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AVIS

en réponse a la saisine du 12 octobre 2015
concernant l'utilisation de moustiques génétiquement modifiés
dans le cadre de la lutte antivectorielle®.

Paris, le 31 mai 2017

Le Haut Conseil des biotechnologies (HCB) a été saisi le 12 octobre 2015 par la ministre en charge de
I’environnement d’'une demande d’éclairage concernant I'utilisation de moustiques génétiquement
modifiés dans le cadre de la lutte contre les populations de moustiques vecteurs d’agents
pathogénes responsables de maladies.

Pour répondre a cette saisine, le Comité scientifique (CS)* du HCB s’est constitué un groupe de
travail® d’experts sélectionnés pour leurs compétences dans les disciplines requises, placé sous la
double égide du HCB et du Centre national d’expertise sur les vecteurs (CNEV).

Le présent avis a été élaboré sur la base du rapport de ce groupe de travail, sous la présidence de
Jean-Christophe Pageés. Il a été adopté par voie électronique et transmis aux autorités compétentes
le 31 mai 2017, et publié sur le site du HCB le 7 juin 2017".

! La saisine est reproduite dans I’Annexe 1.
% La composition du CS du HCB et les modalités de I'élaboration de I'avis sont indiquées dans I’Annexe 2.
* La composition du groupe de travail du CS et ses modalités de travail sont indiquées dans I’Annexe 3.

* Citation recommandée : Comité scientifique du HCB (2017). Avis du Comité scientifique du Haut Conseil des biotechnologies concernant
I'utilisation de moustiques génétiquement modifiés dans le cadre de la lutte antivectorielle en réponse a la saisine du 12 octobre 2015 (Réf.
HCB-2017.06.07). (Paris, HCB), 150 p. Disponible sur http://www.hautconseildesbiotechnologies.fr.

Mots-clefs : moustiques, arboviroses, parasitoses, lutte antivectorielle, OGM, forcage génétique, TIS, Wolbachia, évaluation des risques.
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ABREVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES
AIEA : Agence internationale de |'énergie atomique
AMM : autorisation de mise sur le marché
Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
Bti : Bacillus thuringiensis israelensis
Cas9 : CRISPR-associated protein 9 (protéine 9 associée aux CRISPR)

CRISPR : clustered, regularly interspaced, short palindromic repeats (courtes répétitions
palindromiques groupées et régulierement espacées)

CHIKV : virus du chikungunya
CNEV : Centre national d’expertise sur les vecteurs

CRISPR : clustered, regularly interspaced, short palindromic repeats (courtes répétitions
palindromiques groupées et régulierement espacées)

CS : Comité scientifique du HCB

CEES : Comité économique, éthique et social du HCB

DENV : virus de la dengue

DROM-COM : Départements et régions d'outre-mer - Collectivités d'outre-mer

ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control (Centre européen pour la prévention et le
contréle des maladies)

EFSA : European Food Safety Authority (Autorité européenne de sécurité des aliments)
EID : Entente Interdépartementale pour la démoustication

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organisation des Nations unies pour
I'alimentation et |'agriculture)

FG : forcage génétique

GIV : gestion intégrée des vecteurs

GM : génétiquement modifié

gRNA : guide RNA (ARN guide)

GT : groupe de travail

HCB: Haut Conseil des biotechnologies

IC : incompatibilité cytoplasmique

InVS : Institut de veille sanitaire

IP : interférence avec le pathogene

LAV : lutte antivectorielle

na : non applicable

NHEJ : non homologous end joining (ligation non homologue)
OGM : organisme génétiquement modifié
OMS : Organisation mondiale de la santé

OVM : organisme vivant modifié
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RIDL : release of insects carrying a dominant lethal gene or genetic system (lacher d'insectes porteurs
d'un géne ou d'un syteme génétique létal dominant)

SIT : sterile insect technique (technique de I'insecte stérile)

TIl : technique de I'insecte incompatible

TII-TIS : technique de I'insecte incompatible associée a une faible dose d’irradiation
TIS : technique de l'insecte stérile

WNYV : West Nile virus (virus du West Nile ou du Nil occidental)

YFV : Yellow fever virus (virus de la fievre jaune)

ZIKV : Zika virus (virus Zika)
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GLOSSAIRE

Allochtone : une espéce est considérée allochtone dans une zone donnée si elle n’en est pas
originaire, par opposition a une espéece autochtone.

Anthropophile : se dit d’'un moustique qui préfére les étres humains comme source de repas sanguin
par rapport a d’autres animaux (McGraw and O’Neill, 2013).

Arbovirus : (contraction de arthropod-borne virus) virus transmis par des arthropodes.

Arthropodes : embranchement d’animaux invertébrés. Les arthropodes (du grec arthron,
articulation, et podos, pied) sont caractérisés par un corps segmenté articulé, dont les segments sont
munis d’appendices eux-mémes articulés, et recouvert d’une cuticule rigide. Constituée de chitine
dans la majorité des cas, cette cuticule joue le role d’'un exosquelette, qui est renouvelé au moment
des mues. Les arthropodes regroupent les sous-embranchements des hexapodes (dont les insectes),
des crustacés, des chélicérates (dont les arachnides) et des myriapodes.

Autochtone : une espéce est considérée autochtone si elle est originaire de la zone considérée, par
opposition a une espéce allochtone ou exotique ; un cas de maladie autochone se dit d’'un hote
vertébré qui a contracté la maladie dans la zone considérée, par opposition a un cas importé ou

introduit (CNEV).

Auto-dissémination : principe consistant a attirer un insecte vers un piege [de repos ou d’oviposition
(ponte) dans le cas des moustiques] ou il va se contaminer avec un biocide qu’il va lui-méme
transporter jusqu’a ses partenaires sexuels ou ses gites larvaires.

Auto-entretenue (traduction proposée pour la terminologie anglaise « self-sustaining ») : se dit d’'une
technique de lutte antivectorielle dont les effets se répandent dans I'espace et durent dans le temps,
sans nécessiter d’intervention de maintenance. Dans le cas de techniques de lutte impliquant des
lachers d’insectes modifiés, la persistance dans le temps et la propagation dans I'espace de la
modification sont fonction de I'équilibre entre la dynamique de propagation de la modification et
I’éventuel désavantage sélectif qu’elle confére aux individus modifiés.

Auto-limitée (traduction proposée pour la terminologie anglaise « self-limiting »): se dit d’une
technique de lutte antivectorielle qui a des effets limités dans I'espace et le temps, a moins d’étre
entretenue. Dans le cas de techniques de lutte impliqguant des lachers d’insectes modifiés, la
modification disparait de la population a moins d’étre réintroduite par des lachers réguliers
d’insectes modifiés.

Capacité vectorielle : efficacité avec laquelle une population de vecteurs peut transmettre un
pathogéne (Alphey, 2014). Somme de facteurs intrinséques et extrinseques, incluant la compétence
vectorielle, la longévité, I'agressivité, 'abondance des vecteurs (Rodhain and Perez, 1985). Ce
parameétre est indicatif du nombre d’infections qu’un vecteur va produire a partir d’un individu
contagieux (Fontenille et al., 2009).

Compétence vectorielle : aptitude physiologique d'un vecteur individuel a héberger un pathogene et
devenir infectieux (Alphey, 2014). Aptitude d'un insecte a s'infecter a partir d'un repas de sang pris
sur un hote infecté, a permettre le développement du pathogene, et a assurer sa transmission a un
nouvel hote (Tran et al.,, 2005). La compétence vectorielle dépend essentiellement de facteurs
génétiques, du microbiote intestinal, et d’autres facteurs encore mal connus.

Conditions semi-controlées : systemes expérimentaux confinés (cages dans des serres) placés dans
I’environnement.

CRISPR-Cas9 : systeme enzymatique d’origine bactérienne, composé d'une endonucléase (Cas9) et de
molécules d'ARN (CRISPR, tracr) qui définissent par complémentarité la séquence d'ADN reconnue et
coupée par Cas9. Adapté comme outil de biologie moléculaire, ce systéme facilement programmable
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permet d’effectuer des modifications ciblées (mutations ponctuelles ou insertions de transgénes)
dans des sites précis d’'un génome.

Elimination d’une population : objectif de stratégie de lutte antivectorielle. Nécessairement locale,
I’élimination d’une population signifie la disparition, sur un territoire donné, d’une population isolée
de vecteurs. Cette notion est a distinguer de I'éradication d’une espeéce.

Endémie : persistance d'une maladie infectieuse au sein d'une population ou d'une région (Larousse).

Endémo-épidémie : une maladie infectieuse endémique est généralement latente, seuls quelques cas
se déclarant sporadiquement. Elle peut néanmoins se manifester, épisodiquement, de facon plus
dense, donnant lieu a une « endémo-épidémie » (Larousse médical).

Endophage : en entomologie, se dit d'un arthropode hématophage effectuant ses repas sanguins a
I'intérieur de I’habitat de son hote (Dictionnaire médical de I’Académie de Médecine).

Endophile : en entomologie, se dit d'un arthropode ayant pour gites de repos des abris constitués par
I’habitat de son héte comme lintérieur des habitations, des étables ou des porcheries, des
poulaillers, des terriers, etc. (Dictionnaire médical de I'’Académie de Médecine).

Enzootie : Maladie infectieuse des animaux sévissant dans une zone donnée (étable, village, région,
etc.) ou a certaines époques périodiques, sans tendance a I'extension (Centre National de Ressources
Textuelles et Lexicales). S'oppose a épizootie.

Epidémie : développement et propagation rapide d'une maladie contagieuse, le plus souvent
d'origine infectieuse, dans une population (Larousse). Dans le contexte de la lutte antivectorielle, le
terme « épidémie » se référe a la propagation d’une maladie a transmission vectorielle et non d’une
maladie dite « contagieuse ».

Epizootie : épidémie qui frappe les animaux (Larousse).

Eradication d’'une espece : objectif de stratégie de lutte antivectorielle. Nécessairement globale,
I’éradication d’une espece signifie la disparition de tous les individus de I'espéce a I'échelle de la
planéte. Cette notion est a distinguer de I'élimination d’une population.

Exophage : en entomologie, se dit d’'un arthropode hématophage effectuant ses repas sanguins a
I’extérieur de I'habitat de son héte (Dictionnaire médical de I’Académie de Médecine).

Exophile : se dit d’'un arthropode qui vit a I'extérieur des habitations (Dictionnaire médical de
I’Académie de Médecine).

Fitness (vigueur) : en biologie évolutive, la fitness d'un individu ou d'un gene décrit son aptitude
relative a se reproduire, définie par le changement de fréquence du génotype d'un individu (ou d'un
géne) d'une génération a l'autre. Souvent estimée en tant que succes reproductif sur toute une vie
(nombre de descendants d'un individu ou nombre de copies d'un géne) (Lambrechts et al., 2008).

Forcage génétique (gene drive) : augmentation de I'hérédité d’'un élément génétique par rapport a
I’'hérédité naturelle décrite par les lois de Mendel, conduisant a I'accroissement de la fréquence de
cet élément génétique dans une population.

Gestion intégrée des vecteurs (GIV) : processus rationnel de prise de décisions dans la perspective
d'une utilisation optimale des ressources affectées au contréle des vecteurs (WHO, 2012). La gestion
intégrée suppose une connaissance approfondie de |’écologie des populations cibles, de I'efficacité et
des interactions entre méthodes de lutte, et des conséquences environnementales et économiques
de la lutte a moyen et long terme.

Gites de repos : en entomologie, lieux ol les adultes séjournent, soit apres la prise de leur repas
sanguin pour les arthropodes hématophages, soit aprés I'accouplement.
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Gites larvaires : lieux ol sont pondus les ceufs et dans lesquels les larves et les nymphes se
développent. Peuvent étre d’origine naturelle ou anthropique (EID Mediterranée).

Glossines (mouches tsé-tsé): insectes dipteres du sous-ordre des brachyceres, vecteurs de
trypanosomiases humaine (maladie du sommeil) et animale (maladie qui rend le bétail anémique).

Hématophage : se dit des animaux qui se nourrissent du sang d'autres animaux vivants ; se dit d'un
parasite ou d'un insecte vecteur de maladie parasitaire et qui se nourrit de sang (Larousse).

Hémizygote : une cellule ou un organisme diploide est dit hémizygote pour un géne quand celui-ci est
présent en une seule copie, sans correspondance dans un éventuel chromosome homologue (c’est le
cas de la plupart des génes sur les chromosomes sexuels X ou Y, mais aussi d’une cassette génétique
intégrée de novo dans le génome). Si un organisme diploide porte deux alleles différents d’'un méme
géne a un locus donné (un alléle sur chacun des chromosomes homologues), il est dit hétérozygote
pour ce gene; s’il porte deux alleles identiques, il est dit homozygote. Un individu diploide
transgénique portant une copie d’'un transgéne est hémizygote. Il sera homozygote quand le
transgéne aura été acquis par les deux chromosomes homologues.

Incompatibilité cytoplasmique : phénomene qui résulte du fait que le sperme de certains individus
est incapable de former des zygotes viables avec les ovocytes d’autres individus (Alphey, 2014);
incapacité d'un embryon a se développer suite a l'accouplement entre un male infecté avec
Wolbachia et une femelle non infectée (McGraw and O’Neill, 2013).

Insectes : classe d’animaux invertébrés, appartenant au sous-embranchement des hexapodes
(caractérisés par trois paires de pattes) de 'embranchement des arthropodes. Il existe des insectes
ailés et non ailés. Les insectes ailés regroupent plus de 25 ordres différents dont les diptéres
(caractérisés par une paire d’ailes), incluant les moustiques.

Insecte stérile : insecte qui ne produit pas de descendants viables; insecte qui, a la suite d’un
traitement spécifique, est incapable de se reproduire (FAO, 2015).

Interférence avec le pathogene : phénomeéne par lequel Wolbachia peut diminuer la compétence
vectorielle de certains moustiques pour des virus ou autres parasites (Moreira et al., 2009).

Homing endonuclease : protéines « a téte chercheuse » capables de reconnaitre et cliver des
séquences d’ADN spécifiques de 12-40 nucléotides, permettant au gene dont elles sont issues de s’y
insérer (Belfort and Roberts, 1997).

