin ranging from 0.0005 to 0.05%,
active ingredient were used. For each replicate, four
batches of 25 non-blood-fed females (2—4 day-old) were
held in the exposure tubes for 30 min. Knockdown (Kd)
was recorded every 5 min. Recovery tubes were main-
tained at 27+2 °C and 80+ 10% relative humidity
with a small pad saturated with 10% honey solution.
Mortality was recorded 24 h after exposure. For each
concentration, a batch of 25 mosquitoes of a suscep-
tible strain originating in French Polynesia (Bora
Bora) was used as a control.

For tests by topical application, eight doses of delta-
methrin (0.0013753 ng/mg to 0.0880281 ng/mg) diluted
in acetone were used to provide a range of mortality
from 0 to 100%. Two-five day-old non blood-fed females
were anaesthetized with carbon dioxide for 60 s and
transferred to a refrigerating plate at 4 °C. Insecticide so-
lution (0.1 pl at the required concentration) was depos-
ited on the upper pronotum by microcapillary.
Mosquitoes were then transferred to plastic cups and
maintained at (27+2 °C) and humidity (80 +10%).
Mortality was recorded 60 min after dosing and again
after 24 h.

Trial sites

The ULV trials were conducted in gated communities in
Nice, southern France, each with a close network of
roads linking approximately 200 houses. Vegetation,
largely a wide range of evergreen shrubs and trees, was
abundant and meticulously maintained. In the dry
Mediterranean summer, mosquito breeding sites were
very hard to find, yet Ae. albopictus was plentiful,
attacking in large numbers in many shaded sites. The
two most frequent breeding sites of Ae. albopictus
were man-made containers, particularlyflower pot sau-
cers and catch basins.

The first three were in a residence in the commune of
Villeneuve-Loubet in the department (= county) of
Alpes-Maritimes, southeast France (Fig. 1). The fourth
was in a residence with similar layout, about 350 m from
the first one (Fig. 2). A third residence in the same resi-
dential area, about 500 m from the two other sites, was
used as an untreated control (Fig. 3).

Spraying using hand-held thermal fogger was applied
in an isolated cluster of four private houses surrounded
by woodland and located in the same department at
Saint-Julien district. The control site includes the same



Boubidi et al. Parasites & Vectors (2016) 9:597

Page 3 of 8

Fig. 1 Control site: Vaugrenier Presidence, Villeneuve Loubet, Alpes
Maritimes. Stars indicate BGs traps; dots indicate ovitraps

number of grouped and isolated houses located at
approximately 300 m from the treated site (Fig. 4).

Insecticide formulation

Aqua K-Othrine” (Bayer SAS), containing 2% deltameth-
rin was used at maximum permitted dose (1 g active in-
gredient per hectare). The product is a patented
formulation (Film Forming Aqueous Spray Technology)
that forms a protective film around the spray droplets,
thereby suppressing evaporation. Our trials were per-
formed with Aqua K-Othrine, aqueous emulsionnable
FFAST formulation, this new formulation (at a dose of
1 g Al/ha) were reviewed by WHOPES which mentioned
a mortality of 86% on Ae. albopictus in caged bioassays
up to 50 m downwind from the point of spray discharge,
which demonstrated the good adulticidal efficacy of
Aqua K-Othrine [16].

Fig. 2 ULV treatment evaluation site, Test n°1: les Ambassades residence.

Dots indicate ovitraps; stars indicate BG sentinel traps
.

Fig. 3 ULV treatment evaluation site, Test n°2: “La Soubrane” residence.
Dots indicate ovitraps; stars indicate BG sentinel traps
N

Pre-trial preparation

Local regulations require that all residents receive a let-
ter outlining the objectives of the trial, the date and time
of the treatment, as well as safety measures (e.g. closed
windows) that should be respected. On the eve of the
treatment, further information was distributed in flyers
and stickers, and by the management of the residence.

Fogging equipment

Cold fogging was by a vehicle-mounted London Fogger
Model 18-20 (London Foggers, Long Lake, MN, USA)
ULV aerosol generator with nozzle horizontal, parallel to
the road. Liquid flow-rate was 0.5 I/min, 80% of droplets
below 20 pm and vehicle speed was held below 12 km/h.
The solution was applied at 2 1 per hectare, equivalent to
1 g active ingredient with the maximum permitted

Fig. 4 Thermal fogging evaluation site, Les Terrasses de Saint Julien.
a Treated area. b Control area. Dots indicate ovitraps; stars indicate
BG sentinel traps
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dosage. Additional file 1: Figure S1, Additional file 2:
Figure S2 and Additional file 3: Figure S3 show the
route of spraying in the two different residential
areas. All treatments were made punctually in late
dawn, one hour after astronomic sunrise.

Thermal fog was applied by a portable Pulsfog
K-10-SP (GRID) (Pulsfog Dr. Stahl & Sohn GmbH)
with a liquid flow rate of 0.5 l/min and 100% of
droplets below 25 pm diameter. Protective clothing
and safety procedures followed WHO recommendations
[17]. Treatments were made all around each house, with
fog mainly directed less than 1 m above the ground, with
particular attention to vegetation. Treatment dates and
times are summarized in Table 1.

Monitoring the mosquito population

Mosquito populations were monitored with 25 ovitraps
baited with hay infusion and seven adult traps baited
with a patented attractant (BG-Sentinef traps, BioGents,
Regensburg, Germany). Traps were exchanged every
24-h. The thermal fog tests were on a much smaller
scale, with 1 BG-Sentinel trap and 6 ovitraps in each
of the four private houses in the treatment and the
control clusters.

Statistical analysis

The dose-mortality response was assessed by the
R-script BioRssay [18]. This computes the doses of in-
secticides killing 50% and 95% of the tested colony or
strain. After developing a protocol for data exploration
[19], a Generalized Linear Mixed Model (GLMM) was
applied with negative binomial distribution or zero-
inflated negative binomial (as the data were over-
dispersed) using the glmm ADMB package [20]. The
response variables were Ae. albopictus female and
egg abundance and parity rates. Explanatory variables
are Control/Treatment and Pre/Post treatment and
the interaction of both, while random variable was
trap. Significant values were corrected by False
Discovery Rate. Statistical analysis was performed in

Table 1 Trial dates and treatment times

Trial Treatment Date Treatment time Comment
1 uLv 26/08/2013 1 h pre-sunrise® Site 1

2 uLv 24/09/2013 2h post—sunriseb Site 1

3 uLv 23/06/2014 2 h post-sunrise Site 1

4 uLv 23/07/2014 2 h post-sunrise Site 2¢

28/07/2014 2 h post-sunrise
5 Thermal fog 09/10/2013 2 h post-sunrise Site 3
6 Thermal fog 20/08/2014 2 h post-sunrise Site 3

*Timing to minimize exposure of residents
PTiming to coincide with maximum flight activity period of targeted mosquitoes
“Site with denser network of roads enabling improved accessibility to machine
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R version 2.14.2 [18]. The interpretation of the vari-
ables used in our statistical analysis is summarized
in Additional file 5: Table S1.

Results

The local strain of Ae. albopictus was fully susceptible to
deltamethrin by both methods (Table 2); values for
KdTso and KdTgs were similar (overlapping 95% Cls) to
those of the Ae. aegypti reference strain. We investigated
the effect of the insecticidal treatment on the density
and parity rates of natural populations of Ae. albopictus.
Weather conditions appeared optimum; wind-speed was
<10 km/h and thermal conditions were stable. There
was no marked impact of the fogging treatments on ovi-
position rate, adult capture rate or parous rate in any of
the four field ULV applications (Additional file 6:
Table S2; Additional file 7: Table S3; Additional file 8:
Table S4; Fig. 5). Our efforts to improve the cold fog-
ging spraying method in residential habitat was not
successful despite the change to a site with a more
extensive road network (Fig. 2) which assumed better
coverage of the targeted zone by the swath of the in-
secticide cloud. Furthermore, even when two applica-
tions were made three days apart there was no
impact on the wild mosquito population as shown by
GLM analysis (Fig. 6) and the variable interaction
“Treatment*Pre/Post” is positive and significant or not
significant for all of the cases (Additional file 5: Table S1).
Hence, in general Cold Fogging was not effective on
diminishing the abundance of eggs and females and
females’ parity rates (Additional file 6: Table S2;
Additional file 7: Table S3; Additional file 8: Table S4).

By contrast, in treatment by thermal fog, oviposition
rate and adult capture were reduced by about 95%
(Fig.5) in test 1 and 61% in Test 2; “Treatment*Pre/Post”
was negative and highly significant (P <107; Additional
file 6: Table S2; Additional file 7: Table S3). Therefore,
the thermal fogging was effective to reduce the egg and
the female abundance.

Intriguingly, even if the number of eggs and adults
dropped drastically there was no effect of the spraying
on the female’s parity rates as shown by the GLM
analysis (Additional file 4: Figure S4; Additional file 8:
Table S4). The statistical power of the analysis is illustrated
by the explained variance in Additional file 9: Table S5.

Temperature and air velocity measurement inside and
outside the vegetation in five points chosen randomly in
the sprayed zone showed that atmospheric conditions
were completely different from inside than outside
bushes. Results emphasize the fact that the air velocity
inside the vegetation is approximately 10-fold lower that
in outside (outside vegetation: 1.13-2.01 m/s; inside
vegetation: 0.15-0.5 m/s).
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Table 2 Deltamethrin susceptibility status of Aedes albopictus populations from Nice, southeastern France
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Strain Topical application WHO test kit assay Knockdown times
D50 (ng/mg) LD95 (ng/mg) RR50 RR95 LD50 (%) LD95 (%) RR50 RR95 T50 (min)  KT95 (min) RR50 RR95
(95% Cl) (95% Cl) (95% Cl) (95% Cl) (95% Cl)  (95% CI)
Aedes 0.01147 0.05701 0974 1.123 0.00273 0.01978 062 075 16 24.7 0979 0939
albopictus  (0.00794-0.01531) (0.03611-0.14515) (0.00228-0.00325) (0.01388-0.03287) (155-16.5) (23.2-26.6)
Aedes 0.01176 0.05074 1 1 0.00131 0.008% 1 1 163 263 1 1
aegypti (0.00849-0.01525) (0.03366-0.11584) (0.00098-0.00183)  (0.00538-0.02008) (156-17.2) (23.8-303)
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Fig. 6 Results of the GLM binomial analysis of the influence of ULV treatment (a—d) and thermal fogging treatment (e, f) on the daily number of
captures of wild females and eggs

Discussion
In contrast to previous evaluations, nearly all of which
have relied on the mortality of caged mosquitoes, we
assessed the impact of treatments by monitoring the
wild mosquito population on a daily (24-h) basis. As
reported in other temperate regions [21-23], the local
strain of Ae. albopictus was fully susceptible to delta-
methrin. The lack of impact that we observed was in line
with results obtained by a similar approach (ovitraps and
back-pack aspirators) against Ae. aegypti in Puerto Rico,
Jamaica and Venezuela [12] and in Panama [24].

Our results were disappointing because we had sup-
posed that Ae. albopictus would be more vulnerable than

Ae. aegypti because of its markedly exophilic behaviour
[25]. We suggest that the lack of efficacy was simply due
to lack of interaction between aerosol particles and the
mosquitoes: the mosquito favors resting sites, particu-
larly vegetation, that are devoid of air movement but the
insecticide particles depend on the nuances of air move-
ment to deliver them to the mosquito. Indeed in nearly
every country, Ae. albopictus is common in suburban
and rural situations were important vegetation is avail-
able [25]. In densely crowded urban areas which lack
vegetation and outdoor breeding sites, Ae. albopictus
may be rare or absent [26]. Using a hot-wire anemom-
eter, we observed at least a ten-fold reduction in air
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movement in the interior of bushes that were abundant
in the study area and it was clear that there are many
sites (e.g. the leeward side of trunks, branches, leaves,
crevices and other hollow structures) where mosquitoes
can shelter with minimal exposure to air currents.

