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et & la Division de l'Eradication du Paludisme

Dens son septidme rapport (1956), le Comité d'experts des Insecticides
a recommandé la diffusion d‘'une méthode d'épreuve ﬁermet,tant de mesurer le degré
de résistence des larves de moustique. Cette méthode, résumée par Brown (1957),
devait tre la synthése des méthades en vigueur. Une technique provisoire a éié
éleborée en conséquence avec les conseils du Dr J. R. Busvine et du Dr R. W. Fay
‘et 28 nécessaires dtépreuve ont 6té distribués & d'éminents expérimentateurs en
divers points du globe. Pour chaque concentration d‘insecticide, la technigue
provisoire recommendait d'effectuer des tests paralldles avec 30 larves & la fois

dans des cuvettes émaillées renfermant chacune un litre d‘eau.

les résultats des épreuves faites par les expérimentateurs sont préséntés
dans les tebleaux 1, 2 et 3. les mortalités sont fondées sur les nonbres de larves
mortes aprés une période d'exposition de 24 heures, étant entendu que lton ne
devait pes tenir compte des insectes moribonds. Dans la déterminetion de le CLso,
la courbe de régression dose-mortelitdé a été edaptée & vue aux points qui éteient
donnés par les mortalités en pourcentage corrigées d%aprés la mortalfté chez les

témoins au moyen de la formule d'Abbott.

Dans la discussion des résultats, il est plus clair de libeller la CL

en tant de parties pour un millierd. Comme chacun seit, les larves d‘enophéles

50

sont normelement trds sensibles au DDT., Les réaultats révélent que les CL50 pour
A. slbimanus et ), aquaselis sont de l'ordre de 5 parties pour un milliard ou moins.

Il est intéressant de noter que les coloniesdud, atropervus élevées su leboratoire
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& partir dfinsectes capturés & Ferrare (Italie) avent 1'emploi du DDT, ont présenté
& Rome une CL50 de 3,8 psp.milliard (E. Mosna, Etudes de laboratoire sur l'apparition
d'une résistance aux insecticides chez les anophdles. Section du paludisme de 1'OMS.
Rapport intérimaire * - %, 1G57). Xlo:- wisulists obbhums avec la souche du labsratolre
. 50 de 5 p.p.milliard,
de 1,5 p.p.milliard signalée pour cette souche sept

dfOrlando au cours des épreuves faites en 1957 ont fourni une CL
légdrerent supérieure & la CL5‘
ennées auparavant (Incho & Deonier, 1950) et de 2 ;5 pop.milliard signalée voila douze

ons (Deonier et sl., 1945).

Les résultots obtenus en Jozx danln ov } superpictus et & sergenti donnent
des CL50 comprises entre 10 et 40 purties pour un millierd. Ces résgltats sont ’
comparebles suz 34 p.p.millierd, obtenus, en 1948 (Kuhlow, 1957), pour un lot de
A, =imparvus s élevés au laboratoire provenant d’Allemegae du nord, Des lﬁwes dé
50 de. 30 PePs |
willizrd Guelque % mois (et 4 pulvérisations) aprés une épreuve qui avait donné une
CL,, e 5 pememiliiacd (Pavidion, 1957a). Ia colonie de b, quadrimsculatus élevée eux

A, zauti recucillics & Hollandia (Nouvelle-Guinée) ont domné une CL

1.szb<ma't0:Lreu de Bethesda prdsentait une tolérance de cet prdre » lo CL5O étant de
17 pepemilliard. IL en allait de rfme de la colonie dz &, gombiae élevée au la'bora-

toire d'Arusha pour laquelle lé CL_. éteit de 25 p.p;r?‘;‘,lli&rd.