Modification de population (traduction proposée pour la terminologie anglaise « population
replacement ») : stratégie de lutte antivectorielle visant a réduire la capacité inhérente aux individus
vecteurs d’une population a transmettre un pathogene donné. Il s’agit notamment de réduire la
compétence vectorielle d’'une population de vecteurs, sans nécessairement affecter la taille de la
population, en contraste avec les stratégies de réduction de population (WHO, 2014).

Moustiques (Diptera Culicidae) : famille d’insectes, du sous-ordre des nématoceres de 'ordre des
diptéres. La famille des moustiques comprend plus de 3500 especes et est divisée en trois sous-
familles : Anophelinae, Culicinae, Toxorhynchitinae. |l existe 112 genres de moustiques dont les plus
connus sont Anopheles (de la sous-famille des Anophelinae), Aedes et Culex (de la sous-famille des
Culicinae) (http://mosquito-taxonomic-inventory.info/).

Nuisant : en zoologie, désigne un arthropode qui pique sans transmettre de maladie. La notion de
nuisance concerne la géne, la spoliation sanguine, I'inflammation due a la piqlre ou la morsure, ou
les conséquences allergiques ou dermatologiques liées au contact avec un arthropode (Duvallet et
al., 2011).

Organisme génétiquement modifié : un organisme, a I'exception des étres humains, dont le matériel
génétique a été modifié d'une maniére qui ne s'effectue pas naturellement par multiplication et/ou
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par recombinaison naturelle (extrait de la définition réglementaire de la directive 2001/18/CE, voir
Annexe 13 du Rapport du GT pour la définition compléte).

Palustre : qui se rapporte au paludisme (Larousse). Un accés palustre est une crise de paludisme.

Pénétrance : Proportion d’individus d’un génotype donné qui montrent le phénotype attendu de ce
génotype.

Réduction de population (traduction proposée pour la terminologie anglaise « population
suppression ») : stratégie de lutte antivectorielle visant a réduire la taille d’une population d‘individus
vecteurs sous le seuil requis pour la transmission d’un pathogéne, sans affecter la compétence
vectorielle des individus restants, en contraste avec les stratégies de modification de population
(WHO, 2014).

Réservoir : étre vivant qui héberge et assure la survie prolongée d'un agent pathogéene transmissible
a I'Homme (Larousse).

Satyrisme : stérilisation des femelles d'une espece par des males d'une autre espece suite a des
accouplements interspécifiques non productifs. Ce phénomeéne peut étre naturel —il s’observe
naturellement entre Aedes albopictus et Aedes aegypti (Lima-Camara et al., 2013) et entre des
especes de tiques comme Amblyomma variegatum et Amblyomma hebraeum —, ou encouragé
artificiellement par des lachers de males d'une espéce dans I'habitat de l'autre espéce ciblée. On
parle alors de satyrisation, qui est I'exploitation du phénomeéne de satyrisme en lutte antivectorielle.
La satyrisation a été testée avec succes chez les glossines.

Self-limiting : voir auto-limitée.
Self-sustaining : voir auto-entretenue.

Seuil de Allee : seuil de densité de la population de vecteurs en dessous duquel celle-ci décline méme
en I'absence de lutte antivectorielle (Suckling et al., 2012).

Sexage : tri des individus en fonction de leur sexe.

Stades de développement des techniques de lutte antivectorielle : Phase |: expérimentation en
conditions contrblées en laboratoire ; Phase Il : expérimentation en conditions dites semi-controlées
(systemes expérimentaux confinés placés dans I'environnement) et phase de caractérisation du
terrain, de sélection du site pilote et de collecte de données entomologiques et épidémiologiques ;
Phase Ill : expérimentation en conditions de terrain, a I’échelle de un ou plusieurs villages en milieu
rural, ou de un ou plusieurs quartiers en milieu urbain, en comparaison avec des sites témoin ; Phase
IV : intervention en conditions opérationnelles de terrain, a large échelle, dans les conditions réelles
d’application intégrant les méthodes classiques de lutte antivectorielle.

Stratégie de lutte antivectorielle : choix d’une technique ou d’'une combinaison de techniques de
lutte antivectorielle pour atteindre un objectif tel qu’une réduction, une élimination ou une
modification d’une population de vecteurs, ou encore une éradication d’une espéce de vecteurs,
chacun de ces objectifs étant définis séparément dans le glossaire. La stratégie inclut aussi le mode
opératoire avec lequel la technique ou la combinaison de techniques va étre mise en ceuvre.

Sylvatique : se dit d’'une maladie ou d’un virus qui concerne ou infecte des animaux sauvages dans la
forét (Vasilakis et al., 2011).

Sympatrique : se dit d'espéces voisines vivant dans la méme région mais ne s'hybridant pas,
généralement du fait de facteurs d’ordre génétique (d’apres le Larousse).

Systéme vectoriel : systeme biologique complexe constitué de trois composantes: I'agent
pathogéne, I'arthropode vecteur (généralement plusieurs espéces), I'hGte vertébré (généralement
plusieurs espéces), et de toutes les inter-relations qui se sont établies entre elles (Rodhain, 2015).
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Technique de l'insecte incompatible : technique de lutte antivectorielle exploitant les propriétés
d’induction d’incompatibilité cytoplasmique de Wolbachia et consistant a relacher des males infectés
par Wolbachia pour stériliser des femelles locales. L'incompatibilité cytoplasmique entre males et
femelles s’exprime si les males sont infectés par Wolbachia alors que les femelles ne le sont pas ou
s’ils sont infectés par une Wolbachia incompatible avec celle infectant les femelles (M. Weill).

Technique de l'insecte stérile : technique de lutte contre les organismes nuisibles faisant appel a un

lacher inondatif d’insectes stériles a I’échelle d’'une zone pour réduire la reproduction d’une
population naturelle de la méme espece (FAO, 2015).

Transfert horizontal de génes : tout processus par lequel un organisme intégre, dans son génome, du
matériel génétique d’un autre organisme, sans faire partie de la descendance de cet organisme
(EFSA, 2013). En d’autres termes, un transfert horizontal de genes résulte en I'intégration, dans un
génome d’un organisme d’une espéce donnée, de matériel génétique issu d’un organisme d'une
autre espéce.

Transfert vertical de génes : tout processus par lequel un géne d’'un organisme est transmis a sa
descendance (EFSA, 2013). En d’autres termes, un transfert vertical de genes résulte en la
transmission de génes d'un organisme a sa descendance.

Transgénique : se dit d’un organisme qui porte un transgene, c’est-a-dire une séquence insérée dans
son génome par des techniques de biologie moléculaire.

Transinfection : transfert d'une infection bactérienne ou virale d'un hote a un autre par
microinjection (McGraw and O’Neill, 2013). Concernant Wolbachia : infection artificielle d’un nouvel
hote par injection de Wolbachia, soit dans des femelles adultes, soit dans le cytoplasme des ceufs
(Hughes and Rasgon, 2014).

Transmission verticale : transmission d’'un agent pathogéne dans la descendance d’une femelle
infectée.

Transposon : élément génétique mobile qui a la capacité de se répliquer et de se recopier dans un
génome (Tu and Coates, 2004).

Vecteur : organisme qui peut transmettre un pathogene entre deux hotes (Alphey, 2014).

Vigueur (fitness) : en biologie évolutive, la vigueur ou fitness d'un individu ou d'un gene décrit son
aptitude relative a se reproduire, définie par le changement de fréquence du génotype d'un individu
(ou d'un géne) d'une génération a l'autre. Souvent estimée en tant que succes reproductif sur toute
une vie (nombre de descendants d'un individu ou nombre de copies d'un gene) (Lambrechts et al.,
2008).

Wolbachia : les Wolbachia (a-protéobactéries) sont des bactéries intracellulaires trés fréquentes
chez les arthropodes, transmises maternellement et qui altérent la sexualité de leur héte de
différentes manieres (mortalité des males ou leur féminisation, induction de parthénogeneése, ou
encore incompatibilité cytoplasmique, exploitée dans la lutte antivectorielle). Toutes ces altérations
de la reproduction de I'héte favorisent la production de femelles porteuses de Wolbachia, le seul
sexe transmetteur, ainsi que la propagation rapide des Wolbachia dans les populations hotes (M.
Weill).

Zoo-anthropophile : en entomologie, se dit d’un arthropode hématophage qui peut obtenir son repas
de sang sur I’'Homme et sur I'animal. On définit alors un degré anthropophile par estimation de la
fréquence de ses repas sur I’'Homme par rapport a celle sur animal.

Zoonose : infection ou maladie pouvant se transmettre naturellement des animaux vertébrés a
I'Homme, et vice-versa (OMS).
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RESUME®

Le Haut Conseil des biotechnologies (HCB) a été saisi le 12 octobre 2015 par la ministre en charge de
I’environnement d’une demande d’éclairage concernant |'utilisation des moustiques génétiquement
modifiés (GM) dans le cadre de la lutte antivectorielle contre les populations de moustiques vecteurs
d’agents pathogéenes. Le Comité scientifique (CS) du HCB a élaboré son avis sur la base du rapport
d’un groupe de travail d’experts choisis pour leurs compétences dans les disciplines requises®.

Un état des lieux de la situation des maladies vectorisées par les moustiques sur les territoires
francais de métropole et d’outre-mer (dengue, chikungunya, Zika, fievre jaune, West Nile, paludisme
et filarioses lymphatiques) a mis en évidence le manque de thérapies et de vaccins pour la plupart
de ces maladies, et les limites des méthodes classiques de lutte antivectorielle contre les
populations de moustiques vecteurs des agents pathogénes responsables de ces maladies. En
complément aux recherches menées dans le domaine médical, il apparait essentiel d’explorer des
techniques alternatives et/ou complémentaires aux méthodes de lutte antivectorielle existantes.

L’avis du CS décrit les techniques de lutte émergentes faisant appel a des moustiques GM, |'état de
leur recherche et de leur développement, et les résultats des premiéres expérimentations dans le
monde. A ce jour, une seule technique est développée a un niveau opérationnel, la technique RIDL
de la société Oxitec, qui vise a réduire une population de moustiques par des lachers récurrents et
massifs de males transgéniques stérilisants. Deux autres techniques en sont a un stade plus précoce
de recherche et de développement et reposent sur un « forcage génétique » (FG), visant a propager
un caractere génétique dans une population naturelle, soit pour rendre les moustiques incapables de
transmettre des agents pathogénes (FG a des fins de modification de population), soit pour éliminer
cette population par propagation d’une stérilité (FG a des fins d’élimination de population).

Pour dégager les spécificités de ces techniques de lutte utilisant des moustiques GM, une analyse
transversale de I'ensemble des techniques existantes et émergentes a été réalisée en termes
d’objectifs visés, de potentiel d’efficacité et de durabilité, de contraintes techniques, et de risques
pour l'environnement et la santé. Ont été considérées aussi bien des techniques de lutte
antivectorielle classique (de type chimique, biologique, physique et environnemental), que des
techniques émergentes basées sur des lachers de moustiques, qu’ils soient GM (RIDL et différentes
techniques de FG), ou non GM, irradiés (TIS ou technique de I'insecte stérile classique), ou porteurs
de Wolbachia’ (TIl ou technique de I'insecte incompatible, et technique de propagation d’IP ou
interférence avec le pathogéne). Pour de nombreux points considérés, les techniques utilisant des
moustiques GM ne constituent pas un bloc homogéne et distinct des autres techniques, mais
partagent des caractéristiques en commun avec différents sous-ensembles de techniques.

® Ce résumé ne se substitue pas a I'analyse développée dans cet avis.
® Groupe de travail placé sous la double égide du HCB et du Centre national d’expertise sur les vecteurs (CNEV).

7 Bactérie intracellulaire naturellement répandue chez les arthropodes, dotée de propriétés spécifiques (incompatibilité cytoplasmique ou
IC, et interférence avec le pathogéne ou IP) exploitables en lutte antivectorielle.
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Les techniques utilisant des moustiques GM sont toutes basées sur des lachers de moustiques. Les
techniques basées sur des lachers de moustiques, qu’ils soient GM ou non, partagent :

une spécificité d’action inédite pour une lutte antivectorielle, située au niveau de I'espece de
moustiques relachés et des éventuelles especes interfertiles. Cette spécificité est
avantageuse pour réduire I'impact direct de la lutte antivectorielle sur I’'environnement et
la santé. Elle implique toutefois de déployer autant d’interventions que d’espéces non
interfertiles de moustiques vecteurs visés ;

la problématique associée a I’éventuelle persistance et a I’éventuel caractére envahissant
des moustiques reldchés et des modifications qu’ils portent, laquelle se pose de maniére
différente selon I'objectif des techniques considérées (réduction vs modification, voir ci-
dessous), et doit tenir compte des possibilités de fertilité résiduelle des males relachés ;

la problématique associée aux éventuels lachers de femelles, accidentels ou intentionnels ;

une efficacité qui dépend de la compétitivité de terrain des moustiques relachés par rapport
aux moustiques sauvages (nécessitant notamment des conditions d’élevage appropriées) ;

une meilleure efficacité a faible densité de moustiques cibles, nécessitant la combinaison
de ces techniques avec des méthodes classiques de lutte, telles que les biocides, efficaces a
forte densité, ou leur utilisation hors des saisons de forte pullulation de moustiques
endémiques ou dés les prémices de I'établissement d’especes invasives ;

un temps d’action de plusieurs mois pour atteindre I'objectif visé, impliquant une utilisation
hors situation d’urgence sanitaire, dans le cadre d’une gestion globale intégrée avec des
techniques a efficacité quasi immédiate utilisables en situation de crise, comme les biocides ;

des contraintes techniques et logistiques spécifiques aux élevages et aux lachers de
moustiques, variables selon la biologie des espéces de moustiques considérées (adaptation
des protocoles), et selon les stratégies de lutte dans lesquelles elles s’inscrivent (taille de
I’élevage, durée de maintenance, nécessité de séparer males et femelles).