Apart from the lack of delivery to resting sites, there
are clearly other limitations to the efficacy of ULV, par-
ticularly in urban areas, where walls, buildings and other
structures obstruct the drift of particles [27]. In this con-
text, the term “space spray” is appropriate because much
of the aerosol drifts through open spaces, around or over
obstacles. Moreover, mortality in a cage has little relation
to mortality of resting or even free-flying mosquitoes,
particularly at sites in vegetation where mosquitoes are
likely to rest; in studies of the control of Ae. aegypti in
Venezuela, mortality was more than 90% in caged mos-
quitoes set in the open but close to zero at typical in-
door resting sites [12]. Similarly, Mount et al. [28]
reported 90% mortality of caged mosquitoes in an open
field but 34-67% in vegetation and Andis et al. [29]
observed 95.5% mortality in caged Ae. aegypti suspended
in the open vs. 49% in more sheltered locations. More-
over, Bengoa et al. [30] evaluated the efficacy of the ULV
truck-mounted vehicle and obtained nearly 100% mor-
tality in caged mosquitoes of Ae. albopictus in an open
area but stated that this impact would be lower in wild
uncaged mosquitoes resting within vegetation.

Logistically, ULV should be the control method of
choice: a single vehicle with a driver and an operator
can cover 50—80 ha in about three hours, dependent on
the layout of roads and ease of access [26]. However,
there is no documented evidence that ULV treatments
have ever had a discernible impact on transmission of
dengue or chikungunya anywhere in the world; this is
not surprising, given our results.

By contrast, in our small test of thermal fog, the aero-
sol was applied at close quarters to the presumed resting
sites, directed by the operator and boosted by the phys-
ical thrust from the exhaust energy of the machine.
Therefore, hand-held thermal fogging was highly effect-
ive, eliminating between 61 and 95% of females and eggs
after a single treatment directly applied in the vegetation
surrounding the treated houses. These results are
broadly in accordance with those of Britch et al. [31]
who evaluated the efficiency of truck mounted ULV and
thermal fogger and found that there is 100-fold greater
chance that a droplet will come in contact with a mos-
quito in the sentinel cage in a thermal fog application
versus a ULV application.

Conclusions

We conclude that in the event of outbreaks of disease,
truck-mounted ULV is unlikely to have significant im-
pact on transmission but that, despite being highly
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labor-intensive, thermal or ULV aerosols dispensed from
portable sprayers are the method of choice. Clearly this
is not practicable on any large scale but may be useful in
the event of potential “hot-spots” of local transmission.
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S3 Fig. Route of the fogging at zone A, Les Terrasses de Saint Julien.
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S6 Table. Results of the GLMM with negative binomial distribution analysis of the
influence of the treatment on egg’s abundance.

The dependent variable is the abundance of eggs and the independent variable is pre-post

treatment.
Spraying method | Test | Variables Estimate | Standard error | Z value P
Cold fogging CF1 | Intercept 6.161 0.133 46.41 <2e-16
Treatment -0.865 0.178 -4.86 1.1e-06
Pre/post 0.190 0.177 1.07 0.282
Treatment*Pre/Post | 0.471 0.249 1.89 0.058
CF2 | Intercept 5.6776 0.2087 27.21 <2e-16
Treatment -1.4922 0.2959 -5.04 4.6e-07
Pre/post 0.0831 0.2951 0.28 0.778
Treatment*Pre/Post | 0.9600 0.4180 2.30 0.022
CF3 | Intercept 4.089 0.207 19.76 <2e-16
Treatment -0.477 0.293 -1.63 0.10
Pre/post -0.555 0.295 -1.88 0.06
Treatment*Pre/Post | -0.270 0.415 -0.65 0.52
CF4 | Intercept 5.151 0.095 54.24 <2e-16
Treatment -0.912 0.135 -6.75 1.5e-11
Pre/post -0.493 0.121 -4.08 4.6e-05
Treatment*Pre/Post | 0.458 0.172 2.66 0.0077
Thermal Fogging | TF1 | Intercept 0.468 0.566 0.83 0.41
Treatment 0.858 0.580 1.48 0.14
Pre/post 0.511 0.549 0.93 0.35
Treatment*Pre/Post | -5.768 1.051 -5.49 4.1e-08
TF2 | Intercept 4.4093 0.1223 36.05 <2e-16
Treatment 0.0805 0.1552 0.52 0.60
Pre/post -0.0855 0.1478 -0.58 0.56
Treatment*Pre/Post | -0.9015 0.2100 -4.29 1.8e-05
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S7 Table: Results of the GLMM with negative binomial distribution analysis of the
influence of the treatment on female’s abundance.

The dependent variable is the abundance of females and the independent variable pre-
post treatment.

Spraying method | Test | Variables Estimate | Standard error |Z value |p
Cold fogging CF1 | Intercept 2.068 |0.115 18.02 | <2e-16
Treatment -0.367 [0.178 -2.07 0.039
Pre/post 0.110 0.159 0.69 0.489
Treatment*Pre/Post | 0.306 0.236 1.30 0.195
CF2 |Intercept 1.038 0.153 6.79 1.1e-11
Treatment -0.440 [0.203 -2.17 0.030
Pre/post -0.230 [0.195 -1.18 0.240
Treatment*Pre/Post |-0.764 |0.336 -2.27 0.023
CF3 |Intercept 0.0724 |0.3035 0.24 0.8113
Treatment -1.0666 |0.3914 -2.73 0.0064
Pre/post 0.0466 |0.2949 0.16 0.8745
Treatment*Pre/Post |-0.0464 |0.5668 -0.08 0.9347
CF4 | Intercept 1.286 0.196 6.57 4.9e-11
Treatment -0.266 [0.228 -1.17 0.243
Pre/post -0.336  [0.213 -1.58 0.114
Treatment*Pre/Post |-0.519 |0.312 -1.66 0.096
Thermal Fogging |TF1 |Intercept 0.178 0.375 0.47 0.6349
Treatment 0.360 0.321 1.12 0.2621
Pre/post -0.221  [0.379 -0.58 0.5602
Treatment*Pre/Post |-2.484 |0.830 -2.99 0.0028
TF2 |Intercept 1.399 0.211 6.62 3.7e-11
Treatment 0.369 0.226 1.63 0.1022
Pre/post 0.191 0.219 0.87 0.3831
Treatment*Pre/Post |-0.917 |0.317 -2.89 |0.0038




S8 Table. Results of the GLMM with negative binomial distribution analysis of the
influence of the treatment on parity rate’s abundance.

The dependent variable is parity rate and the independent variable pre-post treatment.

Spraying method | Test| Variables Estimate | Standard error |Z value |p
Cold fogging CF1 | Intercept -0.2732 | 0.1998 -1.37 0.17
Treatment -0.3343 03120 -1.07 0.28
Pre/post -0.0576 0.2824 -0.20 0.84
Treatment*Pre/Post [ 0.2398 0.4269 0.56 0.57
CF2 | Intercept -1.10876 |0.29438 -3.77 0.00017
Treatment -0.00431 |0.41677 -0.01 {0.99175
Pre/post -0.28237 10.45271 -0.62 [0.53281
Treatment*Pre/Post | -2.13091 | 1.13670 -1.87 10.06084
CF3 | Intercept -1.4879 [0.3814 -3.90 9.6e-05
Treatment -0.2215 0.5485 -0.40 0.69
Pre/post -0.0658 0.5440 -0.12 0.90
Treatment*Pre/Post | -0.5671 | 0.8934 -0.63 0.53
CF4 | Intercept -0.983 0.294 -3.35 0.00082
Treatment 0.186 0.387 0.48 0.63127
Pre/post 0.305 0.352 0.87 0.38700
Treatment*Pre/Post | -0.503 0.489 -1.03 0.30329
Thermal Fogging | TF1 | Intercept -1.963 0.612 -3.21 0.0013
Treatment 1.047 0.707 1.48 0.1387
Pre/post 0.724 0.746 0.97 0.3322
Treatment*Pre/Post [-18.475 2594.700 -0.01 0.9943
TF2 | Intercept -0.870 0.346 -2.52 0.012
Treatment 0.532 0.440 1.21 0.226
Pre/post 0.380 0.436 0.87 0.383
Treatment*Pre/Post | -0.589 0.583 -1.01 0.312

59 Table. Explained variance (deviance) for the results of the GLM analysis on the
influence of treatment on Ae. albopictus femaleS and egg abundance.

Test Explained variance for Explained variance for eggs
females

CF1* 6.13% 22.7%

CF2 19.35% 19.5%

CF3 12.2% 37%

CF4 11.8% 9.42%

TF1° 25.9% 11.3%

TF2 10.3% 6.9%

*CF: ColdFogging: ® TF: Thermal Fogping



Discussion Article 2

Les pulvérisations spatiales d’insecticides sont largement utilisées pour le controle des
moustiques. Il est généralement admis que les moustiques doivent étre en vol pour entrer en
contact avec suffisamment de particules pour obtenir un effet 1étal. Il est donc nécessaire de
faire en sorte d’amener le maximum de gouttelettes insecticides dans le milieu ou évolue le
moustique (Bonds et al., 2012). Une autre condition de base pour le succés des méthodes de
controle chimique est la sensibilité du moustique ciblé vis-a-vis de l'insecticide utilisé. Les
résultats ont démontré que les populations locales d’Ae. albopictus étaient trés sensibles a la
deltaméthrine ce qui montre par conséquent que cet insecticide reste encore un outil efficace

pour le contrdle d’Ae. albopictus.

A la différence d’Ae. aegypti qui a développé une résistance importantes aux pyréthrinoides,
Ae. albopictus a subi peut-&tre une pression insecticide moins importante du fait que la souche

invasive des zones tempérée n’est active que la moitié de 1’année.

Le défi majeur des méthodes de traitement par pulvérisation spatiale est de faire en sorte que
le maximum de gouttelettes d'insecticide entre en contact avec les insectes cibles. Dans notre
cas, cette tache était difficile a réaliser en raison de la configuration du terrain, trés végétalisé,

dans lequel évolue le moustique tigre.

Nos résultats montrent que les méthodes de nébulisation a froid n'ont eu aucun effet
significatif sur les densités des ceufs et des adultes d'Ae. albopictus, en dépit de 1’optimisation
des parametres qui influencent 1’efficacité de ce genre de méthode, tels que la dose appliquée,
I’heure de la pulvérisation et la configuration du réseau routier depuis lequel 1’insecticide est
délivré. Comme déja évoqué, la principale difficulté avec ce type d’application UBV depuis la
voirie est de faire en sorte que les gouttelettes pulvérisées atteignent les moustiques qui se
trouvent préférentiellement dans la végétation et a I’intérieur des jardins (Hawley, 1988 ;
Delatte et al., 2010). Etant un moustique diurne, Ae. albopictus a besoin d'étre protégé contre
la dessiccation par la lumiere du soleil et donc de s’abriter dans un milieu ombragé et humide
comme celui se trouvant a I’intérieur de la végétation. Ces obstacles sont le principal probleme
dans les méthodes de pulvérisation spatiale (Reiter & Nathan, 2001) en raison notamment de la
distance entre le point d’émission des gouttelettes et la cible proprement dite. Plus la distance
est importante et plus le nombre des gouttelettes sera dilué, exposé a 1’évaporation et intercepté

par des obstacles empéchant leur contact avec le moustique (Reiter ez al., 2014).
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Le manque d'efficacité observé dans notre étude correspond aux résultats obtenus par une
approche similaire concernant Ae. aegypti a Puerto Rico, a la Jamaique et au Venezuela
(Reiteret al., 2014) et au Panama (Perich et al., 2000). Ces résultats négatifs étaient inattendus,
vu le comportement exophile d’Ae. albopictus et la vulnérabilité attendue d’un tel

comportement.