50
Tr. eutre péint qu'a révélé Llemploi du nécessuire d!éprcuve est la trds
havte résistance au DDT des larves ¢ & A, *-‘-';'Pghemi en irake Avec des CL50 comprises
entre 2000 ¢ 3000 2-p-milliard, on est trés loin des valeurs obtenues en 19%8 pour
une souclke de labornto1re provenant de. Madras, qui avait domné une CL50 de 51&0 Pepamils
1iard & Londres (Dovidson, 1957) et de 340 p.psmillierd & Hambourg (Kuhlow, 1957)
On a obscrvé we toldrance natu*elle du méme ordro chez A.. subpictus dans les réglons
de 1'Inde aon sovnises avx pulvérisations, ol la CL_O pour des captures faites &
bLrthala était de 250 p.p.millisrd (Shorms & Kmshnamurbhy)‘ Les captures de A« quadri-

maculatus frites gn 1950, dans des zones non traitées de la vallée du Tennessee, ont

donné une CI5O de L'ordre de 110 pspemilliard (Ludvik, Snow & Hawkine, 1951).

Jes lairves de Culiex sont rormelemert beaucoup pius tolérantes au DDT que
les larves d'Anopholos. Les résultats obtenus & Cayenne pour Cr fatigens domment

des CL5O atteignent jusqu'a 150-250 p.p-millierd. Elles sont nettement plus élevées
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que celles que l'on avait obtenues auparavent & savoir 25 p.p.milliard & Lagos,
Nigeria (Elliott, 1955); 40 p.p.milliard & Maracay, Venezuela (Blazquez, 1957);

45 pyp.miliiard & Visalis, Californie (GJjullin & Peters, 1952); 52 p.p.milliard &
Clemvwood, Rio Demerera (Elliott, communicetion & 110M3) et 62 p-p.milliard & Berkeley,
Californie (Thevasagayam, 1957). En fait, la population de Culex de Ceyenne est
résistante & l'isomére gemme de 1'HCH et & la dieldrine et évidemment, 1a pression
sélective de 1'HCH & entra$né une certaine tolérance physiologique (vigor tolerance).
au DDT» Cependant, il conviendrait de noter que les souches melaises non touchées &
_Tempin (Whartom), 1955) et & Kuela Lumpur (Rela, 1955) ont presenté me CL,)_O' atteignant,
15 et 224 p. p.mﬁliard respectivement. ’

- La valeur de 61 p.p.milliard obtenue pour la CLSO dans{ le cas de C. tarsalis
3 Kerman, Californie, est considérablement plus élevée que celle de 9 p.p.milliard enw
registrée en 1951 avec des populations d'insectes de zones non traitées du conrbe de
Kern, Californie (Gjullin & Peters, 1952). En Amérique du Nord, les chiffres normaux
pour C. pipiens sembleraient &tre compris entre 13 p.p.milliard, résultat obtenu & -
Princeton, New Jersey par Burbutis & Davis (1955), et 20 p.p.milliard, résultat obtemu

3 Hamilton, Ontario, par Brown, Armstrong & Peterson (1954) .

Les larves d'Aedes sont normalement trés sensibles au DDP. Par exemple, la
CLSO pour A, aegypti se situe entre 4 et 1l p.p.,milliard (Busvine, 1956), seule une
- souche originaire de 1'Inde donnant des chiffres qui vont jusqu'a 50 p. p.milliard

(Pal & Sharma, 1952). Les chiffres de }1& a 80 p.p.milliard pour A. ta.eniorhynchus

obtenus en 1957 par le Laboratoire d'Orlando indiquent donc une tolérance anormale
au DDT, surtout quand on la compare au chiffre de 5 p.p.milliard obtenu en 1949 2
Titusville, Floride (Deonier & Gilbert, 1950). La valeur de 350 p. é.milliard trouvée

en 1957 pour la CL_,. & Hanford, Californie, dénote une résistance au DDP plus élevée,

50

surtout si on la compare A la valeur de 11 p.p.milliard obtenue en 1951 dans les zones

“fion traitées du comté de Kern (Gjullin & Peters, 1952).