Les techniques se distinguent selon les objectifs visés (réduction vs modification de population).
Qu’elles utilisent des moustiques GM ou non, des lachers de moustiques ou non, les techniques de
réduction de population partagent :

un impact environnemental associé a la raréfaction de la population des moustiques cibles
et dépendant du role de I'espéce ciblée dans I'écosystéme. Cet impact est variable selon,
entre autres, le caractere autochtone ou invasif de I'espéce considérée, son milieu urbain ou
naturel, I'existence de prédateurs spécialistes, le degré de réduction de la population (simple
réduction, élimination locale, ou éradication de I'espece®), la persistance des effets de la
technique (fonction notamment de l'isolement de la zone traitée) et la spécificité de la
technique (les techniques impliquant des lachers de moustiques étant les plus spécifiques,
voir supra). L'impact environnemental devra donc étre évalué au cas par cas des techniques
utilisées, des especes et des régions ciblées ;

& ’objectif d’éradication d’une espéce, qui serait une spécificité des techniques de forcage génétique, est théorique a ce stade.
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- la possibilité d’'un remplacement non intentionnel de la population ciblée par la population
d’une autre espéece vectrice, qui se pose d’autant plus que le degré de réduction de la
population est important et qu’elle persiste dans le temps ;

- la perte de 'immunité des populations humaines antérieurement exposées, a considérer a
I"aune du bénéfice obtenu par la disparition de la maladie.

Qu’elles utilisent des moustiques GM ou non, les techniques de modification de population
partagent :

- un moindre impact a priori en termes de risques environnementaux et sanitaires, du fait
gu’elles ne devraient pas affecter la densité des populations de moustiques. Une évaluation
des risques associés a la modification effectuée est tout de méme nécessaire ;

- la persistance et le caractére plus ou moins envahissant des modifications induites, avec la
nécessité de considérer le devenir et I'effet a long terme des facteurs a l'origine de ces
modifications (Wolbachia, transgénes), incluant leur transfert potentiel a d’autres especes.

Deux autres ensembles de techniques peuvent étre distingués selon qu’elles sont auto-limitées (avec
des effets limités dans I'espace et le temps a moins d’étre entretenues) ou auto-entretenues (dont
les effets se répandent dans I'espace et durent dans le temps, sans nécessiter de maintenance).

Les techniques auto-limitées, qu’elles utilisent des moustiques GM ou non, des lachers de
moustiques ou non, partagent :

- l'avantage d’étre maitrisables et adaptables selon les résultats de surveillance,

- l'inconvénient de nécessiter une maintenance contraignante sur le long terme.
Les techniques auto-entretenues, qu’elles utilisent des moustiques GM ou non, partagent :

- l'avantage de ne pas nécessiter de maintenance et de grosses infrastructures,

- l'inconvénient d’étre trés peu flexibles, voire sans possibilité de controle (ex. propagation
intentionnelle au sein d’'une espéce).

Il existe un continuum de techniques entre ces deux poles. De plus, les caractéristiques d’auto-
limitation et d’auto-entretien peuvent varier pour une technique donnée selon la stratégie de lutte
dans laquelle elle est employée (réduction ou élimination), ou selon les propriétés des souches de
Wolbachia utilisées.

L’analyse des aspects évolutifs des techniques en termes de pertes d’efficacité avec le temps — (1)
par développement de résistance a leur mode d’action, (2) par développement de résistance
comportementale, ou (3) par dérive fonctionnelle —, et leurs conséquences en termes de risques
environnementaux et sanitaires, se plient moins a une catégorisation par ensembles de techniques
car ces évolutions découlent de mécanismes précis de fonctionnement de chaque technique.

Le CS souligne toutefois que les techniques fonctionnant par le biais d’une cible génétique, qu’elles
utilisent des moustiques GM ou non, peuvent donner lieu a un développement de résistance a leur
mode d’action. C'est le cas de certains biocides (dont I'efficacité est compromise dans des
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populations entieres de moustiques résistants) et des techniques de forcage génétique (ce qui en
limiterait les propriétés invasives aujourd’hui). Les autres techniques, incluant les techniques RIDL,
TIS, TIl, et les autres techniques classiques de lutte, ont des mécanismes d’action n’impliquant pas de
cible génétique, ou impliquant des cibles trop nombreuses pour permettre aisément un tel
développement de résistance. Par ailleurs, d’apres les caractéristiques propres a chaque technique,
le développement de résistances comportementales est concevable pour la technique RIDL et les
techniques utilisant Wolbachia, peu probable pour les techniques de FG. Enfin, les risques de dérive
fonctionnelle sont plausibles pour RIDL et les techniques de FG, ainsi que pour les techniques
utilisant Wolbachia. La durabilité des différentes techniques doit étre évaluée en tenant compte de
ces trois types possibles de pertes d’efficacité.

Ainsi, 'analyse du CS montre que pour de nombreux points considérés, les techniques utilisant des
moustiques GM ne présentent pas de caractéristiques communes propres a leur caractere GM, mais
se rapprochent différentiellement d’autres techniques de lutte selon les aspects considérés. Au-dela
des caractéristiques partagées, les techniques de forgcage génétique présentent des caractéristiques
propres, qui ne se retrouvent chez aucune autre technique a ce jour, associées a leurs propriétés
invasives particuliéres. Si les limites techniques des exemples d’application développés a ce jour
permettent d’anticiper une interruption de la propagation des cassettes de forgage génétique,
I’évaluation de futures applications devra prendre en compte le potentiel invasif particulier de ces
techniques ainsi que les incertitudes associées a leur évolution sur le terrain, considérant les
événements de spéciation, de réorganisation du génome, observés dans certains cas de forcages
génétiques naturels.

Le CS du HCB a réfléchi aux critéres d’évaluation des risques des moustiques GM. Si chaque
nouveau dossier doit étre évalué au cas par cas, le CS du HCB n’a pas identifié a priori de risque
particulier pour I'environnement qui ne puisse étre couvert par les critéres généraux listés dans la
directive 2001/18/CE, directive relative a la dissémination volontaire d’OGM dans [|’Union
européenne. Il souligne toutefois des éléments radicalement nouveaux apportés par le forcage
génétique, considérant le caractere intentionnellement invasif de la modification recherchée, qui a
le potentiel théorique d’atteindre tous les individus d’'une espece dans I'environnement, que ce soit
pour I'éradiquer ou la modifier. Par dessein, la dissémination n’est pas limitée dans le temps ou
I'espace. L’évaluation des risques associés au forcage génétique devra donc étre adaptée a ce
changement d’échelle et d’objectifs. Le CS conclut que les critéres listés dans la directive
2001/18/CE, réglementairement applicables a I'évaluation des risques pour I’environnement
associés a une dissémination de moustiques GM dans I’'Union européenne, sont scientifiquement
pertinents et a priori suffisants pour I’évaluation des risques associés a I'utilisation de moustiques
GM dans le cadre de la lutte antivectorielle. Une déclinaison particuliere, comme prévu par
I’approche au cas-par-cas de la directive, devra étre effectuée pour I’évaluation des risques associés
aux techniques de forgage génétique. Par ailleurs, quel que soit le statut réglementaire des insectes
artificiellement infectés par des bactéries Wolbachia dans I'Union européenne, le CS estime qu’une
évaluation selon des critéres adaptés de la directive 2001/18/CE pourrait étre réalisée de facon

pertinente.
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Enfin, le CS du HCB a mis en évidence des intéréts et des limites a l'utilisation de moustiques GM
sur le territoire frangais dans le cadre de la lutte antivectorielle.

Au-dela des mécanismes moléculaires en jeu et de certaines spécificités qui en découlent, la
technique RIDL apparait trés proche des techniques TIS et TIl. Ces trois techniques pourraient étre
testées, de maniere précautionneuse et étape par étape, dans I'objectif de contribuer a la lutte
antivectorielle sur les territoires francais, selon les vecteurs considérés’, en combinaison avec les
techniques classiques actuellement utilisées dans le cadre d’une gestion intégrée. La mise en ceuvre
des techniques RIDL, TIS ou TIlI permettrait notamment de réduire I'utilisation des insecticides.
Outre une réduction des risques d’exposition pour I'Homme et les écosystémes, une moindre
utilisation d’insecticides permise par la mise en ceuvre de techniques basées sur des lachers de
moustiques préserverait leur efficacité en diminuant la pression de sélection de résistances
associées. Cela permettrait ainsi de réserver l'utilisation des insecticides a des cas spécifiques
d’urgence sanitaire et d’épidémie.

Les deux approches de forgage génétique discutées dans cet avis en sont toujours a un stade précoce
de développement. Les recherches en cours visent, notamment, a réduire I'évolution de résistances
au forcage génétique, a élaborer un mécanisme de forcage génétique dont la propagation serait
limitée, et a concevoir des outils capables de contrecarrer un forcage génétique existant. Des
recherches sont également en cours sur les modalités d’évaluation des effets sur le long terme du
forcage génétique sur les écosystemes. A ce jour, le CS estime prématuré d’envisager une
application de forgage génétique sur le terrain. Concernant 'objectif de modification de population,
I"approche alternative exploitant la propagation de I'IP via Wolbachia est déja expérimentée sur le

terrain quand bien méme les mécanismes d’IP restent mal compris.

Le choix entre différentes techniques ou combinaisons de techniques de lutte devrait étre guidé en
fonction de l'objectif recherché, de la biologie et du comportement des vecteurs, du contexte
épidémiologique, environnemental et socio-économique, incluant les ressources humaines et
financieres disponibles. Par cet éclairage sur les techniques de lutte émergentes basées sur des
lachers de moustiques, GM ou non, cet avis devrait permettre d’enrichir I'information sur les
nouvelles options a disposition des pouvoirs publics, pour éclairer la prise de décision dans une
approche de gestion intégrée de la lutte antivectorielle. L'intégration pratique de ces options a la
palette d’outils de lutte actuellement utilisés, selon les contextes particuliers des différents
territoires frangais, devrait mobiliser des connaissances complémentaires a I'expertise du HCB.

° Le CS note que, si la technique RIDL est la plus avancée en termes de développement, elle ne permet pas a ce jour de lutter contre
d’autres vecteurs qu’Aedes aegypti, pour lesquels la technique TIS et la technique TII, éventuellement associée a de faibles doses
d’irradiation stérilisantes (TII-TIS), pourraient étre envisagées.
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1. Introduction

1.1. Saisine

Le Haut Conseil des biotechnologies (HCB) a été saisi le 12 octobre 2015 par la ministre en charge de
I’environnement d’une demande d’éclairage sur 'utilisation de moustiques génétiquement modifiés
dans le cadre de la lutte antivectorielle. La saisine est reproduite en Annexe 1.

Partant du constat des limites des méthodes actuelles de lutte contre les moustiques vecteurs
d’agents pathogénes responsables de maladies — méthodes principalement basées sur 'utilisation de
substances chimiques insecticides —, la ministre note que le Gouvernement devrait examiner avec
rigueur I'ensemble des options a sa disposition, incluant I'utilisation de populations de moustiques
au patrimoine génétique modifié.

Dans ce contexte, la ministre demande un éclairage au HCB sur l'utilisation de moustiques
génétiquement modifiés dans le cadre de la lutte antivectorielle. Selon les termes de la saisine, cet
éclairage devra plus particulierement viser a :

1) établir un état des lieux de la recherche et de la commercialisation des [moustiques]
génétiquement modifiés ainsi que de leurs techniques de production en soulignant leurs
spécificités par rapport aux techniques déja utilisées,

2) préciser les critéres applicables pour I’évaluation sanitaire et environnementale de ces
[moustiques] au niveau international, européen et national (y compris DROM-COM),

3) déterminer les résultats des premiéres utilisations et expérimentations de [moustiques]
génétiquement modifiés menées dans le monde,

4) indiquer quels pourraient étre les bénéfices et les risques de I'utilisation des [moustiques]
génétiquement modifiés pour la France, y compris les DROM-COM, notamment d’un point
de vue socio-économique et éthique.

1.2. Définition du périmeétre

Le HCB a précisé les contours de son périmetre de travail en réponse a la saisine :

- parmi les insectes vecteurs d’agents pathogeénes, seuls les moustiques au sens strict du
terme ont été considérés, a savoir les insectes de la famille des Culicidae. Des exemples se
référant a des insectes d’autres familles ont toutefois été cités, en raison de I'importance de
leur impact sanitaire et/ou socio-économique, ou quand ils ont été considérés pertinents
pour le développement de stratégies de lutte antivectorielle mettant en ceuvre des insectes
au patrimoine génétique modifié ;

- toutes les méthodes (chimique, biologique, génétique, physique et environnementale) de
lutte antivectorielle existantes ou en développement ont été considérées pour donner un
éclairage comparatif le plus informatif possible en réponse aux différentes questions de la
saisine, et en particulier a celle des bénéfices et des risques de l'utilisation des moustiques
génétiquement modifiés, qui ne peut se traiter dans I'absolu ;

- la saisine a été considérée aux plans national, incluant les DROM-COM, européen et
international ;

- le Comité scientifique (CS) du HCB a traité les aspects scientifiques et techniques de la
saisine, tandis que le Comité économique, éthique et social (CEES) du HCB en a examiné les
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aspects socio-économiques et éthiques. L'encadrement réglementaire des techniques de
lutte a également été abordé par le CS du fait de son influence sur leur évaluation et sur la
définition des critéres d’évaluation des risques associés.

1.3. Modalités de traitement

Le CS du HCB a traité cette saisine en trois temps :

1) par la constitution d’un groupe de travail d’experts® dont les compétences réunies ont
permis d’élaborer un rapport" qui couvre les différents aspects scientifiques et techniques
des questions soulevées par la saisine, et apporte des éléments de contexte relatifs a
I'utilisation des méthodes de lutte antivectorielle sur les territoires francais ;

2) par la discussion du rapport du groupe de travail en séance du CS et plusieurs itérations
entre le CS et le groupe de travail en vue de la clarification du rapport et de I'élaboration
d’un avis?;

3) par la préparation d’'un projet d’avis plus ciblé en réponse aux questions de la saisine,
élaboré a partir du rapport du groupe de travail et de compléments recherchés dans la
littérature scientifique, aupres d’acteurs de la lutte antivectorielle et des membres du groupe
de travail consultés en tant qu’experts quand c’était nécessaire. Le projet a été discuté en
séance du CS et amendé selon le résultat de ces discussions et aprés vérification auprés des
experts du domaine. L’avis finalisé a été adopté par le comité le 31 mai 2017,

En conséquence, le présent avis du CS s’appuie sur le rapport du groupe de travail et s’y référe
largement. Ce rapport est disponible sur le site Internet du HCB.