Par contre, la thermonébulisation a donné d’excellents résultats, sur une plus petite
¢chelle, en ¢liminant entre 61 et 95 % des femelles et des ceufs apres un seul traitement. Les
thermonébulisateurs portables ont permis d’appliquer le nuage insecticide au plus pres de la
végétation (a quelques centimetres). Nos résultats sont conformes a ceux de Britch et al. (2010).
Malgré le fait que cette méthode est laborieuse, dépendante de l'acces aux propriétés et que
plusieurs opérateurs sont nécessaires pour le traitement, elle semble étre en effet la meilleure
méthode de contrdle d’Ae. albopictus dans des situations épidémiques.

Outre son efficacité, nous avons pu mieux caractériser le biotope du moustique tigre. Ce
dernier a une nette préférence pour la végétation trés proche des habitations, lui assurant a la
fois une protection, un acces aux gites de ponte et une source de sang pour sa reproduction.

Un autre parametre primordial a prendre en compte est la distance de dispersion du
moustique tigre afin de définir le périmétre adéquat pour le traitement insecticide (Bonds,
2012).

Les maladies transmises par Ae. albopictus et Ae. aegypti sont de plus en plus fréquentes
et causent des épidémies de forte ampleur. Le virus Zika ne fait que commencer a se répandre
dans les Amériques et pourrait devenir endémique dans certaines régions d'une maniere tres
rapide (Ayres, 2016). Ces évenements sont des sonnettes d’alarme et font prendre conscience
de ’'urgente nécessité de trouver des méthodes de lutte plus efficaces et appropriées. En tout

¢tat de cause, la thermonébulisation semble pouvoir étre rangée parmi celles-1a.
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Chapitre V
Evaluation de nouvelles méthodes de

lutte : les piéges pondoirs létaux
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Introduction Article 3

Depuis la résurgence mondiale de la dengue dans les années 1960, c’est plus d'un tiers de la
population mondiale qui vit dorénavant dans les zones endémiques de cette maladie. Le
chikungunya, un autre arbovirus transmis essentiellement par Ae. albopictus, qui était jusqu’a
récemment confiné a 1’ Afrique sub-saharienne et a I’ Asie du Sud-est, s’est récemment propagé
a plusieurs pays européens et dans les Amériques, soulevant des inquiétudes sur le risque d’une
possible dissémination a de nombreux autres pays dans le monde (Achee ef al., 2015). Le virus
Zika est ¢également en expansion et en situation de pandémie ces derni¢res années (Musso et

al., 2014).

En I’absence d’une vaccination efficace, seule la lutte insecticide, visant a réduire, a défaut
de les supprimer, la densité des populations de moustiques vecteurs, permet d’agir sur la
transmission de ces maladies. Toutefois, les outils actuellement disponibles pour controler les
principaux vecteurs de la dengue et le chikungunya restent insuffisants. Le controle antilarvaire
est trés laborieux, sinon vain, a cause du nombre, de la localisation et de la petite taille des gites
larvaires (Caputo et al., 2012). La lutte contre les adultes par pulvérisation spatiale UBV
d’insecticides a également montré des faiblesses face a des moustiques qui sont le plus souvent

séquestrés dans leur micro-habitat.

La méthode des pieges pondoirs 1étaux (PPL) pourrait palier a ces lacunes. Attirer et tuer les
moustiques femelles en s’appuyant sur leur besoin biologique de pondre leurs ceufs, par
l'intermédiaire des PPL ou des pieéges pondoirs collants, est une stratégie prometteuse car
sélective et non polluante pour 1’environnement. Les femelles Ae. albopictus ainsi que celles
d’Ae. aegypti ont la particularité de pondre leurs ceufs, issus d’un méme cycle gonotrophique,
d’une fagon séquentielle et dans plusieurs gites différents, en partie a cause de la petite taille
des gites potentiels et par conséquent de la limitation de la quantité de nutriments disponibles
et du risque d’assechement de ces derniers. Ce comportement de ponte est appelé¢ «skip
oviposition». Cette méthode a été testée pour la premicre fois sur Ae. aegypti dans les années
1970’s (Lok et al., 1977). Les premieres tentatives au Brésil (Perich ez al., 2003) et en Thailande
(Sithiprasasna et al., 2003) ont démontré une réduction du nombre d’adultes et des effectifs
larvaires d’Ae. aegypti, sans pour autant avoir permis d’atteindre 1’objectif de 1'élimination de

cette espece.
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D’autres variantes des PPL, comme la méthode d’autodissémination de pyriproxyféne, ont
été développées. Cette méthode exploite également ce comportement particulier du skip
oviposition en utilisant des femelles qui s’imprégnent de pyriproxyfene lors de leurs pontes
dans les stations de contamination et qui vont le disséminer dans plusieurs gites naturels causant

ainsi la mort des larves qui s’y développent (Itoh et al, 1994).

Ae. albopictus a toujours été considéré comme un vecteur secondaire (Lambrechts et al.,
2010). En conséquence, la plupart des recherches sur les différentes méthodes de lutte ont été
réalisées sur Ae. aegypti. Ces deux moustiques sont cependant trés proches de par leur biologie
et leur comportement (Reiter, 2014). Nous nous sommes des lors basés sur les études de PPL

qui avaient pour modele Ae. aegypti.

L’¢éradication d’Ae. aegypti dans les Amériques en 1962 par I'organisation panaméricaine de
la santé (PAHO) reste le meilleur exemple a ce jour d’une opération réussie de contrdle de ce
redoutable vecteur. En effet, cette organisation a déclaré qu’Ade. aegypti a été éradiqué de 22
pays dans les Amériques (PAHO, 1974). Cette remarquable réalisation est exceptionnelle. Elle
a été obtenue par application "périfocale" du DDT. Cet insecticide a été épandu au niveau des
gites infestés et 50-100 cm autour de ces derniers. Il est inconcevable que tous les gites aient
¢été localisés et traités. L explication la plus probable est que du fait du comportement de skip
oviposition, les chances pour les femelles, en quéte de lieux de ponte, de rencontrer des gites
traités étaient importantes. Néanmoins, dés que la campagne d'éradication prit fin en 1964, la

vitesse de réinfestation a ¢té spectaculaire.

Nous nous sommes propos¢ d’exploiter ce trait biologique du comportement de ponte des
femelles Ae. albopictus pour développer des pieges pondoirs Iétaux. Le fait d’utiliser des gites
artificiels attractifs, sous forme de piéges pondoirs, auxquelles est ajouté un insecticide
persistant pourrait aboutir a un effet similaire a celui obtenu lors de la campagne d’éradication
d’Ae. aegypti dans les Amériques en 1962. Des pondoirs de couleur noir ont été enduits sur leur
face interne de peintures contenant une formulation insecticide issue de la technologie de
microencapsulation développée par la société Inesfly Corporation SL (Valencia, Espagne).
Cette technologie permet non seulement d’augmenter la rémanence de 1’insecticide mais lui

confére également une protection contre la dégradation due aux rayons ultraviolets du soleil.
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Nous avons testé cinq produits Inesfly en respectant les trois phases habituellement utilisées
pour I’évaluation des insecticides, a savoir la phase I au laboratoire, la phase II en conditions

semi-réelles controlées et la phase III, en conditions réelles sur le terrain.

Le produit ayant engendré le plus de mortalité en phases I et II a été sélectionné pour la phase

IIT sur le terrain. Cette derniere a été réalisée selon deux approches différentes.
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Evaluation of insecticidal paints and coatings applied
to ovitraps for control of Aedes albopictus in Nice,
France

Boubidi SC et al.
Abstract

Introduction: Aedes albopictus is a major nuisance species in the south of France and the
vector of sporadic autochthonous cases of dengue and chikungunya. Current methods of control
appear ineffective so there is an urgent need for new and innovative approaches. We report
exploratory studies on the efficacy of three residual formulations of Inesfly marketed as
microencapsulated insecticidal paints and coatings, and two experimental formulations of
microencapsulated insecticidal coatings.

Methods: We used standard WHO cone-tests to assess the effect of residual treatments on
different surfaces (porous and non-porous) and their persistence after one year. We also
compared the 24-hour mortality of mosquitoes in two 16 m? rooms: four oviposition jars
containing a small amount of hay infusion were set out in each room. The inner surface of the
jars in one room was coated with formulation while those in the other room served as an
untreated control.

Results: 24h-mortality by the WHO tests was 100% for all five formulations after 30 minutes
of tarsal exposure. In the room tests, there was 100% mortality with a paint and a (resin) coating
with Chlorpyrifos (1.5%) + diazinon (1.5%) + pyriproxyfen (0.063%) as active ingredients but
none with a paint containing Bendiocarb. Two other (resins) coatings, one containing
Deltamethrin (0.5%) + pyriproxyfen (0.063%), the other alphacypermethrin (0.7%) + d-
allethrin (1.0%) + pyriproxyfen (0.063%) were less effective, perhaps due to repellence by the
pyrethroids.

Conclusions: The formulations tested are intended for of malaria control by Indoor Residual
application. In many settings, this strategy may prove too intrusive for the control of the
exophlic Aedes albopictus but treatment of selected sites, particularly in outdoor resting sites,
deserves consideration.

Key words: Aedes albopictus, Lethal Ovitraps, microencapsulation, control, France.
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Introduction

Over the last decades, tropical and temperate regions witnessed a dramatic increase in the geographical
range of Aedes albopictus and associated disease transmitted. For example, in the last 50 years the
worldwide incidence of dengue transmitted by both Ae. albopictus and Ae. aegypti has increased 30-
fold (1).

Aedes albopictus is currently the most effective vector of arboviruses such as dengue, Chikungunya and
Zika. Recent estimates mentioned that approximately 390 million people are infected by dengue each
year and 96 million manifests with clinically apparent disease (2).

In the absence of a vaccine, vector control is the only option to suppress risk of transmission. Insecticidal
aerosols dispensed from hand-held thermal-foggers or vehicle-mounted cold-foggers are widely used to
counter populations of Aedes aegypti and Ae. albopictus, and are frequently the method of choice during
public health emergencies in order to rapidly limit adult mosquito production in the affected areas (3).
However, these methods are highly polluting and non-selective causing high mortality to non-targeted
insects like bees, beetle, and several pollinators. Long-term, sustainable, residual and selective methods
are badly needed to monitor densities of this kind of highly efficient vectors.

Lethal Ovitraps technique (LOs) is a method of choice that exploits the natural behavior trait of this kind
of mosquito that called: “skip oviposition”. There can be little doubt that this “skip oviposition” is a
strategy to avoid overcrowding in sites where larval nutrition is limited (4, 5). In Samoa, an average of
20.5 (range, 8.3-37.3) eggs were deposited at a time (6). In Puerto Rico, of 1000 positive ovitraps baited
with a hay infusion (7), more traps received one egg per 24-hour period than any other number
(34/1000), and 140 contained 10 eggs or less (7). The phenomenon of modulation of the number of laid
eggs is well documented for butterflies (8,9,10) and other insects. Several kinds of LOs were developed
like Sticky gravid traps (11,12) or insecticide treated ovitraps (13,14) with moderately success in
controlling 4e. aegypti development. The key of the success of such methods is the non-repellent long
lasting lethal effect of attractive ovitraps. In the aim of developing efficient LOs, we evaluate five
products (tow paints and three coatings) issued from Inesfly insecticide’s microencapsulation
technology, were active ingredients reside within Ca CO3 + resin microcapsules. The formulation allows
a gradual release of active ingredients, increasing its durability. Furthermore acute inhalation toxicity
studies classified this paint as Category III (according to WHO) and category IV (according to EPA) -
no warning label required in either case (15). The same paint has been evaluated under experimental
conditions against Triatoma infestans, a main vector of Chagas disease in Argentina (16) and Bolivia
(17). Furthermore, residual efficacy of over 12 months of organophosphate based Inesfly paint was
observed on different kind of surfaces even against resistant Anopheles gambiae and Culex
quinquefasciatus (18,19).