Ces épreuves ont permis de recueillir le premier ensemble de données repré-
sentatif des sensibilités respectives de diverses espdces de larves d'Anopheles 3 la
dieldrine. Elles montrent que les valeurs de la CLSO sont inférieures & 4 p.p.milliard

pour A, albimanus, A. aquasalis, et méme pour A. stephansi DDP résistant, en Irak.
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A cet égard il y a similitude avec la colonie de A. guadrimaculatus élevée en 1950
au Laboratoire d'Orlando, qui a donné une CL50 de 0,8 p.p.milliard de dieldrine
(Keller, Davis & Mooney, 1951). Les résultats obtenus en 1957 pour A. guadrimaculatus

montrent que la CLSO est de 25 p.p.milliard pour la colonie d'Orlando, La tolérance
3 la dieldrine de la colonie de A. gambiae d'Arusha a également augmenté approximeti=

vement dans les mémes proportions.

Lés degrés normeux de sensibilité des larves de Culex fatigans a la .diei-
drine ont été les suivants : 3 p.p.milliard i Tampin, Malaisie (Wharton, 1955),
5 p.p.milliard A Lagos, Nigeria (Elliott, 1955), 6 p.p.milliard & Kuala Lumpur,
Malaisie (Reid, 1955) et 16 p.p.milliard & Berkeley, Californie (Thevasagayam, 1957).
Les chiffres de 90-110 p.p.milliard trouvés & Cayenne pour la CL

50 indiquent donc

une résistance vraie & la dieldrine, bien qu'elle soit apparue sous la pression sélec-
tive de 1'HCH; un cas analogue de résistance croisde & la dieldrine a été dderit

par Reid (1955) & Georgetown, Malaisie, ol la CL_._ atteignait 247 p.p.miliiard.

50
Les larves d'ﬂid_e_g_ ne sont évidemment pas aussi sensibles & la dieldrine

que celles d'Anopheles, ou méme de Culex. Les chiffres pour la CLSO de souches nor=

males de A, aegypti s'établissent comme suit : 14 p.p.milliard & Kuala Lumpur

(Wharton, 1955), 15 p.p.milliard & Lagos (Elllott, communication & 1'OMS),

40 p.p.milliard & Corupano, Venezuela (Blazquez, 1957) et sur une souche d'un labora-

toire londonien (Shidrawi, 1957). Les chiffres pour la CL_. obtenus & l'occasion des

50
tests effectués en 1957 sur Aedes taeniorhynchus dans le comté de Brevard (Floride)

sont compris entre 8 et 20 p.p.milliard; ils montrent qﬁe la tolérance & la dieldrine
dépasse le chiffre de 2 p.p.milliard trouvé dans cette région en 1949 (Keller &
McDuffie, 1952), ‘

Les seuls renseignements antérieurs dont on dispose sur la sensibilité des

larves d'Anopheles 3 1'isomére gamma de 1'HCH ont &té obtenus sur A. quadrimaculatus.
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Incho & Deonier (1950) ont signalé une CL50 de 5 p.p.milliard, alors que Keller,
Davis & Mooney (1951) ont trouvé une valeur de 13 p.p.milliard:. Les chiffres obtenus
en 1957 pour la méme souche du Laboratoire d'0rlendo ont été de 30~75 p.p.milliard.
Tandis que la CL5O
frangaise, la CLSO
On a déterminé les taux normaux de sensibilité de Culex fatigans & 1'isomére
gamme. de 1'HCH pour trois populations de Malaisie et l'on a trouvé des CLS'O
entre 14 et 26 p.p.milliard, Les chiffres de 500-550 p.p.milliard obtenus en 1957,

pour A, aquasalis a été inférieure & 4 p.p.milliard en Guyane
pour A. stephensi DDT résistant a été de 80 p.p.milliard en Irak,

somprises

% Cayenne, avec le nécessaire d*épreuve indiquent une importante résistance a 1‘mH
résistance supérieure & celle enregistrée & Georgetown, Melaisie (Reid, 1955), ot 1a
Q)L était égale a 257 p. p.milliard