1.4. Logique de I'avis

En réponse aux questions de la saisine, le présent avis suit la logique suivante :
- le chapitre 1 d’introduction présente la saisine et son traitement au CS du HCB ;

- le chapitre 2 pointe les éléments de contexte clefs et les fondamentaux de la lutte
antivectorielle développés dans le rapport du groupe de travail ;

- le chapitre 3 répond aux questions n°1 et n° 3 de la saisine, présentant les techniques de
lutte antivectorielle faisant appel a des moustiques GM, I'état des lieux de leur recherche et
de leur développement, incluant les résultats des premieres expérimentations dans le
monde ainsi qu’un point sur leur commercialisation.

- le chapitre 4 compléte la réponse a la question n°1 de la saisine, mettant en exergue les
spécificités des techniques de lutte antivectorielle utilisant des moustiques GM par rapport
aux autres techniques de lutte, incluant les techniques déja utilisées mais également d’autres
techniques émergentes, en termes d’objectifs visés, de potentiel d’efficacité et de durabilité,
de contraintes techniques et de risques pour I’'environnement et la santé ;

1% La composition du groupe de travail du CS et ses modalités de travail, incluant un séminaire de travail ouvert aux membres des deux
comités du HCB et une audition des représentants de la firme britannique Oxitec, sont indiquées dans I’Annexe 3.

" Lle rapport du groupe de travail du CS est disponible sur le site Internet du HCB et au lien:

http://www.hautconseildesbiotechnologies.fr/sites/www.hautconseildesbiotechnologies.fr/files/file fields/2017/05/31/rapportgtcshcbecnevadopte170523.pdf.

2 Les travaux du groupe de travail et le rapport en cours d’élaboration ont été discutés par le Comité scientifique lors des séances du 24
mars, du 28 avril et du 22 juin 2016. Des points plus succints sur 'avancement du rapport ont été fournis lors des séances du 13 juillet et du
27 septembre. Le rapport en cours de finalisation a été présenté lors des séances du 27 octobre et du 15 décembre, et discuté en vue de
I"élaboration d’un avis du CS le 26 janvier 2017.

Ble projet d’avis du CS a été discuté lors des séances du 25 février, du 28 mars, du 27 avril et du 24 mai 2017. Il a été adopté par voie
électronique le 31 mai 2017.
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- le chapitre 5 répond a la question n°2 de la saisine par une proposition de critéres
d’évaluation des risques des moustiques GM en tenant compte des réglementations
applicables sur les territoires francais ;

- le chapitre 6 répond a la question n°4 de la saisine en termes d’intéréts et limites des
techniques de lutte antivectorielle utilisant des moustiques GM par rapport aux autres
techniques de lutte sur les aspects scientifiques et techniques, sachant que le CEES
complétera cette réflexion sur les aspects socio-économiques et éthiques.

2. Eléments de contexte

2.1. Maladies vectorisées par les moustiques

Les maladies vectorisées, ou maladies a transmission vectorielle, sont des maladies infectieuses
transmises par des vecteurs. Ces vecteurs sont principalement des arthropodes hématophages, en
majorité des insectes —incluant notoirement des moustiques, mais également des mouches et
moucherons (phlébotomes, culicoides, simulies...), des puces, des poux et des punaises — ainsi que
des arachnides comme les acariens, incluant les tiques.

- Fardeau mondial des maladies vectorisées par les moustiques :

Selon I'OMS, les maladies a transmission vectorielle sont responsables de plus de 17 % des maladies
infectieuses et provoquent plus d’un million de décés chaque année dans le monde. Parmi les
maladies transmises par les moustiques, les maladies parasitaires comme le paludisme ou la filariose
lymphatique contribuent largement a la mortalité et a la morbidité pour cause infectieuse au plan
mondial, méme si les tendances sont a la baisse ; les maladies virales sont plus nombreuses, avec des
épidémies et invasions de territoire plus fréquentes, mais leur impact demeure en deca (Rapport du
GT, Tableau 1).

- Situation en France :

Parmi les nombreuses maladies spécifiquement vectorisées par des moustiques, on considerera ici
essentiellement les plus notables en matiere d’impact en santé humaine et animale au niveau
mondial, et/ou de présence en France métropolitaine ou ultramarine®, a savoir principalement le
paludisme, les filarioses lymphatiques, la dengue, le chikungunya, la fievre jaune, la fievre du Nil
occidental, ainsi que la fievre a virus Zika. Le rapport du GT décrit pour chacune d’entre elles la
maladie, I'agent infectieux, le vecteur, le fardeau mondial, I'épidémiologie dans le monde et la
présence sur le territoire frangais (Rapport du GT, sections 2.1.1 et 2.1.2 les cycles de transmission
des arbovirus et les aires de distribution de ces maladies étant illustrés dans les Annexes 8 et 9 du
rapport), information synthétisée dans les encadrés ci-apres sur les maladies vectorisées par les
moustiques en France.

Ces maladies concernent essentiellement la santé humaine. L'impact vétérinaire des maladies
transmises par les moustiques sensu stricto est plus modeste, les agents pathogénes vectorisés par
des tiques, moucherons piqueurs ou phlébotomes étant prépondérants en la matiere; il est
développé dans I’Annexe 6 du rapport du GT.

' La France d’outre-mer rassemble des territoires situés dans le Pacifique (la Polynésie francaise, la Nouvelle Calédonie, Wallis-et-Futuna,
ainsi que I'lle de Clipperton), dans I'océan Indien (La Réunion et Mayotte, ainsi que certaines des iles appartenant aux TAAF, Terres
australes et antarctiques frangaises), et en Amérique, avec les Antilles frangaises (la Martinique, la Guadeloupe, Saint-Martin et Saint-
Barthélémy) dans les Caraibes, la Guyane frangaise en Amérique du Sud, et Saint-Pierre-et-Miquelon en Amérique du Nord. A part Saint-
Pierre-et-Miquelon, les TAAF et I'lle de Clipperton, tous ces territoires sont concernés par les maladies vectorielles. L’Annexe 5 du rapport
du groupe de travail apporte plus d’informations sur la situation géographique et le statut juridique des différents territoires d’outre-mer
frangais.
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Maladies vectorisées par les moustiques en France — 1. Les arboviroses

Les arboviroses désignent les maladies virales causées par des arbovirus, c.-a-d. des virus transmis par des arthropodes.
Plus de 500 arbovirus sont répertoriés, un peu moins de la moitié sont transmis par les moustiques et une centaine
infectent ’'Homme. Les arboviroses présentes sur le territoire frangais sont décrites ci-dessous.

La dengue :

La dengue résulte d’une infection par I'un des quatre sérotypes d’un flavivirus (DENV, virus a ARN), transmis principalement |
par les moustiques Aedes aegypti mais aussi par d’autres Aedes vecteurs comme Aedes albopictus. Dans la majorité des cas, |
la maladie est bénigne, bien que tres souvent temporairement invalidante du fait du cortege fievre, nausées, douleurs ;
musculaires et articulaires. Plus rarement, des formes hémorragiques graves pouvant conduire au décés sont observées. |
Depuis 2010, la France continentale a été touchée par une série d’épisodes qui, associés a une adaptation d’Ae. albopictus

aux conditions locales, pourraient conduire a I'émergence d’épidémies. Prés de 3,9 milliards de personnes, dans 128 pays,

seraient exposées a l'infection par les virus de la dengue (Brady et al., 2012). Selon une estimation récente, on compterait :
390 millions de cas de dengue par an, dont 96 millions présentent des manifestations cliniques (Bhatt et al., 2013). La
dengue est endémo-épidémique dans les territoires frangais des Caraibes (les Antilles frangaises) et d’Amérique du Sud (la |
Guyane frangaise), dans I'océan Indien (La Réunion, Mayotte) et dans le Pacifique (Polynésie francaise, Nouvelle Calédonie

(épisode épidémique en 2017), Wallis et Futuna).

Infections par le virus Zika :

Le virus Zika est un flavivirus (ZIKV, virus a ARN) transmis a 'Homme par les moustiques du genre Aedes, essentiellement

Ae. aegypti, peut-étre Ae. albopictus et d’autres especes d’Aedes en cycle urbain. Il peut également étre transmis par voie

sexuelle, ou in utero en cas d’infection maternelle, ou lors de transfusion sanguine. Une infection antérieure par un DENV .

pourrait favoriser les infections par le virus Zika. La plupart des infections sont asymptomatiques. Toutefois, I'impact d’'une

infection foetale sur le développement cérébral, pouvant conduire a une microcéphalie, ainsi que la survenue du syndrome !
de Guillain Barré chez certains malades, font de I'émergence de cette infection un enjeu important de santé publique. Une
premiére épidémie importante a eu lieu en Polynésie Frangaise en 2013-14 et en Nouvelle Calédonie en 2014. Les Antilles !
francaises et la Guyane ont été touchées en 2016 dans la foulée de I‘épidémie de 2015-16 au Brésil. Les différents modes de

transmission du virus rendent possible sa transmission a partir de cas importés en Europe continentale, nonobstant la
progression du vecteur (Ae. albopictus) lui-méme.

Le chikungunya :

Le chikungunya est causé par un alphavirus (CHIKV, virus a ARN) transmis a I'Homme sur un mode épidémique par les

moustiques du genre Aedes, principalement aegypti et albopictus. Trois génotypes circulent actuellement dans le monde. !
L'infection est le plus souvent symptomatique, associant des atteintes musculaires et articulaires douloureuses et |
invalidantes. Des formes avec une atteinte hépatique ou neurologique sévere sont également observées. Le virus est !
régulierement observé lors d’épisodes épidémiques en Asie mais aussi en Afrique et sur le continent américain.

L'adaptation du virus, par mutation de ses genes d’enveloppe a un deuxieme hote (Ae. albopictus) de biotope différent,

contribue a la diffusion des épidémies de CHIKV. Une premiére vague épidémique est survenue a La Réunion en 2005-2006,

et a Mayotte en 2006. Des cas ont été décrits en France métropolitaine depuis 2010. En 2013, des cas autochtones de

CHIKV sont détectés sur I'lle de St Martin, cas qui se sont étendus a toutes les iles Caraibes, y provoquant une épidémie !

majeure en 2014.

La fiévre jaune :

Le virus de la fievre jaune est un flavivirus (YFV, virus a ARN). Il est transmis par Ae. aegypti ou Ae. albopictus en zone !
urbaine. Il existe deux cycles de transmission : urbain et sylvatique (enzootique avec les primates). La maladie humaine !

intervient quand ’'Homme s’introduit dans le cycle sylvatique (plus rarement un primate peut conduire le virus en milieu

urbain). L'infection est souvent pauci-symptomatique, simple syndrome grippal, mais elle peut étre associée a la survenue

d’un ictére (jaunisse), d’une atteinte rénale et d’une fievre hémorragique graves avec une forte incidence de déces. Le YFV

sévit principalement en Afrique et a un moindre degré en Amérique du sud. Pour les territoires frangais, seule la Guyane est !

concernée ; le dernier cas humain y a été rapporté en 1998, la vaccination étant obligatoire sur le territoire.

La fievre du Nil occidental :

Le virus de la fievre du Nil occidental est un flavivirus (WNV, virus a ARN) dont il existe trois génotypes associés a des !
infections chez 'Homme. Le WNV est transmis a 'Homme par piqlire de moustiques, plus de 60 espéeces sont impliquées. :

Les moustiques du genre Culex (restuans et pipiens principalement) sont le vecteur de passage des oiseaux, réservoir

principal, vers 'Homme. La maladie est associée le plus souvent a peu de symptémes, moins de 1% des personnes :

infectées développent une forme clinique grave comprenant une atteinte neuro-invasive grevée de déces dans 20 % des

cas. Le virus est présent sur tous les continents et a été associé a une série d’épidémies. Le WNV ré-émerge régulierement !
dans les populations d’oiseaux, faisant craindre le développement de nouvelles épidémies chez I'Homme. Aprés une ;
premiére épidémie en 1962, les épisodes sont rares en France métropolitaine, ou I'on observe surtout des cas équins, dont !
la détection active une série de mesures de prévention en matiére de santé publique. Le virus circule en Guadeloupe, sans |

que des cas humains n’aient été décrits.
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Maladies vectorisées par les moustiques en France — 2. Les parasitoses

Les parasitoses sont des maladies causées par des parasites. Deux parasitoses sont causées par des parasites transmis par
les moustiques : le paludisme, et les filarioses lymphatiques. Les deux sont présentes sur le territoire frangais.

Le paludisme :

Le paludisme reste 'une des maladies infectieuses de 'Homme les plus meurtriéres au niveau mondial, avec 212 millions de
cas et 429.000 morts en 2015, méme si son incidence a baissé de 41 % et sa mortalité a décru de 62 % depuis 2000,
notamment grace a la lutte antivectorielle. |l est causé par un protozoaire du genre Plasmodium, parasite obligatoire
intracellulaire, transmis par des moustiques du genre Anopheles, de différentes especes selon les régions. En Afrique, les
vecteurs majeurs sont Anopheles gambiae, An. funestus ; dans la région indo-asiatique : An. stephensi, An. culicifacies, An.
dirus ; dans les Amériques An. quadrimaculatus est un vecteur comme An. hermsi, An. albimanus, An. darlingi. Parmi les
156 espéces de plasmodium, au moins cing sont responsables du paludisme chez 'Homme : P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale et P. knowlesi. Responsable des formes cliniques les plus sévéres, P. falciparum est aussi le plus répandu
des plasmodium, dominant en Afrique, et présent en Asie et en Amérique du sud. P. vivax, ovale et malariae sont associés a
des formes bénignes, parfois récurrentes par persistance du parasite dans le foie. Les infections a P. knowlesi sont rares. Les
symptomes cliniques du paludisme associent des céphalées, des myalgies et des signes digestifs. L’accés palustre est une
alternance de fiévre, tremblements et transpiration intense, reflétant le cycle du parasite qui se déroule dans les globules
rouges et entraine leur destruction. La forme grave du paludisme, le neuro-paludisme, peut étre mortelle ; elle n’est
observée qu’apres infection par P. falciparum. Depuis sa disparition en métropole (derniers cas en Corse en 1970), les cas
de paludisme y sont essentiellement importés, les patients revenant de pays impaludés et, plus rarement, les moustiques
étant eux-mémes importés (causant le paludisme dit d’aéroport). Le paludisme reste endémique en Guyane et a Mayotte.