Our study was constructed following three phases: Phase [: to assess the efficacy of each product on Ae.
albopictus females and larvae we used WHO cone test and larval bioassays respectively. The most
efficient product was evaluated for residual effect at TO, T24 and T48 months. Phase II: the second step
of our evaluation was the 24 hour-mortality assessment of coated black ovitraps against gravid females
in “semi-field” tests conditions. Phase III: the product yielded to the best lethal effect was evaluated in
the field with two approaches: 1) LOs were placed inside the vegetation of private garden of houses and
2) LOs were set up in the external side in a residential area and at the vicinity of human habitations.As
a new potential tool for mosquito control implementation we report this first explanatory study on LOs
treated with long lasting microencapsulated insecticides. Consequences on pathogen transmission are
discussed.
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Material and Methods

Mosquitoes

Adult Ae. albopictus were obtained by rearing eggs collected in ovitraps baited with 7 day-old hay
infusion (20). Larva—200 per litre—were fed ‘Tetramin’ fish food (Tetramin Tropical Flakes-Spectrum
Brands, Inc). Fy females were fed on cattle blood through a pig intestine membrane with the Hemotek
membrane feeding system (Hemotek®).A 10 % honey solution was available at all times except for 24
hours before the blood meal. 3-5 day-old F; females were used in all assays.

Phase I: laboratory evaluation

We used standard WHO cone-test to assess the mortality of residual treatments with Inesfly coatings
and paints applied on plastic plates against females Ae. albopictus. Five products issued from the Inesfly
microencapsulation technology were evaluated:

OP-IGR paint: Chlorpyrifos 1.5%, diazinon 1.5% and pyriproxyfen 0.063%.

OP-IGR coating: Chlorpyrifos 1.5%, diazinon 1.5% and pyriproxyfen 0.063%.

Pyrethroids-IGR coating I: Alphacypermethrin 0.7%, d-allethrin 1.0% and pyriproxyfen 0.063%.
Pyrethroids-IGR coating II: Deltamethrin 0.5% and pyriproxyfen 0.063%.

Bendiocarb-IGR coating: Bendiocarb 1 % and pyriproxyfen 0.063%.

For the evaluation of the 5 products, 60 F2 females 2-5 d-old blood unfed (15 in each cone) were exposed
to 22 cm x 22 cm plastic plates painted with one of each formulation at 1kg/6m? and to plastic plates
painted with corresponding coating without insecticide as a control as described by Mosqueira et al
(2010) (18).

After a 30-minute exposure, mosquitoes were introduced in 150-ml plastic cups provided with honey-
juice. Females were left at a temperature of 27 + 1°C and a relative humidity of 80%, for 24-hour delayed
mortality assessments.

Pyriproxyfen (IGR) was added to the all products for the lethal effect against larvae that are susceptible
to hatch in the water especially by other mosquitoes like Culex. sp.

The lethal effect of each of the 5 products was also evaluated against larvae. For each product four 150
ml cups were painted at the whole inner surface with the dose of 1 kg/6 m? and two cups were painted
with the corresponding coating without insecticide as a control. Cups were half-filled with dechlorinated
water and 50-L4 Ae. albopictus larvae were added. Mortality was recorded 24 hours after exposure.

Phase II: evaluation in semi-realistic conditions

Lethal ovitraps design

The LOs used were modified regarding to those proposed by (21) and Perich et al. (2003). Three letters
capacity polyethylene black buckets (top diameter: 17.1 cm, bottom diameter: 14 cm and height: 17.3
cm) were perforated at 11 cm from the bottom at two sides of the bucket to avoid as possible the contact
with water in the case of an overflow caused by rainfall (Figure: 1). In order to increase the persistence
of the lethal effect of the LOs, the inner surface of the buckets was painted with two layers of 167g /m2
of the OP-IGR Inesfly black paint. This dosage, when applied to inner walls of dwellings, led to a good
persistence and high mortality over 1 year against Anopheles gambiae and Culex quinquefasciatus as
evaluated by Mosqueira et al (2010) (18,19,22).

Paint or coatings were applied undiluted with a regular brush and left to dry for 48 hours. After that, a
second layer was applied to increase the persistence of the paint in field conditions. Buckets coating was
performed two weeks before their placement in the field in order to get rid of the odor that may have a
repellent effect on the gravid females.
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Experimental evaluation of LOs

F1 mosquitos’ larvae with a concentration of 200 larvae/l were
reared in insectary at 26°C and 60% relative humidity, with a
12-hour light/dark cycle. 2-5 d-old females were allowed to feed
on cattle blood for 30 min trough a pig intestine membrane used
with a hemotek membrane feeding system. Approximately 500
engorged females were selected and isolated in 30 cm x 30 cm
cage and were fed with 10 % of honey solution during 4 days for
developing their eggs. Two hermetic 16 m? rooms were used for
these trials; the ground was covered with 1mx1m white sheets
of paper to facilitate the counting of dead mosquitoes. The same
conditions of temperature and humidity as the insectary were
provided. Four treated buckets were set up in the treated room
and were half-filled with 10% of 7 d-old hay infusion. The inner
surface of the buckets in the test room was coated with
insecticidal formulation while those in the other room served as
an untreated control. Each of the five products was tested. 24 h
after releasing in the rooms, dead mosquitoes were counted each
day during 3 days. If the mortality is upper than 90 % in 3

Figure 1: description of the Lethal
Ovitrap. (Photo Boubidi SC).

replicates, the product is therefore considered efficient.

For the most efficient product we have evaluated the mortality caused by a decreasing number of LOs
(4/4, 3/4, 2/4, 1/4) in presence of an increasing number of standard ovitraps with hay infusion; the
competitiveness of the LOs must be high to maximize the impact of the mortality among natural
breeding sites. The effect on males was also evaluated. Each experiment was performed in 3 replicates.

We also compared the 24-hour mortality of mosquitoes in a 16 m? room: four oviposition polyethylene
buckets containing a small amount (10%) of hay infusion were set out in each room (Figure: 2).

= 500 gravid
' females

Figure 2: Schematic description of the Phase Il room experiment.

The product that caused the higher mortality in a shorter lap of time was selected to the field evaluation
against wild 4e. albopictus.

Persistence of lethality

Two kinds of surfaces, porous (cement) and non-porous (plastic), were coated with the most efficient
paint to study its residual activity.

There were two treated and two controls for each kind of surface. The first treated surface was painted
with one layer at the dose of 1 kg/6 m2 (manufacturer’s recommended dose to leave surfaces completely
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black). However for the second one an under layer of the control paint was applied in the aim to avoid
the lack of persistence due to porosity. For each kind of surface, one control was left untreated and the
other one was painted at 1 kg/6 m2 with the same paint but without the insecticides and the IGR. Paint
was applied undiluted with a regular brush and left to dry for 48 hours. Tests were done at TO, T 12
month and T 24 month. When not tested, surfaces were stored in aluminum foil at a temperature of 27
+ 1°C and a relative humidity of 80%.

The persistence of lethal effect of the selected product was evaluated using the WHO cone tests with the
same protocol described previously.

Phase III: field evaluations

The study was conducted from Jun to Octonbre 2015 and consisted of the following activities: 1) A pre-
intervention or baseline study (4 wk from Jun to July 2015) to compare Ae. albopictus densities between
areas and to a allow comparisons within areas before and after interventions; and 2) post-intervention
follow-up assessment of Ae. albopictus density in both study areas (weekly from august to october
2015).

Lethal ovitraps were evaluated in the field according to two different approaches:

1) LOs were placed in the vegetation of common spaces between houses inside a private residence
“Vaugrenier Presidence” in the commune of Villeneuve-Loubet (43.633569, 7.117930) in the
department (= county) of Alpes-Maritimes, southeast France. A second residence “Les Ambassades”
(43.639315, 7.123745) in the same residential area, about 500m from the other site, was used as an
untreated control (Figure: 3). Twenty standard ovitraps were placed in the treated and untreated
residences for the monitoring of mosquitoes densities.

Figure 3: Approach [ site, Vaugrenier Presidence, Villeneuve Loubet, Nice; Blue dots: LOs; Yelow
dots ovitraps; Red stars: BGs adults traps

2) With the second approach, LOs were set up inside the garden of four private houses isolated by
vegetation and located in the same department at Saint-Julien neighborhood (43.645598, 7.092182). The
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control site includes the same number of grouped and isolated houses located at approx. 300 m from the
treated site (43.644260, 7.091146) (Figure:4).

Figure 4: Approach Il site, Chemin de Saint Jumien, Biot, Nice; Black dots: LOs; Yelow dots ovitraps;
Red stars: BGs adults traps;

Surveillance before placement of Lethal Ovitraps

The survey of densities of adults and eggs were performed 4 weeks before the placement of the lethal
ovitraps. The impact of each treatment was assessed by weekly collections with two devices: adult traps
baited with an attractant marketed by the manufacturer (BG-Sentinel® traps, BioGents, Regensburg,
Germany) and infusion-baited ovitraps (20) lined with germination paper (Anchor Paper Co.,
Minneapolis, Minnesota). Collections were made every day twice a week for BG-Sentinel and once a
week for the ovitraps.

For the approach, 1. 5 BG-Sentinel® traps and 20 standard ovitraps were deployed in the (pre)treatment
and in the control (untreated) areas.

Trials were on a much smaller scale for the approach II, with 1 BG-Sentinel® trap and 4 ovitraps in each
of the four private houses in the (pre)treatment and the control clusters.

Surveillance postplacement of Lethal Ovitraps

After one month of surveillance, 32 LOs were placed close to the vegetation 20 meters apart from each
other as described above and checked ones a week in the first approach.

Concerning the second approach, three LOs were set up with the same manner inside the gardens of
each of the four houses in the treated area.

Hay infusion water was changed every week in both LOs and standard ovitraps to keep a good
attractiveness of those breeding sites and to avoid an accumulative deposition of residuals, which

possibly can be released from the painted LOs into the hay infusion and alter the water attractiveness.

The same trapping methods of adults and larvae were carried out as done during the before placement
phase. Adult mosquitoes were sorted by species and sex, and enumerated. Collected eggs were counted.
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Statistical analysis

Mortality caused by all paints and coating were analysed using ANOV A test. Comparisons of mortalities
caused by treated and non-treated surfaces were performed using student T test. Kruskal-Wallis test
were also used. p-values > 0.05 were considered non-significant. Statistical analyses were conducted
in IBM SPSS Statistics Software v.21 (IBM Corporation, Armonk, NY).

Field results were analyzed after developing a protocol for data exploration (23), a Generalized Linear
Mixed Model (GLMM) was applied with negative binomial distribution or zero-inflated negative
binomial (as the data were over-dispersed) using the glmm ADMB package (24). The response variables
were Ae. albopictus female and egg abundance. Explanatory variables are Control/Treatment and
Pre/Post treatment and the interaction of both, while random variable was trap. Significant values were
corrected by False Discovery Rate. Statistical analysis was performed in R version 2.14.2 (25). The
interpretation of the used variables in our statistical analysis is summarized in S1 Table.

Results

Phase 1

Only two among the five tested products (OP-IGR paint, OP-IGR coating) led to 100 % Delayed 24-
hour mortality when exposed to plastic coated surface (compared to control p < 107) for F2 Ae.
albopictus females. Both coatings with pyrethroids performed less optimally against females Ae.
albopictus 40% (p:0,012) and 41,6% (p:0,002) for Pyrethroids-IGR coating I and II respectively despite
the highest coating dosage (1 kg/6m?) used by (18).

Control paint of bendiocarb based paint led to 100 % of mortality after 30 min of forced contact using
the WHO cones and then, the test was considered unusable.

Delayed 24-hour mortality of exposed larvae to the 5 product was 100 %. Unfortunately, control paint
of the bendiocarb-based paint led to 100% of mortality after 24 hour of contact with the water filled in
the plastic cups painted with bendiocarb control paint (without insecticide). Results of forced contact
with this product were also unusable. The matrix of this product, which is confidential by the
manufacturer (Inesfly), seems to be composed with material that has caused the mortality of adults and
larvae of Ae. albopictus despite the total absence of insecticide.