On ne peut faire aucune géneralisation au sujet de la sensibilite des 7
larves 2 1'HCH chez le genre 5.‘?.‘.?3’ Les CL50 ont été de 60 p.p. millia.rd pour une.
souche de Kuala Lumpur (Wharton, 1955), de 90 p.p.milliard pour une souche de Klang,
Malaisie et de 140 p.p.milliard pour une souche d‘un laboratoire londonien (Shidrawa,

"1957). Les chiffres relevés pour d'autres eSpécesb'd'_A_eLi_e_si de régionsv non traitdes
sont les suivants ¢ 26 p. p.milliard pour A, dorsa]:is, en C‘a.lifornie;‘ 11 .ﬁ.p.;nilliam
pour A. nigromaculis en Californie (Gjullin & Peters, 1952) et 2 p.p.milliard pour
‘A, taeniorhynchus, en Floride. En Floride, les chiffres de 18-50 p.p.milliard obtenus
en 195'{ pour A. taeniorhynchus représentent une augmentation significative de la
tolérance & 1'HCH.

La deseription de la teéhnique provisoire figure ci~apras 3
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METHODE A SUIVRE ,
POUR DETERMINER IA SENSIBILITE QU IA
RESISTANCE DES LARVES DE MOUSTIQUES
AUX INSECTICIDES
Introduction

a) Pour pouvoir déceler l'apparition d'une souche de moustiques résistante aux
insecticides, i1 faut &isposer, au sujet de l'espéce en cause, de données de référence
antérieures 3 toute application en grand d'insecticides; & défaut de données de cette
nature, on procédera 4 des comparaisons avec des spécimens provenant de territoires non
traités, Quand on entreprend des traitements larvicides réguliers contre les mous-
tiques, il convient de déterminer le plus t0t possible le degré normai de sensibilité
des larves. A cet effet, on exécutera plusieurs tests (huit au minimum) en des lieux
et des saisons différents, de maniére 4 faire ressortir les Variatioqg biologiques nor-
mles,

b) les tests seront répétés 3 intervalles réguliers pour mettre en évidence.
toute diminution importante de la sensibilité. Il y a lieu de soupgonner l'apparition
d'une.résistance chez les larves de moustiques si l'on constate que la CL50 a augmenté
de 10 & 50 fois par rapport & sa valeur primitive, ou s'!'il y a une partie de la popu~
lation qu'aucune des concentrations disponibles ne permet plus de tuer, les observa-
tions faites jusqniici,encore qu'elles soient relativement peu nombreuses, montrent

qu'il faut soupgonner une résistance chez Aedes ou Anopﬁelés quand la CLSO dépasse

0,1p-p.m et chez Culex quand elle dépasse 1 p.p.m.

¢) On tiendra compte de tous traitements insecticides antérieurs qui auraient
été effectués dans le territoire considéré, soit pour combattre les moustiques soit
pour des fins agricoles importantes. Il faut souligner que le test décrit ci-apres
n'a pas été congu pour indiquer l'efficacité relative des insecticides sur le terrain

quand plusieurs préparations sont utilisées concurremment,
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COmp031tlon du necessalre d'epreuve

a) Ie nécessaire contient trois insecticides - 3 savoir du DDT (isomére p.p!
purifié), de 1'HCH gamma ou lindane (isomére gamma pur) et de la dieldrine (HEOD
purifié) - chacun d'eux en cing concentrations différentes. Ces préparations sé)
présentent sous forme de solutions éthanoliques normalisées, en flacons de 50 ml; .
dlluees a raison de 1 ml pour 250 ml d'eau, elles donnent respectlvement les con~
centratlons suivantes : 0 004 0,02 - 0, 10 - 0,50 - 2 SO;xnwu,qul sont’ 1nd1qnées
sur chaque flacon. Une solution normalisée de dleldrlne permettant d'obtenir une
concentratlon de 0 ,0008 p.p.m.est egalement fournie pour les espéces trés sens1b1es