Les filarioses lymphatiques :

Les filarioses sont dues a des infections par des filaires, qui sont des vers microscopiques de I'embranchement des
Nématodes. Chez 'Homme, trois espéces de filaires sont a I'origine de filarioses lymphatiques : Wuchereria bancrofti (90 %
des cas), Brugia malayi et Brugia timori, chacune transmise par des vecteurs différents, avec des spécificités propres a
chaque territoire, résultant d’événements d’adaptations évolutives. Les vecteurs principaux sont des Anopheles (An.
gambiae par exemple) ou des Culex. Le cycle sexué des vers limite I'impact de la forte capacité vectorielle des moustiques.
Chez 'Homme, les filarioses lymphatiques ont une manifestation aigué et chronique, mais au moins la moitié des patients
atteints sont asymptomatiques. En phase aigué, on observe des adénopathies avec inflammation et fiévre. La présence de
microfilaires dans le sang altére a bas bruit les vaisseaux lymphatiques produisant une phase chronique. A cette phase,
I'obstruction des vaisseaux lymphatiques bloque la circulation de la lymphe et conduit a un cedeme. L'extrémité distale des
membres affectés peut enfler démesurément et rester gonflée. En Asie, des formes pulmonaires, syndrome éosinophile
pulmonaire, peuvent étre observées. Sur les territoires frangais, I'agent retrouvé est W. bancrofti, vectorisé par des Aedes
dans le Pacifique et des Anopheles dans I'océan Indien, Culex quinquefasciatus pouvant &tre un vecteur en zone urbaine. A
Mayotte, considérée comme I'un des foyers les plus importants au monde il y a environ 40 ans, la filariose a
considérablement régressé, méme si la prévalence n'est pas mesurée précisément. A La Réunion, les campagnes
antipalustres et I'élévation du niveau de vie ont sans doute largement contribué a une régression spectaculaire de la
maladie, disparue depuis les années 1970.

- Moustiques vecteurs considérés dans I'avis :

Les espéces de moustiques responsables de la transmission des maladies pré-citées sur les différents
territoires frangais sont essentiellement Aedes albopictus, Aedes aegypti, et différentes espéces de
Culex et d’Anopheles (Rapport du GT, sections 2.1.1 et 2.1.2 Tableaux 3 et 6). Sachant qu’il existe plus
de 3500 espéces de moustiques, le HCB a concentré sa réflexion sur la lutte contre les populations de
ces especes de moustiques vectrices présentes sur les différents territoires francais.

- Autres voies de transmission :

Il est a noter que pour certaines de ces maladies, une dissémination des agents pathogénes par
d’autres voies que la transmission vectorielle est possible : une transfusion sanguine® peut étre a
I'origine de cas secondaires (Dodd et al., 2015), mais son impact reste faible par rapport au nombre
de cas transmis par des moustiques (Gray and Webb, 2014). Les transmissions par voie congénitale

> Des mesures préventives sont appliquées par les organismes de gestion de la transfusion, soit I'EFS (Etablissement francais du sang) en
France, sous I'autorité de la Direction Générale de la Santé. Ces mesures comprennent, selon les virus et leurs caractéristiques biologiques,
le diagnostic systématique des dons, I'exclusion temporaire des dons au retour de zones a forte prévalence, et une décontamination des
produits lorsque cela est possible.
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et sexuelle sont également possibles pour le virus Zika (Foy et al., 2011; Weaver et al., 2016). Leur
impact est difficile a mesurer aujourd’hui.

- Maladies vectorisées par d’autres vecteurs :

Enfin, de nombreuses maladies vectorielles transmises par d’autres vecteurs que des moustiques
méritent également d’étre signalées ici en raison de I'importance de leur impact sanitaire et/ou
socio-économiqgue, notamment en santé animale: en zone tempérée ou tropicale, les maladies
transmises par les tiques et les culicoides (moucherons piqueurs) ont une importance majeure en
santé animale. C'est par exemple le cas de la fievre catarrhale ovine, dont I'épizootie majeure de
2006-2010 a entrainé des pertes économiques atteignant le milliard d’euros en France®. C'est
également le cas du virus Schmallenberg, dont |la propagation a grande vitesse en 2011 a partir des
Pays-Bas a entrainé plusieurs milliers de foyers en France”. Ces deux arboviroses sont vectorisées par
des culicoides. Ces maladies et leurs vecteurs ne seront pas considérés dans cet avis car ils sortent du
périmetre de la saisine, ciblée sur les moustiques. Il faut toutefois garder a I'esprit qu’elles soulevent
les mémes questions de lutte antivectorielle.

2.2. Moyens de lutte face aux maladies infectieuses vectorisées

Les moyens de lutte contre les maladies infectieuses vectorisées incluent les approches
thérapeutiques et les moyens de prévention, dont la lutte antivectorielle.

2.2.1. Approches thérapeutiques

Parmi les maladies considérées, seuls le paludisme et les filarioses lymphatiques bénéficient de
traitements thérapeutiques commercialisés, traitements pour lesquels des stratégies doivent étre
mises en ceuvre pour limiter le risque de développement de résistance et gérer les conséquences
associées (WHO, 2015). Un traitement est en phase clinique précoce pour le chikungunya. Aucun
traitement probant n’est en vue pour les autres maladies (Rapport du GT, section 2.2.1).

2.2.2. Moyens de prévention

2.2.2.1. Traitements préventifs

Concernant le paludisme, certaines des molécules utilisées a titre curatif dans le cadre des approches
thérapeutiques peuvent également étre utilisées a titre préventif (WHO, 2015). Ces approches sont
toutefois essentiellement réservées aux expositions limitées dans le temps. Ainsi, les traitements
préventifs contre le paludisme ne sont prescrits qu’aux personnes vivant en dehors des zones
d’endémie et qui ne sont exposées que sur de courtes périodes; ils ne sont pas appliqués aux
populations autochtones du fait des effets secondaires que pourraient entrainer une prise chronique
et du possible développement de résistances chez le parasite. Il n’existe pas de traitements
préventifs contre les arboviroses aujourd’hui.

2.2.2.2. Vaccins

Seules deux de ces maladies bénéficient de vaccins commercialisés : la fievre jaune, depuis les
années 1940, et la dengue, dont la commercialisation du vaccin a débuté en 2016. La souche
vaccinale actuellement utilisée contre la fievre jaune étant une souche de virus atténuée, non
dénuée d’effets secondaires indésirables, une souche vaccinale alternative a été développée a partir
d’une souche inactivée ; elle n’est pas encore commercialisée (Monath et al., 2011; Pereira et al.,
2015). Dans tous les cas, il faut noter que le nombre de doses vaccinales disponibles a tout moment

18 https://www.anses.fr/fr/content/la-fi%C3%A8vre-catarrhale-ovine-fco-ou-bluetongue.

v http://agriculture.gouv.fr/maladies-animales-le-virus-de-schmallenberg.
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reste un enjeu en cas de survenue d’une épidémie (Green, 2016; Kupferschmidt, 2016). Les vaccins
pour les autres maladies sont en cours de développement (Rapport du GT, section 2.2.2).

Dans ce contexte, la lutte antivectorielle s’inscrit comme moyen de prévention indispensable,
complémentaire aux traitements préventifs et vaccins disponibles aujourd’hui, nécessaire pour
pallier le manque de thérapies pour la plupart de ces maladies.

2.2.2.3. La lutte antivectorielle : définition, objectifs et stratégies

Dans son acception la plus large, la lutte antivectorielle comprend la lutte et la protection contre les
arthropodes hématophages, vecteurs d’agents pathogénes pour I’'Homme et les vertébrés, ainsi que
leur surveillance (CNEV).

L'objectif général de la lutte antivectorielle est la réduction de la mortalité ou de la morbidité des
maladies a transmission vectorielle. Elle vise les objectifs spécifiques suivants :

Iy

- al'échelle individuelle, la protection contre les piqlres d'arthropodes infectants ;

- a l'échelle collective, la prévention ou la réduction de l'intensité de la transmission des
agents pathogénes, en agissant sur quatre des parameétres clés de la capacité vectorielle que
sont la densité des vecteurs, la longévité des vecteurs, le contact héte-vecteur ainsi que la
compétence vectorielle.

Les stratégies de lutte peuvent mettre en ceuvre des méthodes ou techniques variées selon les
vecteurs et selon les contextes épidémiologiques et socio-économiques :

- les méthodes existantes ont recours a des procédés de type chimiques, biologiques,
physigues, environnementaux et sociaux. Elles incluent la lutte biocide — notamment a l'aide
d’insecticides adulticides et larvicides—, la lutte biologique —a l'aide de prédateurs ou
d’agents pathogénes de moustiques —, la lutte mécanique — par des méthodes de capture de
vecteurs et de protection contre le contact hote-vecteur (pieges, moustiquaires...) —, la lutte
environnementale —visant a rendre I'environnement hostile au développement des
populations de vecteurs (assechement, drainage, élimination des gites...) et faisant appel a
une part non négligeable d’éducation sanitaire et de mobilisation sociale (voir section 4.1) ;

- les techniques émergentes ou en développement mettent en ceuvre des procédés
génétiques au sens large du terme®. Ces techniques incluent I'utilisation de moustiques
génétiquement modifiés, objet de la saisine (présentées au chapitre 3), ainsi que d’autres
techniques basées sur des lachers de moustiques (présentées en section 4.2).

2.3. Complexité et diversité des systéemes vectoriels en jeu

La mise en place d’une stratégie de lutte antivectorielle, avec le choix d’une technique particuliére ou
d’une combinaison de techniques de lutte antivectorielle, nécessite une bonne compréhension des
systemes vectoriels en jeu. Elle doit notamment tenir compte des caractéristiques du moustique
vecteur ciblé et de I'influence de I'environnement sur la transmission de I'agent pathogéne.

2.3.1. Les systémes vectoriels : définition et notions fondamentales pour la lutte antivectorielle

Un systéme vectoriel est un systéme biologique complexe constitué de trois composantes : I'agent
pathogéne, I'arthropode vecteur (généralement plusieurs espéces), I'hGte vertébré (généralement
plusieurs espéces), et de toutes les inter-relations qui se sont établies entre elles (Rodhain, 2015).
Son fonctionnement est indissociable de I'environnement dans lequel il évolue.

'® Dans le domaine de la lutte antivectorielle, la lutte dite génétique consiste en I'emploi de toutes les conditions et méthodes de
traitement susceptibles de réduire le potentiel reproductif des formes nuisibles par une altération ou un remplacement du matériel
héréditaire (Fontenille et al., 2009). Cette terminologie n’est pas utilisée dans la suite de I'avis.
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La transmission d’un agent pathogene par un vecteur est un processus complexe, actif et spécifique,
qui se déroule en trois phases :

1. linfection du vecteur au cours d’un repas de sang® sur un vertébré infectant (c.-a-d. dans
lequel I'agent pathogene est présent en quantité suffisante dans le sang) ;

2. le développement de I'agent pathogene® dans l'organisme du vecteur. C'est lors de cette
phase que I'agent pathogéne atteint le lieu de I'organisme du vecteur propice a sa transmission
(les glandes salivaires ou le long des piéces buccales du moustique), et que le vecteur devient
infectant. Une fois qu’un vecteur est devenu infectant, il le reste toute sa vie (excepté pour les
filaires) ;

3. la transmission, par le vecteur infectant, de I'agent pathogene a un autre vertébré. Dans le cas
des moustiques, la transmission de I'agent pathogene se fait par la salive, qui est injectée par
I'arthropode au moment du repas sanguin. Un mécanisme différent est a I'ceuvre pour les
filaires, qui migrent le long des piéces buccales et pénetrent la peau au moment de la pigQre.

L'intervalle de temps entre I'acquisition de I'agent pathogene par le vecteur et le moment ou ce
dernier est en capacité d’en assurer la transmission est appelé période d’incubation extrinséque. De
durée variable selon les populations d’agents pathogénes, de vecteurs et d’hotes vertébrés et selon
I’environnement dans lequel ils interagissent, elle est généralement comprise entre 3 et 15 jours
pour les agents pathogenes transmis par les moustiques ; pour un agent pathogéne donné, elle varie
selon des facteurs propres aux moustiques vecteurs ou selon des facteurs environnementaux
(principalement la température) (voir section 2.3.3). La période d’incubation extrinséque est une
composante importante de I'épidémiologie : la somme de cette période et de la période d’incubation
chez I'hGte vertébré constitue le délai minimal entre I'apparition des premiers symptomes du cas
index et d’un cas secondaire. Si le vecteur ne survit pas assez longtemps pour assurer l'intégralité du
processus d’incubation (du fait des limites de sa propre longévité, de conditions environnementales
ou d’une technique de lutte antivectorielle), il ne sera pas en mesure de transmettre I'agent
pathogéne.

Seul un vecteur compétent vis-a-vis d’'un agent pathogene donné pourra en assurer la transmission.
La compétence vectorielle est I'aptitude d’un vecteur a s’infecter et assurer le développement et la
transmission d’un pathogéne (Tran et al.,, 2005); elle dépend essentiellement de facteurs
intrinseques, sous contrble génétique (Tran et al., 2005), et peut étre modulée par la flore intestinale
(Carissimo et al., 2015; Gendrin et al., 2015; Richman et al., 1997) et d’autres facteurs encore mal
connus.

L'efficacité d’une population de vecteurs a transmettre un pathogéne correspond a la capacité
vectorielle. Cette notion intégre des facteurs intrinséques au vecteur (compétence vectorielle) et des
facteurs extrinseques, qui incluent I'efficacité de développement du pathogene en fonction de la
température, les préférences trophiques (taux d’anthropophilie), la fréquence des repas sanguins, la
longévité (fonction des conditions climatiques), ainsi que la densité de la population vectorielle
(Rodhain, 2015; Rodhain and Perez, 1985). La connaissance de la capacité vectorielle d’une
population de moustiques vecteurs pour un agent pathogéne dans un environnement donné peut
faciliter la détermination, comme objectif de lutte antivectorielle, d’'une densité critique sous
laguelle une endémie ne peut se maintenir.