Phase Il

Lethal ovitraps (LOs) were designed in the aim of the control of gravid females and then the most
probably infected old females. Before the evaluation in the field of the painted ovitraps, we performed
the assessment of the mortality of these devices in semi-realistic conditions (16 m? room).

The OP-IGR painted LOs gave the best results after 3 replicates (94-99%/24h) (p <107).

OP-IGR coated LOs and Pyrethroids-IGR coating II LOs also led to a high mortality (71-98%/24h)
(p<107). While Pyrethroids-IGR coating I LOs (4-35%/24h) (p: 0,11) and Bendiocarb-IGR coating LOs
(3.5-36%/24h) (p: 0,710) were ineficiente (Figure: 5).

To evaluate the competitiveness of the most efficient LOs towards standard ovitraps we have estimated

the lethality of a decreased number of the OP-IGR paint LOs in the presence of an increased number of
standard ovitraps. All ovitraps were filled at % with 7 days-old hay infusion (Figure: 6).

86



120

100

80

60

40

20

Percentage of gravid females killed

Untreated
Untreated
Untreated
Untreated
Untreated
Untreated
Untreated
Untreated
Untreated
Untreated
Untreated

Untreated

Untreated

Untreated
Untreated

=

OP-IGR paint Bendiocarb-IGR Paint OP-IGR coating Pyrethroids-IGR Pyrethroids-IGR

Figure 5 : Mortality (%) with treated (blue bars) and untreated (red bars) ovitraps.

120,00

= 100,00 T

80,00 -~

60,00 -

40,00

20,00 -

Percentage of gravid females killed

0,00 - o EEm = - .
LOs (24h) Control (24h) LOs (48h) Control (48h)

B4 Os/4 ®2L0s/4 u1LO/M4

Figure 6: Mortality of gravid females of Aedes albopictus according to decreasing number of OP
based LOs.

The combination 4 LOs /1 ovitrap (OT) and 2 LOs/2 OT killed 97,52 % and 94,48 % of gravid females
respectively and had virtually the same efficiency (p <107). However the combination: 1 LOs/3 OT was
less efficient and led to the mortality of 66,3 % (p: 0,007).

Knowing that the males Ae. albopictus are attracted by hosts and breading sites to encounter females
to mate with_ we estimated the lethality of the OP-IGR paint LOs against them.

The presence of 4 LOs in the room killed 76.41 % of males in 24 h (3 replicates) (p<107).
(18) shows that the OP-IGR paint used on walls inside houses led to a good lethality against Anopheles

gambiae and Culex quinquefasciatus even at a distance of 1 m. Therefore we designed an experiment to
estimate this effect against Ae. albopictus gravid females.

87



120
3 100 H——_—_—_—_@_—_—_—_—_H
© .
£ S
2 80 ~
° ~
z [ ]
5 60 <
&
£ 40 N\
c .
@
g N
3_’ 20 0
N
0 A
TO T12M T24M
s Plgstic (|) el Plastic (C+I) i = Cement (C+|) ==l ¢ Cement(l)

Figure 7 : Residual effects. Paint applied directly to cement had poor persistence (black line) but
when a primer was applied (black paint without insecticide) there was still 100% kill after 2 years.
No primer was required on plastic.

Four OP-based paint LOs were placed inside cages covered with mosquito net mesh to avoid the contact
with gravid females. After 24 hour of exposition (3 replicates), 19,4 % of gravid females were killed (p:
0,390) (Figure: 7).

Persistence of the product that gives the higher mortality was estimated at TO, T12 months and T24
months. Delayed 24-hour mortality at TO was 100% (p < 10°) for both surfaces porous and non-porous
and for the two ways of application. Twelve months later (T12) OP-IGR paint applied on cement with
one layer showed a decrease in the lethal effect on females Ae. albopictus (compared to TO, p< 1073).
Delayed 24-hour mortality at T24 was 100% plastic surfaces and cement with an under-layer of control
paint application, however cement plates treated without the under-layer control paint became
completely unlethal (0%/ 24h) (p< 107).

Phase I11

OP-based paint was estimated as the best product with good and rapid lethality effect expressed in phase
Iand II.

Lethal ovitraps evaluated during phase II were used in the field as a control method against wild Ae.
albopictus populations.

The GLMM analysis showed (S2 Tables) that the densities of adults and eggs were not significantly
different between study areas at both approaches I and II before the placement of LOs. The variable
“Treatment” is positive or negative but it is not significant in both study sites (tableau interpretation des
GLMM).

Thirty-two LOs placed in the vegetation outside houses at residence Vaugrenier Presidence were not
efficient for reducing the number of collected eggs or adults Ae. albopictus (Figure: 8). In the same line
the three LOs set up inside gardens of each of the four houses have not led to the decrease of wild Ae.
albopictus (Figure: 9).

Therefore, in both approaches the variable interaction “Treatment*Pre/Post” is negative and not
significant for all of the cases (GLMM analysis, S2 Tables).
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The lack of efficacy of the LOs may be attributable to the degradation of the embedded insecticides in
the used OP-based paint when exposed to the environmental factors like sunlight and rainfall. Therefore
we evaluate in laboratory the lethality of 5 randomly chosen LOs one month after placement in the field.
Sixty 3-5 days-old F2 females were introduced inside each of the 5 LOs issued from the field after
covering them with mosquito net mesh. One black bucket with the same size but without insecticidal
paint received 60 females and served as control.

After 5 minutes of exposition 100 % of mosquitoes were killed. Delayed mortality were assessed after
the transfer of mosquitoes in 50 ml plastic cups covered with mosquito mesh net and supplemented with
honey (10%) solution. After 24 hours of the 5 min of exposition 100 % of the females still died
confirming that there was no degradation of the OP- based paint in the field and the LOs remains
efficient.

Approach I
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Figure 8. Results of monitoring of eggs (A) and females (B) before and after the placement of the
LOs in approach I sites and GLMM binomial analysis of the abundance of eggs (C) and females
(D).
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Figure 9. Results of monitoring of eggs (A) and females (B) before and after the placement of the
LOs in approach II sites and GLMM binomial analysis of the abundance of eggs (C) and females

(D).
Discussion

The development of the lethal ovitraps tool for controlling mosquitoes may be enhanced by the design
of microencapsulated technologies that leads to an efficient, long-term lethal and environmental-
resistant product. Indore application of one of our evaluated Inesfly products was studied to control
Chagas disease vectors in Latin America (26,27) and pyrethroids resistant An. gambiae and Cx.
quinquefasciatus in Burkina Faso (19). This product has shown promising efficacy with lethal effect
beyond 12 months.

As an alternative to ULV treatments we made an exploratory study of the efficacy of 5 residual
formulations of Inesfly®.
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Phase 1

All the five evaluated products led to 100% of mortality after 30 min of forced tarsal exposure of Ae.
albopictus females using WHO cones bioassay. However, the control coating of Bendiocarb-IGR
coating, which the composition is secret from the manufacturer Inesfly, was lethal against exposed
females and repellent for gravid ones and therefore eliminated from further evaluations. Moreover, both
Pyrethroids-IGR coatings expressed insufficient delayed mortality, after 24 hours from exposition, only
41.66% and 40 % of females respectively were killed. The low concentration of both products may
explain the lack of their lethality. On the other hand, both OP-IGR products lead to the best efficiency
with 100 % of mortality after 24 h from the exposition. Our results confirm findings of (18). Residual
effect of OP-IGR paint, the more efficient product, was evaluated on two kind of surfaces, porous
(plastic) and non-porous (cement) plates. At TO, after 30 minutes of tarsal exposition on both surfaces
at a dosage of 1 kg/6m? killed all the females (100%). After one year, the plastic surface painted with
one layer of OP-IGR paint and the second one with one layer of control paint leads to 100 % of mortality.
However, cement plates with both applications produced 55% and 75% of mortality respectively. At
T24 months the plastic surfaces still caused 100 % of mortality; contrariwise cement plates leads to
71.66% of females mortality when 2 layers were applied and 0% of mortality when only one layer was
applied. Nearly the same results was found by (18), the porous surfaces have greater absorbance of
painted substances in contrary the first layer of paint without insecticide reduces drastically such
absorbance leading to a greater persistence of the insecticide, this effect of porosity was observed with
DDT application that may last for six months on cement surfaces, though it usually leaves walls stained
(28). The choice of these two kinds of surfaces was performed to evaluate the possible use of the
insecticidal paints in some potential breeding sites like catch basins, flour soccer...etc. and for the
development of long-term lethal ovitraps.

Phase 11

As a bridge strategy we undertook the assessment of the lethality of painted ovitraps in semi realistic
wide room before moving laboratory-based research into full field applications. Designed LOs were
composed with black 3 1 plastic buckets. Black colour was chosen because that for diurnally active
artificial-container breeders such as Aedes aegypti (L.) and Ae. albopictus (Skuse), vision undoubtedly
influences oviposition site selection; diurnally active mosquitoes are believed to have a better developed
color sensitivity than crepuscular or nocturnally active species (29).

While Ae. albopictus is believed to have originated as a tree hole breeder from the tropical forests of
Southeast Asia (30) and the selection of black ovitraps used to monitor populations was based on their
preference to oviposit in small black or dark water-holding containers resembling tree holes or rock
cavities (31).

The second important parameter is the attractiveness of the water inside the LOs. Females prefer water
with abundant microfauna (Reiter et al. 1991), use of plant based infusions in ovitraps increases the
number of eggs deposited (32-33).

Ponnusamy et al, (2015) (32) showed that volatile products of bacterial metabolism in canebrake
bamboo leaf infusions were attractive to gravid females of both Ae. aegypti and Ae. albopictus. Polson
et al, (2002) (34) collected nearly 3-fold of eggs with ovitraps filled with hay infusion versus tap water.

Released gravid females into a 16 m? room was daily monitored to estimate the rate of their mortality
without forced exposition to the insecticidal paints of the five laboratory evaluated products. The main
condition of the success of this kind of LOs is to make sure those gravid females flights easily towards
the lethal breeding sites, lands on it trying to lay their eggs and receive in the same time a lethal dose of
insecticide.

Our results show that there is a different lethal effect of LOs coated with the five components which is
mainly depending on the chemical class of the insecticides incorporated in the coatings and paints. Both
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OP-IGR paint and coating leads to the best “score” of the 24-h mortality (~ 100%), however, we obtained
different results among pyrethroids chemical class. Pyrethroids-IGR coating I coating gave a
significantly higher lethality than the Pyrethroids-IGR coating I, these results was not expected because
of known mosquito repellency of pyrethroids, Pyrethroid insecticides are currently recommended for
mosquito net impregnation for malaria control because of their low toxicity for humans, rapidity of
action (knock-down effect), and repellent and irritating properties against adult mosquitoes (35).
Contrariwise, the repellent characteristic of organophosphates towards mosquitoes is not well
documented. Darriet et al, (2005) (36) founds that chlorpyrifos-methyl treated net led to a moderate
repellent effect against Kdr + Anopheles gambiae. Surprisingly the last tested component, Bendiocarb-
IGR coating, showed virtually no mortality effect against gravid females. In addition of the high
mortality caused by the control coating of this product while assessed by WHO cone bioassays, it seems
to be repellent against gravid females. Knowing that bendiocarb have no repellent effect (37), the
evaluation in laboratory of the repellency of all of control coatings proved that no eggs were laid by
gravid females on seed paper coated with the control component intended to be mixed with the
bendiocarb solution . Contrariwise more than a thousand eggs were laid on the other control coatings.
Results gave us supplementary information about the non-suitability of this component for further
evaluations.