telles que certalns anophéles,

b). Si l'on désire utiliser des concentrations intermédiaires, on préparera
de nouvelles solutions normalisées en diluant dans 1'éthanol pur une certaine quantité
de l'une des solutions fournies (par exemple, on obtiendra une solution normalisée
d 0,0lpnmen diluant une certaine quantité de la solution &.0,02 pp.m. contenue
dans le nécessaire avec une mdme quantité d'éthanol et c'est de cette nouvelle solu-
tion normalisée que l'on prélévera 1 ml pour l'ajouter 3 1l'eau du récibient d!épreuve,
comme il est indiqué ci-aprés, 3 la section "Technigue", au parégrqphé c)). Si 1l'on
désire utiliser des concentrations plus fortes que celles fournies, il conviendra
de s'adresser & 1!'OMS, |

.¢) Ie nécessaire contient encore trois pipettes de 1 ml, soit une pour chaque
insecticide, et un tube en caoutchouc que 1l'on fixera éux pipettes pour aspirer. On
trouvera enfin deux comptes-gouttes oculaires et un tamis métallique qui servira
4 transférer les larves, L'usager est supposé fournir lui—mﬁme les récipients des-

tinés 4 la collecte des larves et 34 llexécution de 1l'épreuve,

Technique

a) Pour exécuter un test complet avec un insecticide, on récueillera sur le
terrain des larves en nombre tel que l'on puisse en trier 300 environ de la méme
espéce, Les larves choisies devront &tre é 1éur‘troisiéme instar ou au début‘du
quatriéme jusqu'au moment de leur utlllsatlon pour 1'epreuve, elles seront conservées

dans l'eau dans 1aquelle elles auront été recueillies, On éliminera toute larve
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présentant des anomalies, par exemple un aspect duveteux dd 4 la présence de para-
sites fixés 3 la surface de leur corps. Les larves seront réparties par lots de

20 & 25 dans 12 petits béchers contenant chacun 25 ml d'eau. Le transfert s'effectuera
au moyen soit du tamis contenu dans le nécessaire, soit d'un compte-gouttes: oculaire
et d'un cdne de papier-filtre; pendant l'opération, les larves seront légérement
rincées & 1l'eau claire,

~ b) Prendre 12 récipients de verre (pots, bols ou béchers de 500 ml) ayant
un diamdtre de 7,5 4 10 cm environ (3 3 4 pouces) et verser 225 ml d'eau dans chacun
dteux, On peut utiliser de l'eau distillée ou de l'eau de piuie, de puits‘ou de |
rividre ou encore de 1l'gau du robinet renfermant aussi peu de chlore ou d!impuretés
organiques que possible, Il faut se rappeler que l'eau distillég,du commerce peui
contenir des traces de métaux lourds toxiques. Certaines espéces de'larves = par
exemple les larves de moustiques des marais salants ou de moustiques qui gltent dans
les arbres creux - sont susceptibles d'@tre affectéés par un trénsfert dans une eau
relativement pure,.ce qui se traduit par une mortalité élevée dans 1'épreuve témoinj en
pareil cas, on utilisera l'eau du gite larvaire, & condition qu'elle ne contienne
pas d'insecticide et l'on éliminera soigneusement tout détritus. Noter la température
moyenne de l'eau, qui devra &tre d'environ 2500; en aucun cas, elle ne devra éire
‘inférieure & 20°C, ni supérieure a 30°C,

¢) On prépare alors les concentrations d'épreuve en prélevant 3 la pipette
1 ml de la solution insecticide normalisée choisie : cette solution est introduite
dans chaque récipient de verre, sous la surface de l'eau; on agite ensuite énergi=
quement pendant 30 secondes avec la pipette, Quand on prépare une série de concen-
trations différentes, on commence par la plus faible., Effectuer deux épreuves

paralléles et deux épreuves témoins pour chaque concentraiion,

d) Quinze & trente minutes aprds avoir préparé les concentrations d'épreuve,
on ¥y introduit les larves de moustiques en versant le contenu des petits béchers dans

les récipients d'épreuve,

e) - Aprds 24 heures, on procéde & un dénombrement et 1'on’ note sur la formule
fournie ¢ 1) le nombre des larves mortes; ii) le nombre des larves vivantes; et