19 . . . \ 3 . A . . . \
Le repas de sang, pris uniquement par les moustiques femelles aprés leur fécondation par des males, induit la vitellogenese et la
maturation des ceufs (voir section 2.3.3 sur le cycle de vie des moustiques).

* | e développement des agents pathogeénes dans le vecteur se traduit différemment selon la nature des agents pathogénes (voir section
2.3.3. sur les caractéristiques associées aux agents pathogenes).
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2.3.2. Caractéristiques bio-écologiques des moustiques vecteurs

2.3.2.1. Moustiques et moustiques vecteurs

La famille des moustiques (Diptera Culicidae) comprend plus de 3500 espéces et est divisée en trois
sous-familles : Anophelinae, Culicinae, Toxorhynchitinae. Il existe 112 genres de moustiques dont les
plus connus sont Anopheles (Anophelinae), Aedes et Culex (Culicinae) (http://mosquito-taxonomic-

inventory.info/).

Dans le cadre de cette saisine, on se concentrera sur les caractéristiques des especes de moustiques
vectrices des agents causatifs des maladies sélectionnées en raison de leur impact au niveau mondial
et/ou de leur présence sur les territoires francgais, a savoir le paludisme, la filariose lymphatique, la
dengue, le chikungunya, la fievre jaune, la fievre du Nil Occidental ainsi que la fievre a virus Zika :

- Anopheles spp. : vecteurs de I'agent du paludisme, Plasmodium spp.

Prés de 500 espéces différentes du genre Anopheles ont été décrites ; 68 d’entre elles peuvent
transmettre le paludisme, 40 comme vecteurs principaux et 28 comme vecteurs secondaires.
Anopheles gambiae s.s.”* est considéré comme le plus important vecteur du paludisme en zone
africaine. Anopheles arabiensis est une espece morphologiquement indistinguable d’An.
gambiae s.s. mais a la différence de celle-ci, elle peut s’éloigner de I’habitat humain et sévir en
zone aride. Anopheles albimanus est considéré comme le moustique du paludisme dans le
Nouveau Monde, et Anopheles stephensi en Asie, ou il existe de trés nombreux vecteurs.

Au sein du complexe d’especes An. gambiae s.l., An. gambiae s.s. partage un certain degré
d’interfertilité, méme s’il semble limité, avec An. coluzzii (Coetzee et al., 2013) et avec An.
arabiensis (Weetman et al.,, 2014). On note que, sur les territoires francais, les risques de
transfert de génes entre moustiques de ces (sous-)espéces sont toutefois théoriquement
inexistants car elles ne sont pas connues pour y cohabiter aujourd’hui®.

- Aedes aegypti (groupe monophylétique*), communément appelé « moustique de la fievre
jaune » : vecteur majeur des arbovirus YFV, DENV, CHIKV et ZIKV ;

- Aedes albopictus (groupe monophylétique), communément appelé « moustique tigre » : vecteur
majeur de CHIKV dans la région de I'océan Indien, vecteur secondaire de DENV et responsable
des cas de transmission autochtone de DENV et CHIKV en Europe ; Ae. albopictus est aussi un
vecteur compétent expérimentalement pour de nombreux autres virus, dont ZIKV, mais son réle
dans la transmission n’a pas été démontré sur le terrain ;

- Culex pipiens spp., notamment Cx. pipiens pipiens, moustique commun en Europe ou il est
vecteur de WNV, et Cx. quinquefasciatus, 'un des vecteurs des filaires lymphatiques a Mayotte.
Ces deux espéces sont interfertiles mais ne cohabitent pas sur les territoires francais.

2.3.2.2.  Aires d’origine et biogéographie

La distribution des différentes espéces de moustiques considérées dans cet avis est cartographiée
dans le rapport du GT (Section 2.3.2.2, Figures 1-4).

Ae. aegypti et Ae. albopictus, vecteurs majeurs, primaires ou secondaires, des arbovirus transmis a
I'Homme, sont des especes de moustique invasives. Aprés une extension remarquable depuis

' Anopheles gambiae s.1. (sensu lato) constitue un complexe de plusieurs espéces cryptiques ou jumelles (indistinguables sur des criteres
morphologiques), incluant An. gambiae s.s. (sensu stricto), An. arabiensis et An. coluzzii.

2 A La Réunion, de ces trois (sous-)espéces, seul An. arabiensis est présent, et sous forme de population résiduelle, en milieu rural, et 2
distance trop éloignée de I'aéroport pour une hybridation avec un moustique An. gambiae introduit par avion. A Mayotte, de ces trois
(sous-)espéces, seul An. gambiae s.s. est présent. Il n'est pas implanté sur la zone de I'aéroport et des opérations de contrdle ont lieu
autour de I'aéroport.

23 . . et N . N
Aedes aegypti constitue un groupe monophylétique dans le sens ou il ne consiste qu’en une seule espéce.

25

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



qguelques années depuis leurs aires d’origine respectives (Afrique et Asie), leur présence est
maintenant répertoriée dans un trés grand nombre de pays (Kraemer et al., 2015). La distribution
mondiale d’Ae. aegypti est cependant restreinte aux zones climatiques tropicales, alors que dans les
30 derniéres années, celle d’Ae. albopictus s’est étendue aux régions continentales tempérées. On
notera en particulier la récente propagation d’Ae. albopictus en France, implanté en 2004 et présent
dans 30 départements de la métropole en 2015 (InVS)*. Cette progression spectaculaire d’Ae.
albopictus a notamment été permise par son adaptabilité aux climats froids, résultant de sa capacité
a entrer en diapause hivernale au stade ceuf (Lacour et al., 2015).

Le complexe d’especes Cx. pipiens possede également une distibution mondiale. Alors que Cx.
quinquefasciatus est essentiellement présent en zone tropicale, Cx. p. pipiens est présent en zone
tempérée continentale, mais également dans certaines zones d’Afrique tropicale et méditerranéenne
(Farajollahi et al., 2011).

A la différence des espéces d’Aedes et de Culex, peu nombreuses, chacune mondialement répandue
et vectrice de nombreuses maladies, il existe de nombreuses especes d’anopheéles qui sont vectrices
du méme agent pathogene, Plasmodium spp., et sont localisées dans différentes régions du globe.
Ainsi, chaque continent ou sous-région héberge un panel unique d’anophéles vecteurs (Sinka et al.,
2012). Tous ne contribuent pas de maniére similaire a la transmission du paludisme; on parle
d’especes vectrices majeures et d’espéces vectrices mineures. Une espece qualifiée d’espece vectrice
mineure peut toutefois avoir une importance épidémiologique a I’échelle locale.

2.3.2.3.  Cycle de vie des vecteurs

Caractéristiques générales :

Toutes les especes de moustiques ont un cycle de vie similaire, avec une phase aquatique et une
phase aérienne.

La phase aquatique correspond a la vie larvaire et nymphale : quatre stades larvaires se succédent,
suivis de la formation d’une nymphe mobile mais qui ne se nourrit pas. La métamorphose se produit
dans la nymphe qui va donner I'adulte ailé, male ou femelle. Dans les conditions habituelles de
développement aquatique, les adultes males émergent avant les adultes femelles, qui peuvent ainsi
étre fécondées dés leur émergence. De maniére générale, les femelles ne s’accouplent qu’une seule
fois dans leur vie” et maintiennent le sperme vivant dans une spermatheque.

Une des caractéristiques des moustiques adultes est que seules les femelles ont besoin d’un repas de
sang pour assurer la production de leur descendance. Les maéles se nourrissent de jus sucrés (nectar
en particulier). La prise d’un repas de sang par une femelle induit la vitellogénése et la maturation
des ceufs, qui seront pondus dans un intervalle de 48 h a 72 h apreés la prise du repas de sang pour la
majorité des especes. La durée entre le repas de sang et la ponte correspond a un cycle
gonotrophique. La durée du cycle gonotrophique peut s’étendre au-dela de 72 h si les femelles n’ont
pas trouvé un site adéquat pour pondre. Certaines espéces d’anopheéles peuvent également prendre
plusieurs repas de sang au cours d’un seul cycle gonotrophique. Les ceufs sont pondus sur support
humide (cas d’Aedes) ou directement a la surface de I'eau (cas de Culex et Anopheles).

2 http://invs.santepubliquefrance.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-infectieuses/Maladies-a-transmission-

vectorielle/Chikungunya/Donnees-epidemiologiques/France-metropolitaine/Chikungunya-dengue-et-zika-Donnees-de-la-surveillance-
renforcee-en-France-metropolitaine-en-2016.

* Le degré de monogamie semble variable selon les espéces, celui-ci étant trés élevé pour Ae. aegypti, chez laquelle les femelles semblent
majoritairement réfractaires a une insémination secondaire [Bargielowski, I., Alphey, L., and Koella, J.C. (2011). Cost of mating and
insemination capacity of a genetically modified mosquito Aedes aegypti OX513A compared to its wild type counterpart. PLoS One 6.] —une
fraction de polyandrie a toutefois été rapportée en conditions semi-contrélées —, tandis que les femelles Ae. albopictus semblent tolérer un
degré non négligeable d’inséminations multiples [Boyer, S., Toty, C., Jacquet, M., Lemperiere, G., and Fontenille, D. (2012). Evidence of
multiple inseminations in the field in Aedes albopictus. PLoS One 7.].
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Caractéristiques spécifiques :

Les différentes espéces étudiées des trois grands genres de moustiques (Aedes, Culex, Anopheles) se
distinguent par les caractéristiques spécifiques décrites ci-dessous, synthétisées dans le Tableau 1.
Ces caractéristiques sont déterminantes dans le choix des méthodes de lutte les plus appropriées
selon les especes ciblées.

a)

b)

c)

leur mode de reproduction

Tandis que les anophéles et Cx. pipiens/quinquefasciatus s’accouplent dans des essaims, Ae.
aegypti et Ae. albopictus s’accouplent fréquemment a proximité de I'h6te vertébré que les
femelles recherchent pour leur repas de sang (Delatte et al., 2009; Ponlawat and Harrington,
2005). Les essaims se forment en des sites bien particuliers que les moustiques reconnaissent
par des marques visuelles (Butail et al., 2013). Les essaims sont en général constitués d’une
seule espéce, mais des essaims de plusieurs especes peuvent se juxtaposer. Ces essaims sont
constitués par les males et attirent les femelles par la fréquence vibratoire de leurs ailes. Les
femelles qui entrent dans un essaim sont immédiatement attrapées par un male. Le couple
tombe au sol ou a lieu la copulation.

leur mode de ponte

Ae. aegypti et Ae. albopictus pondent généralement les ceufs d’'un méme lot (cycle
gonotrophique) par petites quantités et distribuent ainsi leurs ceufs dans différents gites
(Reiter et al., 1995). Par contre, les Culex déposent en une seule fois les ceufs assemblés en
«radeau» a la surface d'un gite. De maniere similaire, les anopheles déposent
individuellement I'ensemble des ceufs d’'un méme cycle gonotrophique au sein d’'un méme
gite.

leur milieu reproductif

Ae. aegypti et Cx. pipiens sont des moustiques urbains alors que les anophéles sont des
moustiques ruraux dans leur grande majorité. Une exception notable est An. stephensi qui
colonise des gites urbains. Cependant, les changements environnementaux et possiblement

climatiques ont permis a An. gambiae (vecteur majeur en Afrique) de coloniser
progressivement les milieux péri-urbains des mégapoles africaines (Fossog et al., 2013).

Ae. albopictus était associé aux lisieres des foréts dans sa distribution tropicale initiale. La
forme invasive de I'espéce tend a étre également urbaine ou semi-urbaine (Delatte et al.,
2009; Ponlawat and Harrington, 2005).

Ces especes vectrices se différencient également par les caractéristiques de leurs gites
larvaires. Ainsi, Ae. aegypti va pondre préférentiellement dans des eaux claires associées a de
petits réceptacles générés par |‘activité humaine : coupelle de pots de fleurs, boites de
conserve, pneus usagés. Ae. albopictus pond préférentiellement dans les creux d’arbre. En
zone urbanisée, il adopte des gites similaires a Ae. aegypti, bien que moins liés a 'THomme et
plus proches des espaces verts (F. Rodhain, Audition publique OPECST 2016).

Cx. pipiens utilise des gites trés chargés en matiéres organiques, pouvant également étre tres
pollués. Des exemples type sont les égouts, caniveaux et fosses septiques.

A la diversité des especes d’anophéles vecteurs de paludisme est également associée une
diversité de gites, mais le point commun est une eau claire, non chargée en matieres
organiques et une exposition au soleil. Les gites varient, de grandes étendues d’eau de
profondeur variable (rizieres) a de petites collections d’eau (orniéres et empruntes de pneu
ou d’animaux). An. stephensi en zone urbaine peut également coloniser les canivaux
profonds partiellement couverts ou encore les abreuvoirs du bétail.

27

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



d)

e)

leur mode de survie et longévité

La survie des moustiques adultes dépend des conditions climatiques et de I'accés a des zones
de repos ou d’hibernation (pendant les hivers froids en zone continentale tempérée
(« overwintering ») ; en saison seche en zone subtropicale). A température élevée, la survie
sera meilleure si 'humidité est également élevée. En dehors de leur période d’activité
(accouplement, recherche de repas sanguin et recherche de gites de ponte), les moustiques
recherchent des zones de repos humides et fraiches par rapport a la température ambiante.

Les Aedes ont la capacité de survivre de longues périodes grace a la résistance de leurs ceufs
a la dessication. Ae. albopictus a la particularité de survivre en saison froide, soit par I'entrée
en diapause hivernale de ses ceufs (Pluskota et al., 2016), soit par la tolérance des adultes de
certaines populations au froid (Site ECDC). Les Culex ont la capacité de survivre a I'état adulte
pendant la saison froide dans des aires de repos choisies (ex.: métro, égouts, etc.). Les
anopheéles européens peuvent passer la saison froide soit a I’état adulte dans des refuges
(ex. : étables) soit a I'état larvaire dans des eaux profondes gelées en surface par exemple
(ex. : An. plumbeus). Des données récentes indiquent qu’An. gambiae adulte peut survivre en
saison seéche en zone sahélienne, mais les gites de repos n’ont pas été identifiés (Adamou et
al., 2011; Lehmann et al., 2010; Yaro et al., 2012).