Furthermore, Achee et al (2009) (37) performed an interesting characterization of the spatial repellent,
contact irritant, and toxicant chemical actions of 14 compounds historically used for vector control.
Among tested insecticides: DDT, alphacypermethrin, chlorpyrifos-methyl and bendiocarb were
evaluated against Ae. Aegypti and the authors concluded to a repellent effect caused by only the DDT.
In our Knowledge there is no study on the effect of insecticides treated surfaces on free gravid females.
Scientists focused their attention only on the behavior of biting females when exposed to treated bed
nets. Gravid females seeking suitable breeding sites for laying their eggs are stimulated by cues that
differs completely then those used for seeking a host for a blood meal. Our results showed that the OP-
based paint gave the most high and fast mortality (= 100%) in the 24-h cycle evaluation. Knowing the
nearly same attractiveness of males to hosts and breeding sites as females Ae. albopictus (31) we was
curious to evaluate the effect of our best LO against males. The results were spectacular, 76,41% of
males were killed in 24 hours confirming the attractiveness of males to a suitable breeding sites looking
for females to mate with. The mortality was less than that for the females because of the particular
behavior of males that flew for a long time close to the host or the breeding site seeking females by the
detection of sound waves produced by their wings beating (38). In contrary, females looking for hosts
or breeding sites land on them rapidly (39).

Phase I11

The most efficient LOs treated with the OP-IGR paint black paint was evaluated in the field during the
seasonal mosquito activity from June to October 2015.

Evaluations were carried out by two approaches; intrusive and non-intrusive, the main difference
between both methods was the location of LOs.

Concerning the first approach, LOs (3/house) were setup in the vegetation of private gardens of the
owners close to most important Ae. albopictus resting sites (31). This method has the advantage to
minimize the distance between targeted mosquitoes and LOs, increasing the probability of exposition.
The disadvantage of this method was the intrusion inside private properties which is highly difficult to
setup in large scale conditions.

Second method was easier to achieve; all LOs (32/residence) were setup at the bottom of the vegetation
located between houses at the external side. The maintenance of LOs was easier because of their
accessibility without needing for the agreement of the inhabitants. The possible weak point of this
method is that the LOs are not setup in the best resting site of mosquitoes and if suitable natural breeding
sites are present inside private gardens they will be highly competitive with our LOs for targeted gravid
females.
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Prior the placement of the LOs in the field, Pre-treatment sampling was initiated 4 weeks at all treatment
and control sites in the two study areas. One month after setting up of the LOs, nether eggs or adult’s
densities, as determined by standard ovitraps and adult BGs traps respectively, were found to be
significantly different between treatment and control sites at both studied areas. Intriguingly field results
were completely different in comparison with Phase I and Phase 1. The first explanation is may be that
the number of LOs was not appropriate to lead to a good competitiveness with natural breeding sites.
Perich et al, (2003) (13) placed 10 deltamethrin treated ovitraps (5 LOs inside houses and 5 LOs outside)
for each of 30 houses in each of two Brazilian municipalities. They found that Ae. aegypti were
significantly reduced in terms of the number of positive containers (4-5 vs. 10-18) and pupae/house (0.3-
0.7 vs. 8-10) in treated vs. untreated houses, 3 months post treatment. Sithiprasasna et al. (2003) (40)
evaluated a LO for the control of Ae. Aegypti in three villages in Ratchaburi Province, Thailand in 1999
and 2000. Using 10 LOs per house had no significant results in 1999; however the same authors found
a significant decrease on Ae. aegypti population in 2000. For our opinion efficient LOs must reduce
mosquitos’ densities with little number (2 or 3 per house) using more than 5 LOs/house is hard to
implement during operational applications.

The second explanation of the failure of our method is the possible repellency of the used OP-IGR paint.
Even if organophosphates were evaluated as a non-repellent insecticide by Achee et al, (2009) (37) on
non-gravid females of Ae. aegypti, the repellency of such chemical may occur on some physiological
stages like gravid females seeking suitable breeding sites for their offspring. Moreover, Mosqueira et al,
(2010) (18) using the same OP-based paint component (but colored white) found that the inside
treatment of walls in Burkina Faso yielded to a high efficiency on An. gambiae and Cx. quinquefasciatus
even at 1 m of distance from treated walls. During our investigations in semi-realistic conditions we
evaluated the distance effect of the OP-based product and found that only 19,4 % of released gravid
females were killed even if the 4 LOs were placed inside netting cages. This lethality is significantly
lower than that obtained with free LOs (97,52%).

Further investigations should be followed for the improvement of such LOs to identify/develop the best
microencapsulated component that confer durability of lethal action and resistance to the environment
deterrent effects as sunlight and rainfall. In 1962, the Pan American Health Organization declared that
Ae. aegypti had been eradicated from 22 countries in the Americas (41). This remarkable achievement
was obtained by “perifocal” application of DDT: insecticide was applied to infested containers and to
surfaces 50-100 cm around those containers. It is inconceivable that every container in all these
countries was located and treated. Instead, it is likely that skip oviposition insured a high probability
that females would encounter a treated site (20).We believe in such residual controlling method using
authorized and suitable residual adulticides like microencapsulated ones because controlling the tiger
mosquito by sources reduction and larvicid treatment is labor to achieve due to the great number of small
potential breeding sites. Amaku et al, (2014) (42) performed a comparative analysis of the relative
efficacy of vector-control strategies against dengue fever and conclude that of the available vector
control strategies, adulticide application is the most effective, followed by the reduction of the exposure
to mosquito bites, locating and destroying breeding places and, finally, larvicides.

Despite the negative results obtained, further trials must be continued with other insecticides. We must
keep in mind the unique and spectacular success of the elimination of Ae. aegypti in the Americas the
1960’s was mainly due to the “skip oviposition”, this biological characteristic obliged the females to
visit several breeding sites and then maximize the “chance” to encounter a treated one.
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Supplementary information

S1 Table: Biological interpretation of the variables and results of the GLMM Analysis. We used
the model with interactions to explain the effect of the treatment.

“Treatment*Pre/Post”

“Treatment”

“Pre/Post”

“Treatment™*Pre/P
ost”>0and p <
0.05: there is
more mosquitoes
after the treatment

“Treatment™*Pre/
Post” <0 and p
<0.05: there is
less mosquitoes
after the

“Treatment” > 0
and p <0.05: the
treated area has
more
mosquitoes than

“Treatment” < 0
and p <0.05: the
treated area has
less abundance
than the control

“Pre/Post” > 0
and p <0.05:
the “Post” area
has more
abundance that

“Pre/Post” <0
and p <0.05:
the “Pre” area
has more
abundance that

than before in the | treatment than the control area. | area. the “Pre” area. | the “Post”
treated area, and | before in the area.
therefore, the treated area, and
treatment is not therefore, the
effective. treatment 1is
effective.
APPROACHE 1
Spraying method | Variables Estimate |Standard error | Z value | Pr(>|z|)
Eggs Intercept 6.7341 0.0866 7775 [<2e-16 ***
Treatment 0.0639 0.1225 0.52 0.60180
Pre/post -0.3675 0.1026 -3.58 0.00034 ***
Treatment*Pre/Post |-0.0771 0.1449 -0.53 0.59459
Femals Intercept 1.8524 0.1267 14.62 | <2e-16 ***
Treatment -0.0162 0.1835 -0.09 0.93
Pre/post 0.0454 0.1486 0.31 0.76
Treatment*Pre/Post |-0.0610 0.2146 -0.28 0.78
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APPROACH II

S2 Table. Results of the GLMM with negative binomial distribution analysis of the influence of
the LOs on egg’s and female’s abundance in both approaches I and II. The dependent variables are
the abundance of eggs and females, the independent variable is pre-post treatment.

Spraying method | Variables Estimate |Standard error | Z value | Pr(>|z|)

Eggs Intercept 6.5865 0.1075 61.26 [<2e-16 ***
Treatment -0.1418 0.1512 -0.94 ]0.35
Pre/post -0.7763 0.1320 -5.88  |4.1e-09 ***
Treatment*Pre/Post | -0.0667 0.1851 -0.36  [0.72

Femals Intercept 1.160 0.170 6.81 9.7e-12 ***
Treatment 0.260 0.212 1.23 0.218
Pre/post 0.348 0.175 1.98 0.047 *
Treatment*Pre/Post | -0.155 0.241 -0.64  [0.520
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Discussion Article 3

La lutte antivectorielle « moderne » doit prendre en compte les impératifs suivants : étre
efficace, sélective, et a un colit acceptable. Elle doit étre durable et acceptée par les populations
et les opérateurs. Elle ne doit pas avoir trop d’impacts non désirés (Entwistle, 2011). Notre
tentative de développer une méthode innovante pour un contrdle sélectif et non polluant pour

I’environnement s’inscrit dans cette vision.

La premicere étape de cette ¢tude a permis de sélectionner 1’application insecticide adéquate
pour les PPL. L’évaluation, au moyen de tests en cones de I’OMS, de cing peintures a base
d’insecticides microencapsulés développées par la société Inesfly Corporation SL., a permis de

montrer 1’efficacité plus importante des produits a base d’organophosphorés.

Les produits a base de pyréthrinoides ont été moins efficaces avec une mortalité inférieure a
50 % apres 24 h. La principale explication est que la dose insecticide, produite par le fabricant,
contenue dans ces produits était trop faible pour entrainer une mortalité de 100 %. L’évaluation
des PPL en conditions contrdlées et a petite échelle a été I’étape suivante. L’effet 1étal des PPL
a été estimé dans une salle de 16 m? sur des femelles gravides mais également sur des males.
Ceux-ci sont en effet également attirés par les gites de pontes favorables aux femelles Ae.

albopictus.

Les PPL a base d’organophosphorés et de pyréthrinoides-IGR 1 (a base
d’alphacyperméthrine et de d-alléthrine) ont donné I’effet 1étal le plus important (~ 100% apres
24h). Cependant, la résine a base de pyréthrinoides-IGR II (a base de deltaméthrine) n’a produit
qu’une faible mortalité, probablement a cause de I’effet répulsif de la deltaméthrine qui est
incorporée dans cette résine. Les résultats obtenus correspondent aux constations faites par
Achee et al. (2009) qui avaient analysé I’effet répulsif de quatorze insecticides sur des femelles
d’Ae. Aegypti et démontré que I’alphacyperméthrine n’était pas un produit répulsif. A I’inverse,
la deltaméthrine est trés utilisée pour I’imprégnation des moustiquaires a cause de 1’effet excito-

répulsif qu’elle engendre (Zaim et al., 2000).

En sachant que les males d’Ae. albopictus sont attirés par les gites larvaires aussi bien que
les femelles (Hawley, 1988), nous avons donc évalué I’effet de nos PPL a base de peinture OP-

IGR sur ces derniers. Les trois réplicas réalisés ont abouti a une mortalité avoisinant les 80 %.
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Nos PPL montrent clairement un effet important sur les méles ce qui pourrait amplifier I’action

1étale de cette méthode qui visait principalement les femelles gravides.

En conditions naturelles, il peut exister plusieurs types de gites propices pour Ae.albopictus.
Les gites artificiels de type PPL doivent donc étre compétitifs et au moins aussi attractifs que
les gites présents dans la zone traitée. Nous avons donc entrepris 1’évaluation de cette
compétitivité face a un nombre croissant de pieges pondoirs (PP) standard dont I’attractivité a
été renforcée par I’utilisation d’une infusion de foin de 10 jours. La combinaison 4 PPL / 1PP
ainsi que 2 PPL / 2 PP a entrainé une mortalité des femelles gravides de 97,52 et 94,48 %,
respectivement. Cependant, la combinaison 1 PPL /3 PP a été moins efficace et a conduit a une
mortalité de 66,3 % aprés 24 h d’exposition. Ces résultats montrent clairement que cette
méthode ne nécessite pas un grand nombre de PPL sur les sites traités grace au comportement
de skip oviposition des femelles Ae. albopictus qui, en déposant leurs ceufs dans plusieurs gites,
augmentent la probabilit¢ de rencontrer les PPL et d’étre exposées a une dose mortelle

d’insecticide.