111) le nombre des larves moribondes. On considérera comme mortes les larves qui ne
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donnent aucun signe de mouvement quand on les touche avec une aiguille dans le siphon
ou la région cervicale. On considérera comme moribondes les larves incapables d'at-
teindre la surface (dans un laps de temps raisonnaBle)‘oﬁ de ﬁanifester la réaction
de plongée caractérisfiqué‘quand on agite l'eau; ces 1afves peuvent; aussi présenter
une décoloration, des positions non hatﬁrélles, des spasmés, des mouvements désor-

donnés ou un état de rigidité.

f) Comme 1l est ihdiqué dané les formules de rapport, les larves qui se trans-
forment en pupes doivent €tre élimindes de l’épreuve;.Quand plus de 10 % des larves
témoins formeht une pupe au cours du test, celui-ci doit &ire.entiérement annulé.
Quand la @ortalité dépasse 20 % dans l'épreuve témoin, le test est considéré comme non

satisfaisant et doit &tre recommencé.

g) Si 1'on ne dispose Que d'un nombre restreint do larves, on pourra se conten-
ter de 100 larves. Avec ces 100 larves, on pourra, en utilisant 4 concentrations, ef-
fectuer deux épreuves paralldles pour chaque-concentration,-é raison de 10 larves par
épreuve, et l'on procédera simultanément & deux épreuves témoins,‘ La gamme de cone.

centrations choisies devra comprendre une concentration donnant une mortalité de 1003%.

Remarques générales

a) ~Ie titre des solutions normalisées fournies risque d'étre modifié si on laisse
l'alcool s'évaporer. Les flacons doivent donec &tre hermétiquement bouchds aprds usage.
On cessera de se servir d'une solution lorsqu'il en restera moins de 5 ml, %'OMS four~

nira sur demande des solutions normalisées fraifches.

b) Les récipients d'épreuve doivent &tre minutieusement nettoyés aprds usage
afin d'enlever toute trace d'insecticide. Ils seront rincés & fond, frottés avec un
détersif et de 1l'eau, ou nettoyés avec une solution de bichromate de potassium, puis

‘rincés une nouvelle fois. ILes pipettes seront minutieusement nettoyées & 1'acétone ou

3 l'alecool.
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c) Pour le calcul des pourcentages de mortalité correépondant a4 chaque concen~
tration, on additionnera le nombre des larves moribondes et le nombre des larves mortes
de chaque série d'épreuves paralldles. L'observateur désirera peut-€tre établir la
ligne de régression dose-mortalité d'aprés les résultats obtemus. Il a été prévu, 2
cet effet, un papier gausso-logarithmique pour le report des résultats. La ligne de
régression peut &tre tracée & vue et la CL50 ou la CL90 est algrs lué d'aprds le gra-
phique. Elle peut aussl €tre tracée avec plus d'exactitude par la méthode de Litchfield
& Wileoxon (J. Pharm. Exp. Ther. 96, 99-113, 1949). Des tirés & part de cette étude
peuvent €tre également obtenus auprds de 1'OMS. Une autre solution consiste & calculer
la CLSO par la méthode statistique décrite dans le document WHQ/MaL/174 Rev 1;
WHO/HS/58 Rev.l par Swaroop et Uemura.

d) Lorsque la mortalité chez les témoins est supérieure & 5 %, il convient de
corriger le pourcentage de mortalité en appliquant la formule d'Abbott

Mortalité chez les moustiques d‘'épreuve (en %)
- Mortalité chez les témoins (en %)

% 100
100 ~ Mortalité chez les témoins (en %)
e) Les résultats consignés sur les formules fournies doivent etre envoyés 2
1*Organisation mondiale de la Santé (Division de l‘Assainissement), Palais des Nations,
Genéve, Suisse. Dans le cas des anophdles, les résultats doivent &tre adressés a

1'Organisation mondiale de la Santé (Division de 1'Eradication du Paludisme).
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