La durée de vie d’'un adulte femelle varie donc en fonction de la température et de
I'humidité, indépendamment de tout prédateur. Il est usuel de considérer la durée de vie
d’un moustique femelle a environ 30 jours. Pour les femelles qui hibernent, elle peut
atteindre plusieurs mois. Pendant cette période, elles peuvent reprendre un ou plusieurs
repas de sang pour recharger leurs réserves, repas non accompagné(s) de ponte. Si elles sont
porteuses de pathogénes, elles peuvent alors contaminer leur hote [cas connu du paludisme

d’hiver en Europe au XIX® et XX® siécles ; (Bruce-Chwatt and De Zulueta, 1980)].

On note qu’un systeme de thermorégulation permet aux adultes femelles de maintenir leur
température suite a I'absorption du sang de I'hGte vertébré, par I'évacuation d’une goutte
d’urine mélangée a du sang de I'h6te (sorte de transpiration), de fagcon plus ou moins
importante et plus ou moins rapide selon les espéces de moustiques (Lahondére and Lazzari,
2012). Toute altération de ce mécanisme complexe pourrait altérer la survie du moustique.

leurs préférences trophiques et diversités comportementales

Ae. aegypti et Ae. albopictus sont deux moustiques trés anthropophiles, qui piquent a
I'extérieur (exophagie) et se reposent soit a l'intérieur des maisons (endophilie) soit a
I'extérieur (exophilie) (Delatte et al., 2009; Ponlawat and Harrington, 2005). Ae. aegypti
présente deux pics d’agressivité: a I'aube et 2 heures avant le coucher du soleil. Ae.
albopictus pique plutot le jour (Site ECDC).

Culex pipiens/quinquefasciatus est zoo-anthrophile avec une préférence trophique nette
pour les oiseaux (volailles en particulier). Son pic d’agressivité est nocturne et son
comportement est principalement exophage.

Les anopheles sont des moustiques qui piquent la nuit. Les vecteurs de paludisme humain
sont soit strictement anthropophiles (ex : An. gambiae, An. coluzzii) soit zoo-anthropophiles
(ex: An. arabiensis, An. funestus). lls peuvent étre endophages et/ou exophages, et se
reposer a l'intérieur ou a I'extérieur des habitations (endophiles/exophiles). Chaque espéce
est caractérisée par son/ses pics d’agressivité nocturne. Cependant, suite a I'utilisation
massive, par la population, de moustiquaires imprégnées d’insecticide a effet répulsif pour se
protéger des piglires nocturnes, certaines espéces d’anopheles ont récemment modifié leur
pic d’agressivité et piquent soit plus tot en soirée, soit plus tard en matinée (Moiroux et al.,
2012; Sougoufara et al., 2014).
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f)

leur période d’abondance, capacité de dispersion et d’adaptation a de nouveaux
environnements

La présence de moustiques est totalement dépendante de la présence d’eau servant de gites
larvaires. Elle dépend également des conditions climatiques pour que les moustiques
puissent assurer leur cycle de vie. Ainsi, en zone tropicale humide, les moustiques peuvent
étre présents tout au long de I'année. Cependant, ils sont sensibles aux fortes pluies qui ont
pour effet de lessiver les gites larvaires, qui vont réapparaitre sous forme de zones d’eau
résiduelle. Cette situation concerne essentiellement les anophéles. Pour les moustiques
urbains ou semi-urbains, tels qu’Ae. aegypti et Ae. albopictus, qui colonisent les gites créés
par 'Homme (coupelles, pots de fleurs, gouttieres mal entretenues, pneus, boites de
conserve), leur présence dépend principalement des conditions de température, qui doit
étre supérieure a 20°C.

La dispersion d’Ae. aegypti et d’Ae. albopictus se fait essentiellement de proche en proche,
du fait de leur comportement d’oviposition par distribution des ceufs dans différents gites
larvaires, par dispersion active a partir d’un point d’entrée. La colonisation de nouvelles aires
par ces deux especes est le résultat d’'une dispersion passive via I'activité de I'Homme. Ainsi,
les adultes sont capables d’étre véhiculés (voiture, bus, avion...), mais la voie de dispersion
majeure se fait a I'état d’ceuf ou de larve, avec notamment le commerce de pneus usagés,
qui constituent un gite de ponte idéal pour ces deux especes. On a ainsi observé des
déplacements d’Ae. albopictus sur de tres grandes distances (Lounibos, 2002).

La dispersion de Cx. pipiens/quinquefasciatus peut suivre les mémes voies ; cependant c’est
un moustique qui semble plus a méme d’exploiter les vents portants, avec une migration
autour de quelques kilometres par génération (Jacquet et al., 2016; Lenormand et al., 1998).

La spécificité des gites larvaires des anophéles fait que le risque de dispersion a ce stade est
limité. Par contre, les adultes peuvent, comme ceux des autres especes de moustiques, étre
transportés, les véhicules devenant des gites de repos. Le paludisme d’aéroport s’explique
par cette capacité. Cependant, leur dépendance biologique a des conditions
environnementales spécifiques, ainsi que I'existence de barriéres naturelles (zone arides,
chaines de montagne) n‘ont pas permis leur implantation dans de nouvelles aires
géographiques, a I'exception de I'établissement d’An. gambiae (arabiensis) au Brésil dans la
période des années 1930 (Parmakelis et al., 2008; Soper, 1943). D’autres exemples de

dissémination passive d’anopheéles par les moyens de transport et son réle dans la

transmission du paludisme ont été rapportés (Giacomini and Brumpt, 1989).

Il est enfin notable que, du fait de la proximité de leurs gites vis-a-vis de leurs ressources, les
Aedes se déplacent moins que les Anopheles, qui peuvent vivre dans des gites beaucoup plus
éloignés des habitations. Les femelles anophéles parcourent de grandes distances en quéte
de ressources en sang, puis reviennent pondre dans leurs gites larvaires. De fait, en matiére
de dispersion intrinséque, les moustiques Ae. albopictus parcourent en général moins de
100 m par jour (Niebylski and Craig Jr, 1994), Ae. aegypti entre 10 et 100 m en moyenne sur
toute une vie (Winskill et al., 2015), tandis que les moustiques An. gambiae parcourent entre
350 et 650 m par jour (Costantini et al., 1996).

Ainsi, les capacités variables de dispersion des moustiques combinées aux changements
climatiques sont susceptibles d’entrainer des déplacements de populations de moustiques
plus ou moins importants selon leur dépendance biologique a des conditions
environnementales spécifiques et leurs capacités d’adaptation a de nouveaux
environnements.
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Tableau 1. Caractéristiques bio-écologiques des espéces de moustiques reconnues comme vecteurs majeurs de pathogenes
dans les territoires frangais.

Nombre d’espéces

Possibilité
d’interfertilité

Agents pathogénes
vectorisés

Aire d’origine et
distribution
géographique

Accouplement

Ponte des ceufs

Gites larvaires

Qualité de I'eau

Lieu de vie

Gites de repos

Préférences
trophiques

Lieux d’agressivité

Pics d’agressivité

Survie en saison

seche

Survie en saison
froide

Dispersion

Aedes aegypti

1 espece

fertile avec aucune
autre espéce

YFV, DENV, CHIKV,
ZIKV...

origine africaine,

répandu dans les
régions tropicales et
subtropicales

a proximité des hotes

un a un sur substrats
humides inondables

petits gites larvaires
artificiels

eau claire

domestique,

urbain

plutot endophile

tres anthropophile

exophage
crépuscule et aube
supporte une

dessication des ceufs

non

active : invasif de
proche en proche

passive : transports,
pneus...

Aedes albopictus

1 espéce

fertile avec aucune
autre espéce

DENV, CHIKV, (YFV)
(ZIKV ?)...

origine asiatique,

répandu dans les
régions tropicales,
subtropicales et
tempérées

a proximité des hotes

un a un sur substrats
humides inondables

petits gites larvaires,
naturels ou artificiels

eau claire

péri-domestique,

forme invasive urbaine
ou semi-urbaine

exophile a tendance
endophile

anthropophile en zone
urbaine mais
opportuniste

exophage

journée

supporte une
dessication des ceufs

diapause hivernale des
ceufs (survie a I'état
adulte dans certaines
populations)

active : invasif de
proche en proche

passive : transports,
pneus...

Culex pipiens spp.

complexe d’especes

Cx. p. pipiens et Cx.
quinquefasciatus sont
interfertiles.

WNV, filaires...
Cx. p. pipiens : zones

tempérées

Cx. quinquefasciatus :
origine Am. du nord,
zones tropicales et
suptropicales

dans des essaims

en radeau a la surface
de l'eau

gites artificiels, de
taille variable
eau polluée, riche en

substances organiques

domestique,

urbains et ruraux

endophile ou exophile

zoo-anthropophile
(plutdt ornithophile)

principalement
exophage
nocturne

non

survie a I'état adulte

active : faible

passive : transports,
vents portants...

Anopheles spp.

des dizaines d’especes
vectrices parmi des
centaines d’especes

interfertilité possible
au sein de complexes
d’espéces mais rare

Plasmodium, filaires

Différentes especes
d’anophéles vecteurs
selon les régions du
monde, mais
globalement tres
répandu

dans des essaims

en masse a la surface
de l'eau

Gites en majorité
naturels, de taille
variable

eau claire,
transparente (lumiere)

péri-domestique

ruraux en majorité, cas
péri-urbains

endophile ou exophile

anthropophiles ou
zoo-anthropophiles

endophage et/ou
exophage

différents pics
nocturnes, adaptables

généralement non
mais cas possibles

survie possible des
anopheles européens
a Iétat adulte ou
larvaire

limitée malgré des
déplacements
importants entre gites
et ressources

30

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



2.3.2.4. Eléments d’écologie fonctionnelle

Dans l'anticipation d’une évaluation des risques pour l'environnement associés a une lutte
antivectorielle dirigée contre une population de moustiques donnée, il est nécessaire d’avoir une
bonne compréhension du role des moustiques ciblés dans les écosystémes concernés par la lutte.

Parmi les plus de 3500 espéces de moustiques connues, certaines jouent un réle important dans les
écosystémes. Par exemple, dans la toundra arctique®, les moustiques peuvent étre trés nombreux et
constituer la base de l'alimentation de certains oiseaux pendant leur migration. lls peuvent
également influencer les déplacements des caribous, dont les routes migratoires tendent a éviter les
essaims (Culler et al., 2015). Dans la méme région, certaines especes du genre Aedes peuvent établir
des associations spécifiques comme pollinisateurs d’orchidées (Gorham, 1976).

Cependant, pour la plupart des espéces, y compris les vecteurs majeurs de maladies, il est difficile
d’établir a priori le réle exact des moustiques dans les réseaux trophiques en |'absence d’études
spécifiques.

De maniere générale, on sait que les larves aquatiques filtrent des microorganismes de I'eau et
gu’elles sont les proies de nombreux prédateurs, comme des poissons et des larves de libellules et
d’autres insectes aquatiques (Culler and Lamp, 2009). Or, les larves de moustiques se développent
dans des environnements aquatiques tres divers, qui peuvent aller de petites poches temporaires
dans la terre, des feuilles ou des éléments anthropiques, jusqu’a des corps d’eau permanents. Ces
environnements et la communauté biotique associée a chacun varient grandement, impliquant que
les rapports trophiques qui s’établissent avec les moustiques sont dépendants du contexte. Par
exemple, la compétition entre espéeces ainsi que la prédation varient selon un gradient de taille et de
durée de I'habitat, devenant plus complexes dans les corps d’eau permanents et de grande étendue
(Juliano, 2009).

Les moustiques adultes sont susceptibles de contribuer a la pollinisation des plantes du fait qu’ils se
nourrissent du nectar des fleurs, et ils peuvent étre les proies d’araignées, de batraciens, d’oiseaux et
de chauves-souris (Medlock and Snow, 2008). Pour la plupart, ces prédateurs sont généralistes et ne
dépendent pas exclusivement des moustiques pour leur subsistance, mais des associations
spécifiques pourraient avoir lieu. Ainsi, en Afrique de I’Est, autour du Lac Victoria, il existe une espece
d’araignée, Evarcha culicivora, qui, au cours de son histoire évolutive, a développé une préférence
pour les femelles d’Anopheles gorgées de sang (Nelson and Jackson, 2006).

Concernant les espéces vectrices, une évaluation au cas par cas et région par région, selon I'objectif
de lutte antivectorielle, serait nécessaire pour appréhender I'impact écologique associé a une
stratégie d’élimination d’une population de moustiques.

Les especes vectrices adaptées a I'environnement urbain, comme Ae. aegypti et dans une moindre
mesure Ae. albopictus, se développent dans des accumulations temporaires de petits volumes d’eau,
ou les interactions avec d’autres organismes, comme des espéces compétitrices ou prédateurs
aquatiques, peuvent s’avérer rares. De méme, on pourrait s’attendre a ce que les especes invasives,
comme Ae. albopictus et Ae. aegypti, en dehors de leur aire native de distribution, aient des relations
moins profondes dans les réseaux trophiques que les especes autochtones du fait d’'une intégration
plus récente dans les écosystémes envahis. Les espéces autochtones, en revanche, entretiendraient
des relations inter-spécifiques plus anciennes et complexes, comme c’est le cas de I'exemple des
araignées ayant développé une préférence pour les Anopheles (Nelson and Jackson, 2006).

26 . . 3 . \ . P . . . oA
Les moustiques de la toundra arctique ont une écologie trés particuliere, ce qui explique I'intérét des chercheurs et le grand nombre de
publications les concernant.
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2.3.3. Caractéristiques associées aux agents pathogeénes

On peut distinguer trois classes d’agents pathogénes, les arbovirus, les Plasmodium et les filaires, en
matiére de mode de développement dans le vecteur et de capacité a la transmission verticale. La
transmission verticale permet au pathogéne d’étre directement transmis a la descendance d’une
femelle moustique infectée. Le moustique vecteur peut alors constituer un réservoir naturel pour le
pathogéne, ce qui peut étre épidémiologiquement important durant les périodes défavorables a sa
transmission a un hote vertébré.