Mosqueira et al. (2010) ont analysé la mortalité occasionnée par une peinture insecticide a
base d’OP-IGR sur Anopheles gambiae et Culex quinquefasciatus au Burkina Fasso. Les
résultats obtenus ont démontré une efficacité importante allant jusqu’a 100 % en 24h a une
distance d’un métre du mur traité. Dans le méme ordre d’idée, nous avons voulu étudier 1’effet
a distance de nos PPL vis-a-vis des femelles gravides et nous avons obtenu un effet l1étal de
seulement 19,4 % en 24 h lorsque les PPL ont été placés dans des cages protégées par un tulle
moustiquaire pour éviter le contact direct avec les femelles Ae. albopictus. Nous avons donc
conclu que la mortalité était provoquée essentiellement par contact des moustiques avec les
surfaces traitées des PPL. Ce paramétre revét une importance capitale car si la mortalité était
provoquée a distance et dépendante de la volatilité de I’insecticide, un tel effet obtenu en milieu

clos pourrait ne pas suffire dans un espace ouvert in natura.

L’¢évaluation des PPL a base d’OP-IGR sur le terrain a été réalisée a travers deux approches
différentes. La premiere a consisté¢ a mettre en place des PPL a I’extérieur des jardins des
maisons, dans les espaces communs d’une résidence d’environ 100 maisons. La seconde
approche a consisté a placer le méme type de PPL a I’intérieur des jardins d’un groupe isolé de
quatre maisons. Le monitoring des moustiques par pieges BGs et par PP n’a malheureusement
pas permis de démontrer une baisse significative de la densité des moustiques et cela quelle que

soit I’approche, comme le montre notre analyse GLMM. Deux explications peuvent étre émises,
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1) Le nombre de PPL déposés dans les sites d’¢tude n’est peut-€tre pas suffisant pour qu’une
proportion importante de femelles gravides puisse entrer en contact avec au moins I’un d’entre
eux. Perich et al. (2003) ont placé 10 PPL traités a la deltaméthrine (5 PPL a l'intérieur des
maisons et 5 a l'extérieur) pour chacune des 30 maisons dans deux municipalités brésiliennes.
Ils ont constaté que la densité d’Ae. aegypti a été considérablement réduite en termes de nombre
de gites positifs (4-5 vs. 10-18) et de nombre de nymphes/maison (0,3- 0,7 vs. 8-10) 3 mois
apres le traitement ; 2) La peinture OP-IGR utilisée pourrait présenter une certaine répulsivité.
Méme si les organophosphorés ont été¢ évalués comme des insecticides non-répulsifs par Achee
et al. (2009) sur les femelles non gravides d’Ae. aegypti, un effet répulsif pourrait néanmoins
se produire sur certains stades physiologiques comme celui des femelles gravides qui sont a la

recherche de gites appropriés pour le développement de leurs progénitures.

D’autres méthodes, comme celle de 1’autodissémination de pyriproxyféne, sont pronées par
plusieurs chercheurs (Itoh et al., 1994 ; Furlong ef al. 1995 ; Dell Chism & Apperson,2003,
Baxter et al., 2008 ; Caputo et al. 2012) mais bien que cette méthode produise un effet sur les
larves, le résultat escompté est trés tardif dans des zones vastes ou la densité d’Ae. albopictus

est importante.

Malgré les résultats négatifs obtenus, d'autres essais doivent étre poursuivis avec d'autres
insecticides. Nous devons garder a l'esprit le succés unique et spectaculaire de 1'élimination
d’Ade. aegypti dans les Amériques dans les années 1960 et qui était principalement di au
comportement de skip oviposition, cette caractéristique biologique qui oblige les femelles a
visiter plusieurs gites et par la méme occasion a maximiser les «chances» de rencontrer un gite

traité.
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DISCUSSION GENERALE
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Une biologie en faveur de la transmission vectorielle ?

L’importance médicale d’Aedes albopictus découle de quatre facteurs essentiels : (i) son
comportement invasif et son adaptabilité écologique ; (ii) sa compétence pour transmettre
plusieurs agents pathogenes ; (iii) son potentiel en tant que vecteur intermédiaire en raison de
son comportement trophique opportuniste et (iv) sa longévité compatible avec les durées de

développement des virus.

L’¢étude de la dynamique saisonnicre a mis en €évidence une forte densité de ce moustique au
niveau du site d’étude, fluctuant d’une année a I’autre mais dont les pics d’activité se situent
entre juillet et septembre que ce soit pour les ceufs ou pour les adultes, ce qui correspond aux

observations effectuées en Italie par Romi et al. (2006).

Les trois méthodes de capture utilisées : pieges pondoirs, capture aux pieges BGs et capture
sur Homme ont permis d’apprécier la biologie et le comportement des populations locales. Les
captures d’adultes et les taux de parturité obtenus montrent que la longévité d’Ae.albopictus est
compatible avec la transmission de virus a I’homme. Les résultats sur la parturité¢ d’Ae.
albopictus correspondent a ceux obtenus par Almeida et al. (2005) en Chine, par Gottfried et
al., (2002) au Tennesse (USA) ainsi que par Lima-Camara et al. (2007) au Brésil. Néanmoins,
les taux de parturité restent élevés, ce qui suggere une grande longévité de la population étudiée
(Almeida et al., 2005). De plus la population d’Ae. albopictus montre un niveau de reproduction
¢levé avec des taux de ponte quotidiens treés €levés. Les résultats de captures sur Homme
montrent é¢galement que les taux de piqlires par homme peuvent atteindre 60 par heure au mois
de septembre 2014, ce qui est comparable aux taux de capture obtenus en Italie la méme année

(Caputo, données non publiées).
Un comportement de piqiire particulier

Les diptéres piqueurs diurnes (moustiques, simulies, etc.) ont généralement un
comportement agressif plus accentué que les espéces nocturnes, les prises de sang se faisant sur
des hotes non endormis étant difficiles et obligeant I’insecte hématophage a multiplier les
tentatives car il est souvent chassé par I’héte (Clements, 1999). 1l en est de méme pour Ae.
albopictus qui, a I’instar de la plupart des Aedes spp., est treés agressif et cherche avec insistance
a prendre un repas sanguin, multipliant les tentatives jusqu’a atteindre la réplétion ou bien se
faire écraser (Delatte et al., 2010). De plus, 4e. albopictus est connu pour effectuer des repas

multiples durant un méme cycle gonotrophique (Hawley, 1988 ; Ponlanwat and Harrington,
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2005) ce qui augmente, de ce fait, le risque de transmission de pathogeénes de I’hote vers le

vecteur et vice versa.

Nous avons confirmé ce comportement particulier en capturant un pourcentage non
négligeable (jusqu’a 50 %) de femelles gravides par des méthodes de piégeage pour adultes, y
compris la méthode HLC, censées capturer des femelles venant pour piquer et non pas pour
pondre. Ce comportement augmente probablement la capacité vectorielle de ce moustique car
les femelles semblent avoir une activité de recherche d’hotes et de gites de ponte de manicre
simultanée. Les repas multiples ont été étudiés chez Ae. aegypti (Macdonald, 1956; Yasuno &
Tonn, 1970; McClelland & Conway, 1971; Pant & Yasuno, 1973; Scott et al., 1993a, 2000;
Xue et al., 1995) et ont été¢ expliqués par ces auteurs comme étant la conséquence des repas
interrompus ainsi que du manque de nutriments durant la vie préimaginale des femelles. Ce
comportement augmente la durée du cycle gonotrophique, qui est de 2 a 3 jours pour la plupart
des autres espéces de moustiques, ce qui aura pour conséquence directe un taux quotidien de
survie et donc une capacité vectorielle plus élevés. Le taux quotidien de survie « p » étant estimé

par la formule de Davidson (1954) :
p = n\taux de parturité
ou n est la durée du cycle gonotrophique.

Les captures sur homme ont également montré des taux allant jusqu'a 60
piqiires/homme/heure au mois de septembre 2014. Des résultats similaires ont été rapportés en
Italie (Manica et al., 2016). Cette forte agressivité, couplée a une forte anthropophilie en milieu
urbain, comme ’ont démontré différentes études en Caroline du Nord (USA) (Richards et al.,
2006), en Italie (Valerio et al., 2010) et au Cameroun (Kamgang et al., 2012), fait de ce

moustique un vecteur potentiellement redoutable.

La plupart des études font référence a un comportement exophage et exophile du moustique
tigre (il pique et se repose a I’extérieur des maisons). Cependant, des ¢tudes récentes en Italie
(Valerio et al., 2010) ont rapporté un comportement endophile et endophage. Nos observations
nous ont montré le méme comportement essentiellement en automne (septembre-octobre) ou
les femelles piquent davantage a I’intérieur des maisons. Ce comportement agressif pourrait
étre induit par un déclenchement progressif du mécanisme de diapause qui oblige les femelles
a pondre le maximum d’ceufs avant la mauvaise saison. De ce fait, il est possible que ce

comportement augmente d’avantage le risque de transmission vectorielle comme cela a été le
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cas pour la plupart des cas autochtones de dengue et de chikungunya qui ont surgi en Europe
ces dernieres années (La Ruche ef al., 2010 ; Grandadam et al., 2011 ; Marchand et al., 2013 ;
Delisle et al., 2014 ; Giron et al., 2015).

Un controle d’Ae. albopictus difficile

Les méthodes de controle actuellement utilisées contre Ae. albopictus s’averent inefficaces.
Bien qu’il y ait eu dans le passé quelques rares cas ou le controle d’Ae. aegypti a €té une réussite
(Pan American Health Organization, 1974), il n’existe jusqu’a présent aucune campagne de

lutte, au niveau mondial, qui a pu aboutir a un contrdle efficace (Reiter et al.,2014).
Les males d’Ae. albopictus : talon d’Achille de I’espéce ?

Ayant peu d’information sur le statut de sensibilité des populations frangaises de moustiques
tigres vis-a-vis des insecticides, nous avons entrepris 1’évaluation de la sensibilité des
populations issues de la zone d’étude (Villeneuve-Loubet, Alpes-Maritimes) vis-a-vis du

principal adulticide autorisé en France, la deltaméthrine.

Les deux méthodes utilisées, les applications topiques et les papiers imprégnés d'insecticide
(test en tube de ’OMS) ont montré une sensibilité a la deltaméthrine comparable a celle de la
souche sensible de référence Ae. aegypti Bora Bora, ce qui correspond aux résultats des rares

¢tudes similaires dans les régions tempérées (Romi et al., 2003 ; Marcombe et al., 2014).

Lors des évaluations des méthodes de pulvérisation UBV, nous avons remarqué qu’en dépit
du fait que les premiers tests sur terrain n’avaient montré aucun effet sur les femelles Ae.
albopictus, les males au contraire avaient subi un effet 1étal significatif. Des travaux similaires
au Venezuela (Reiter, 2014) et aux USA (Unlu et al., 2014) ont rapporté des résultats similaires
aux notres. Nous avons voulu connaitre la cause d’un tel biais concernant les deux sexes d’une

meéme espece.

L’analyse de la sensibilit¢ des males en comparaison avec celle des femelles a montré une
différence significative en utilisant la méthode des papiers imprégnés. Cette différence est due
a la taille des males qui est de 1,5 a 3 fois plus petite que celle des femelles. Certains auteurs
(Davidson, 1958 ; Doyle et al., 2009) ont pu démontrer qu’il y avait une différence de sensibilité
entre les deux sexes des moustiques mais aucune étude n’a démontré cette différence chez Ae.
albopictus vis-a-vis de la deltaméthrine. Ces résultats suggérent que les males sont une cible de

choix a prendre en compte en particulier lors de I'utilisation des méthodes de contrdle
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innovantes telles que celles des Insectes Stériles (SIT) (Unlu ef al.,2014). 1l est estimé qu’un
ratio de 10:1 de males stériles par rapport aux males sauvages est nécessaire pour obtenir un
effet sur la population sauvage (Christophides ef al., 2006). La diminution de la densité des
males sauvages par la mise en ceuvre préalable de pulvérisation spatiale UBV peut réduire
drastiquement la densité de ces derniers favorisant par la méme occasion le taux d'accouplement

entre les males stériles, qui seront relachés, et les femelles sauvages.
Controle post-épidémique
Un moustique difficile a atteindre

La lutte adulticide contre Ae. albopictus est préconisée uniquement lors de 1’apparition ou
de la suspicion de maladies dont les agents pathogénes peuvent étre transmis par ce moustique.
Cette méthode a pour but la réduction rapide de la densité vectorielle et surtout celle des
femelles agées jusqu'a un seuil ou la transmission n’est plus possible. Malgré toutes les
précautions qu’on doit prendre lors des pulvérisations spatiales UBV, il y a des paramétres
qu’on ne peut pas contrdler comme les différentes barriéres que les gouttelettes insecticides
peuvent rencontrer sur leur chemin entre la buse du nébulisateur et le moustique cible. Ces
barrieres sont constituées essentiellement par la végétation qui est parfois trés dense. En effet,
dans presque tous les pays Ae. albopictus est commun dans les zones périurbaines et rurales ou

il y a une végétation importante (Hawley, 1988).

Taylor & Schoof (1971) ont rapporté que la végétation était un filtre susceptible d'arréter les
gouttelettes insecticides, ce qui conduirait a une réduction importante de la quantité de celle-ci

et donc les chances de contact avec le moustique.

Selon Mount (1998), une pulvérisation UBV de malathion a permis de réduire la population
de moustique de I’ordre de 90 % lorsque 1’épandage a été réalisé dans un champ ouvert et sans

végétation, mais seulement de 34 % lorsqu’il a été fait en milieu végétalisé.

Nos résultats montrent clairement que les traitements UBV réalisés seuls dans des zones
végétalisées n’ont pas eu un impact significatif. Les 25 pieges pondoirs ainsi que les 7 pieges
BGs déposées dans les sites traités n’ont montré aucune baisse significative du nombre de
femelles ni celui du nombre d’ceufs récoltés en comparaison avec ceux des sites témoins. De

plus, Curtis et Mason (1988) avaient noté qu’il y avait une réduction de la vitesse du vent a
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I’intérieur de la végétation ce qui réduirait le contact entre les gouttelettes insecticides et les

moustiques diminuant par la méme occasion la mortalité de ces derniers.

Effectivement, lors de nos évaluations des traitements UBV, nous avons pu effectuer des
mesures de température et de vitesse de vent a ’extérieur et a I’intérieur de la végétation dans
les sites traités. Nous avons pu constater que les conditions a I’intérieur et a I’extérieur de celle-
ci étaient complétement différentes. La température €tait plus élevée et le vent avait une vélocité
plus faible a I’intérieur de la végétation. Ces conditions montrent clairement que la végétation
est un biotope particulier et un abri adéquat conférant des conditions optimales et une protection

pour les moustiques exophiles comme Ae. albopictus.

D’un autre c6té, nos évaluations des traitements par thermonébulisation, sur une plus petite
échelle, avec des appareils portables, ont montré une grande efficacité et nous avons pu
atteindre une réduction du nombre de moustiques femelles de I"ordre de 61 a 95 %. Les
traitements se sont effectué¢s directement dans la végétation entourant les maisons. La distance
entre 1’appareil nébulisateur dans le cas des traitements UBV qui était de I’ordre de plusieurs
metres voire de plus de 10 métres s’est trouvée réduite a quelques centimetres avec la méthode

de thermonébulisation.

La quantité de gouttelettes envoyées directement dans le biotope du moustique tigre a été
beaucoup plus importante car il n’y avait aucun effet de dilution due a la distance. Les autres
effets comme 1’évaporation ou le détournement de la trajectoire des gouttelettes par le vent sont
pratiquement nuls. Il est également possible qu’une forte quantité de gouttelettes insecticides
se soit déposée sur la végétation et continue a agir contre les moustiques qui entrent en contact

avec celle-ci.

Dans le cas d’une urgence épidémique, notre étude montre que le meilleur moyen disponible
est la pulvérisation d’insecticide sous forme d’aérosols au plus pres de la végétation entourant
les maisons. Que ce soit par la technique de thermonébulisation ou bien UBV autoporté, le plus
important est que le nébulisateur émette le nuage insecticide directement dans la végétation

entourant les maisons ou il y a un risque de transmission d’arbovirus.
Controle pré-épidémique par une méthode innovante

L’exceptionnelle éradication d’A4edes aegypti dans les Amériques : une lecon a exploiter
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Le succeés de I’éradication d’4e. aegypti en 1962, par 1'organisation panaméricaine de la santé
(PHAO) au niveau de 22 pays dans les Amériques, reste exceptionnelle et I’un des rares succes
contre ce genre de moustiques (PAHO, 1974). Les PPL que nous avons développés dans ce
sens ont montré¢ une grande efficacité¢ au laboratoire (Phase I) et dans des conditions semi-
réelles (Phase II) vis-a-vis des femelles gravides et méme des males Ae. albopictus. La peinture
insecticide la plus efficace (OP-IGR) a montré également une persistance d’action sur des
surfaces en plastique, similaires a celle des PPL, allant jusqu'a 2 années. En outre, une efficacité
résiduelle de plus de 12 mois a été observée pour cette méme peinture sur différents types de
surfaces contre Anopheles gambiae et Culex quinquefasciatus résistants (Mosqueira et al.,

2010a ; 2010b).
Une méthode, deux approches

L’¢évaluation des pieges pondoirs létaux a été abordée avec deux approches différentes : 1)
les PPL ont été déposés a I’extérieur des jardins des maisons et 2) les PPL ont été déposés a
I’intérieur des jardins des maisons. Le but de ces deux approches était de voir s’il était possible,
dans le cas ou ces piéges étaient efficaces pour controler les moustiques, que des opérateurs de
la lutte antivectorielle puissent eux-mémes appliquer ces méthodes sans étre intrusifs et
dépendre de I’acces aux maisons des résidents. La seconde démarche pourrait ouvrir le chemin
vers le développement de piéges 1étaux a utilisation domestique et accentuer la participation
communautaire comme un ¢lément essentiel pour le contrdle d’A4e. albopictus (Gubler, 1989 ;
Lloyd et al., 1992 ; Gubler& Clark, 1996 ; Fernandez et al., 1998 ; Reiter,2014). Gubler (1989)
a suggéré que la participation communautaire pour la lutte contre Ae.aegypti serait plus efficace
que les procédures gouvernementales pour la lutte antivectorielle. Cette approche a un meilleur
rapport colt/efficacité. Ce genre de moustique est un commensal de I’homme, il prolifére grace
a ce dernier, il est donc indispensable de mobiliser toute la communauté pour un contrdle

efficace et durable.

Malheureusement, 1’utilisation des PPL sous cette forme n’a donné aucun résultat positif
quelle que soit I’approche. Le manque d’efficacité de nos pieges peut étre dii a un manque
d’attractivité de ceux-ci, malgré ’utilisation de 1’infusion de foin qui est trés attractive envers
les femelles gravides Ae. albopictus (Reiter et al., 1991 ; Ponnusamy et al., 2015). La peinture
elle-méme n’est pas répulsive car les organophosphorés qu’elle contient ne le sont pas comme
I’ont démontré Achee et al. (2009) sur des femelles Ae. aegypti non gravides. Mais il est

possible que ces insecticides soient répulsifs uniquement pour les femelles gravides, en
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recherche de gites de pontes mais pas pour les femelles en recherche d’un hoéte a piquer. Il est
possible également que le nombre de PPL déposés dans les sites d’études n’ait pas été suffisant
afin qu’une proportion importante de femelles gravides puisse entrer en contact avec au moins

I’un d’entre eux et recevoir une dose létale d’insecticide.

Malgré les résultats négatifs obtenus, d'autres essais doivent étre poursuivis avec d'autres
insecticides microencapsulés. Ces produits sont innovants et ont déja fait leurs preuves sur
d’autres moustiques (Mosqueira et al., 2010b). Le fait que ces produits contiennent plusieurs

insecticides devrait augmenter leur efficacité et prévenir I’apparition de résistances.

La lutte adulticide doit étre favorisée par des moyens non polluants et sélectifs comme les
PPL car ¢éliminer les moustiques géniteurs est beaucoup plus efficace qu’éliminer leurs

progénitures (Amaku et al., 2014).

Nous devons garder a 'esprit le succés unique et spectaculaire de 1'élimination d’Ae. aegypti
dans les Amériques en 1962 et poursuivre nos investigations pour améliorer 1’efficacité de ces
méthodes qui auront certainement un avenir fructueux dans le domaine de la lutte contre les

vecteurs de la dengue, du zika et du chikungunya.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

109



En raison de son expansion sur les cinq continents et de son implication dans la transmission
de nombreuses arboviroses dont le chikungunya, la dengue, plus modestement le zika et,
potentiellement, la fievre jaune, Aedes albopictus représente et continuera de représenter un

lourd fardeau en termes de santé publique et de nuisance.

Nos travaux ont prouvé que la population d’Ae. albopictus des Alpes-Maritimes, qui a
montré sa capacité a transmettre localement la dengue et le chikungunya, est trés bien adaptée
a son environnement et justifie les actions de lutte antivectorielle conduites par les

municipalités, les opérateurs et le Ministere de la Santé.

Bien que nous ayons démontré la sensibilité de cette population a la deltaméthrine, les
moyens de contrdle disponibles n’arrivent pas a freiner la dispersion et la multiplication de cette
espece. L’application de cet insecticide antiadulte par traitement spatial UBV au moyen d’un
nébulisateur a froid autoporté ou d’un thermo-nébulisateur portable est préconisée autour des
lieux de résidence de cas d’arboviroses introduits ou autochtones suspects ou avérés de ces

maladies et en cas d’épidémies transmises par ce moustique.

Nos résultats montrent que les pulvérisations spatiales d’adulticides, pour étre efficaces,
doivent se faire directement dans la végétation entourant les habitations. Le moustique tigre,
bien qu’il soit exophile, est bel et bien protégé par celle-ci, ce qui rend peu efficaces les
méthodes d’épandage UBV par nébulisation a froid depuis la voirie, dont la distance a la cible

est souvent trop importante. C’est une incitation forte a adapter les stratégies de lutte actuelles.

En outre, un probléme non négligeable se profile a travers I’utilisation insuffisamment
contrdlée par les particuliers et le secteur privé de 3-D, des adulticides dont les seuls encore
autorisés en Europe, telle que la deltaméthrine utilisée en LAV, appartiennent tous a la famille
des pyréthrinoides. Ces pratiques peuvent entrainer, a long terme, 1’apparition de phénomenes
de résistance sans qu’il existe pour I’heure de solution de rechange, ce qui rendrait dés lors
totalement inefficace toute opération de lutte antivectorielle en cas d’épidémie. Il est donc
urgent d’évaluer d’autres substances actives insecticides au mode d’action différent de celui
des pyréthrinoides, d’obtenir ensuite leur autorisation de mise sur le marché et de permettre

ainsi de les utiliser en alternance avec la deltaméthrine en santé publique.

Bien que la meilleure méthode a utiliser en cas d’épidémie ait été identifiée, aucune méthode
de contrdle a long terme n’a démontré jusqu'a présent une réelle efficacité. Ae. albopictus

continue inexorablement son expansion a travers le monde.
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Suite a 3 années de suivi d’Ae. albopictus a Nice, il me semble que la lutte contre les adultes
est celle qui pourrait apporter le meilleur résultat concernant le contrdle d’Ae. albopictus. Une
perspective intéressante a nos travaux serait le développement d’approches similaires a celle
des PPL. Néanmoins, des études plus poussées devront étre poursuivies sur le comportement
des femelles d’Ae. albopictus, au stade gravide, face aux insecticides a effet persistant comme
ceux issus de la technologie de microencapsulation. La recherche seule ne pourra pas aboutir a
la limitation de la multiplication et de la propagation d’Ade. albopictus, la participation
communautaire, dont I’impact est loin d’étre négligeable, est indispensable pour un contrdle

efficace contre ce vecteur commensal de I’homme.
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