Ces agents pathogenes posseédent comme points communs d’étre ingérés a I'occasion d’une piqlre
sur un hote infecté présentant le pathogéne en quantité suffisante dans le sang, et d’étre in fine
inoculés a un nouvel héte a I'occasion d’une nouvelle piqlre du moustique en recherche d’un repas
sanguin. lls se distinguent dans les modalités des étapes intermédiaires de développement dans le
moustique :

- les phases intra-moustique des arbovirus et des Plasmodium sont similaires dans le sens ou ces
pathogénes rencontrent les mémes barrieres physiques (épithélium intestinal et glandes
salivaires) et passent par des étapes d’amplification. En plus de ces étapes d’amplification, les
Plasmodium se distinguent des arbovirus par un cycle biologique complexe, diverses
transformations du parasite et plusieurs stades successifs de développement, incluant une
reproduction sexuée. Dans le cas des arbovirus, le moustique reste infecté toute sa vie et la
transmission verticale (trans-ovarienne) est possible, mais détectée a trés faible fréquence. Dans
le cas des Plasmodium, le vecteur reste généralement infecté toute sa vie, mais la transmission
verticale n’existe pas du fait de la complexité et des contraintes du développement biologique du
parasite chez le moustique ;

- la situation est différente pour les filaires, qui ne passent pas par une phase d’amplification au
sein du moustique mais par une phase d’invasion des muscles thoraciques et de mues avant
d’étre réinoculées par migration active le long des piéces buccales de l'insecte. Les filaires ne
passent pas par une phase d’envahissement préalable des glandes salivaires. Il est fréquent que
le vecteur redevienne sain aprés une infection par des filaires. Il n’y a jamais de transmission
verticale.

Il est également notable que les différents agents pathogeénes infectant les moustiques different par
leur vitesse de développement. Ainsi, DENV atteint les glandes salivaires des moustiques (Ae. aegypti
et Ae. albopictus) en 14 jours alors que CHIKV ne nécessite que 3 a 7 jours (Vazeille et al., 2013). Par
ailleurs, les Plasmodium passent par des étapes de différentiation et nécessitent 7 a 14 jours avant
que les sporozoites n’atteignent les glandes salivaires. Cependant, ces vitesses de développement
sont dépendantes de facteurs intrinseques liés aux moustiques et extrinseques dépendant
principalement de la température. Ainsi, a température élevée, les sporozoites de P. falciparum
peuvent atteindre les glandes salivaires du moustique en 7 jours (Bourgouin et Boudin, observations
personnelles). Les niveaux d’infectiosité et de développement d’un virus comme DENV peuvent
également varier entre deux espéces de vecteur, comme Ae. aegypti et Ae. albopictus, ou deux
populations d’une méme espece de vecteur.

2.3.4. Autres facteurs a prendre en compte

- Polymorphisme génétique des différentes composantes du systéme vectoriel

Comme mentionné plus haut, il est important de prendre en considération la diversité génétique des
populations d’insectes vecteurs ciblés par une action de lutte antivectorielle. Cette diversité peut
étre intra-populationelle comme intra-espéce. La mise en évidence, en particulier chez les anophéles,
d’especes jumelles ou cryptiques” présentant des caractéristiques bio-écologiques et adaptatives

7 Espéces qui ne se distinguent pas sur la base de critéres morphologiques.
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différentes peuvent impacter les résultats escomptés de techniques de lutte. Le polymorphisme
génétique concerne aussi les agents pathogenes et les hotes vertébrés, dont les hommes.

- Existence de réservoirs

L'existence de réservoirs de pathogenes et leur distribution doivent étre prises en compte,
notamment dans les situations de faible transmission ou de réémergence.

- Facteurs multiples influencant I'infection du vecteur

Selon les systémes vectoriels, le risque de transmission d’un hote a I'autre dépendra de |'accessibilité
du pathogene pour le vecteur au niveau des capillaires sanguins, siége de la piqlre, et de sa
concentration :

Dans le cas des arbovirus, la transmission ne pourra se faire que lorsque I'hGte porteur du virus
est en phase virémique (présence du virus dans le sang). Cette phase peut étre éphémeére et de
durée variable d'une espéce virale a l'autre. Les titres de virémie (concentration du virus dans le
sang) peuvent également varier selon les hétes, qui peuvent étre plus ou moins efficaces pour
I"amplification d’un virus donné. Ainsi, parmi les hotes du virus du West Nile, I'ciseau est un
amplificateur efficace tandis que 'Homme et le cheval constituent des culs-de-sac pour la
transmission du virus (Gray and Webb, 2014). De leur c6té, selon leur réceptivité pour un virus
donné, les vecteurs ont la capacité de s’infecter a des titres de virémie variables. Enfin, on note
que la phase virémique n’est pas nécessairement associée a des symptomes chez I’héte. Des
données récentes ont mis en évidence que des individus asymptomatiques pouvaient
transmettre le virus de la dengue (Duong et al., 2015), ce qui pose des problemes de surveillance
épidémiologique.

Pour la transmission du paludisme, le prérequis est que I’h6te soit porteur de gamétocytes, dont
la présence peut étre détectée pendant plusieurs semaines apres un acces palustre. Grace aux
technologies de biologie moléculaire, le portage de gamétocytes par les porteurs
asymptomatiques est aujourd'hui trés étudié de méme que le role de ces porteurs
asymptomatiques dans le maintien de la transmission de Plasmodium, en particulier dans les
pays en phase de pré-élimination du paludisme.

La situation des filaires est également particuliére. Selon les espéeces et leur vecteur, certaines
filaires ne sont présentes dans les capillaires sanguins qu'a certaines heures de la journée,
correspondant aux heures de piqlre des moustiques vecteurs.

- Influence de I'environnement

L'efficacité d’un systeme vectoriel, et donc de la transmission d’un agent infectieux par un vecteur
dans un environnement donné, sera notamment fonction de leurs interactions et des conditions
biotiques (diversité d’hotes, habitats larvaires...) et abiotiques (conditions météorologiques, climat...)
de I'environnement dans lequel ils s’inscrivent.

- Systéme en évolution

Ces systémes vectoriels sont en perpétuelle évolution sous la pression de modifications d’origine
environnementale et/ou humaine. Face a la complexité des systémes vectoriels, leur connaissance et
leur compréhension sont nécessaires a la définition de mesures pertinentes de gestion du risque,
parmi lesquelles la lutte antivectorielle.

Ainsi, la grande complexité et la diversité des systemes vectoriels en jeu soulignent la nécessité
d’adapter les stratégies de lutte antivectorielle au cas par cas des espéces de moustiques
considérées, des agents pathogenes visés, ainsi que des caractéristiques de la population humaine
a protéger, en prenant en compte I’environnement dans lequel ces trois composantes évoluent,
incluant notamment le milieu et I’habitat concernés, le climat et la période de I’année.
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3. Utilisation de moustiques génétiqguement modifiés dans le cadre de la
lutte antivectorielle

Ce chapitre vise a présenter |'utilisation de moustiques GM dans le cadre de la lutte antivectorielle a
travers le potentiel de différentes techniques de modification génétique des moustiques et des
exemples précis d’application de ces techniques. Les spécificités de ces techniques par rapport aux
autres méthodes de lutte antivectorielle seront mises en évidence dans le chapitre suivant.

3.1. Modification génétique des moustiques et potentiel en lutte antivectorielle

Au-dela de son intérét en recherche fondamentale, pour une meilleure compréhension de la biologie
du moustique vecteur et de ses interactions avec hotes et pathogenes, la modification génétique des
moustiques peut étre mise a profit dans le cadre de la lutte antivectorielle. Le développement, chez
les moustiques, des techniques de transgenése d’une part, et des techniques exploitant les nucléases
dirigées d’autre part, permet d’envisager aujourd’hui deux grands types de stratégies de lutte
antivectorielle : la réduction de la densité des populations de moustiques vecteurs, et la réduction de
la compétence de ces moustiques pour transmettre les agents pathogenes.

3.1.1. Développement de la transgenése chez les moustiques et potentiel en lutte
antivectorielle

3.1.1.1. Transgenese par insertion de transposon

L'application de la transgenése aux moustiques, comme aux autres insectes, a initialement été
permise par |'exploitation des propriétés naturelles des transposons. Les transposons sont des
éléments génétiques mobiles qui possedent la capacité naturelle de s’exciser, se transposer et se
réintégrer dans le génome par l'activité d’une enzyme unique, la transposase (O'Brochta et al.,
2014b). LU'insertion d’un transgéne d’intérét au sein d’un transposon lui confere donc une capacité
d’intégration au sein d’'un génome (O'Brochta et al., 2014a). Un individu transgénique peut alors étre
produit par introduction, dans les lignées germinales de l'insecte, d’'un plasmide portant un
transposon incluant le transgéne d’intérét. Ceci peut se faire par microinjection d’embryon. Pour
assurer la stabilité du transgene une fois inséré, des systémes binaires ont été développés par
lesquels la transposase peut étre fournie de maniére transitoire a partir d’'un plasmide auxiliaire
(Rubin and Spradling, 1982). Seuls le transgéne d’intérét — éventuellement associé a des genes
rapporteurs —, inséré a la place de la transposase, et les autres éléments structurels du transposon,
sont alors intégrés dans le génome cible.

Plusieurs améliorations ont été apportées a ce systeme de base, comme la possibilité d’associer les
transgénes d’intérét a des promoteurs caractérisés pour leur activité spécifique a un stade de
développement, a des tissus particuliers, ou a un sexe seulement (Hammond and Nolan, 2014). Une
autre avancée technique, adaptée de travaux précurseurs accomplis chez la drosophile (Bischof et
al.,, 2007), a été mise en place chez différentes espéces de moustiques pour cibler I'insertion du
transposon dans un site d’atterrissage prédéterminé” (Labbé et al.,, 2010; Meredith et al., 2011;
Meredith et al., 2013; Nimmo et al., 2006; Pondeville et al., 2014; Volohonsky et al., 2015).

3.1.1.2. Espéces de moustiques transformées avec succes

Toutes les especes de moustiques ne sont pas équivalentes en termes de transformabilité.
Concernant les especes vectrices, Ae. aegypti est la premiere espece de moustique a avoir été

28 . . . ~ . . . 7 . 7 . 7 . 7 . . 3 .

Le site d’atterrissage lui-méme n’est toutefois pas sciemment ciblé au sein du génome; il est sélectionné parmi différents sites
d’atterrissage créés de maniere aléatoire par I'insertion d’un transposon dans 'une de ses séquences cibles, présentes a une fréquence
élevée dans le génome.
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transformée génétiquement (Jasinskiene et al.,, 1998) et est réputée la plus facilement
transformable. Des moustiques transgéniques de |'espéce Ae. albopictus ont été obtenus plus
récemment, suite aux premiers impacts de I'espéce en santé publique (Labbé et al., 2010). An.
stephensi, vecteur du paludisme en Inde, a été transformé avec succes pour la premiére fois en I'an
2000 (Catteruccia et al., 2000) et est aussi assez facilement transformable. An. gambiae est réputé le
plus délicat a transformer : la premiere lignée transgénique a été obtenue en 2001 (Grossman et al.,
2001). Une dizaine de laboratoires dans le monde maitrise actuellement la transgenése chez cette
espece. Une autre espéce d’anophéle, vecteur de Plasmodium (Anopheles albminanus), a également
été transformée (Perera et al., 2002) ; en revanche, Cx. pipiens et Cx. quinquefasciatus semblent
difficilement transformables, une seule équipe ayant rapporté la transformation génétique de Cx.
quinquefasciatus (Allen and Christensen, 2004; Allen et al., 2001). Des facteurs limitants demeurent
pour certaines espéces dont les embryons se prétent difficilement a la microinjection ou qui
s’adaptent mal aux conditions d’élevage et de manipulation en laboratoire.

3.1.1.3. Applications possibles en lutte antivectorielle

La transgenése « simple »* peut-elle permettre de réduire la compétence vectorielle d’une
population de moustiques sauvages ?

Plusieurs souches de moustiques transgéniques résistantes a la transmission d’un pathogéne ont été
développées avec succes en laboratoire (Isaacs et al., 2012; Jupatanakul et al., 2017; Yamamoto et
al.,, 2016). Cependant, toute stratégie visant a interférer avec la compétence vectorielle d’une
population de moustiques vecteurs doit intégrer un mécanisme efficace de propagation de la
modification dans la population sauvage. En I'absence d’un tel mécanisme, la fréquence du
transgene dans la population ne serait que proportionnelle au(x) lacher(s) de moustiques
transgéniques effectué(s), et en I'absence de pression de sélection, le transgéne serait amené a se
diluer dans la population, voire a disparaitre, par dérive génétique ou par contre-sélection s’il
confere un désavantage sélectif aux moustiques qui le portent. En I'absence de mécanisme de
propagation de la modification dans la population, cette stratégie n’est donc pas une option
envisageable parmi les applications de la transgeneése « simple » du moustique.

- La transgenese « simple » peut-elle permettre de réduire la densité d’une population de
moustiques sauvages ?

Un transgene conférant une capacité stérilisante aux moustiques qui le portent peut étre exploité en
lutte antivectorielle dans une stratégie visant a réduire la densité de la population de moustiques
sauvages par des lachers inondatifs et récurrents de moustiques stérilisants. Plusieurs conditions
doivent étre remplies : outre le fait que les moustiques transgéniques doivent étre sexuellement
compatibles avec la population cible et compétitifs pour I'accouplement avec les moustiques
sauvages, la stérilité génétique doit étre conditionnelle, empéchant le développement de la
descendance des moustiques transgéniques dans les conditions de terrain, tout en permettant la
multiplication des moustiques dans I'élevage. Seul un exemple de cette stratégie a été développé a
ce jour: il s'agit de la technique RIDL d’Oxitec appliquée a Ae. aegypti, présentée plus bas en
Exemple 1 (section 3.2).

- Latransgeneése « simple » peut-elle contribuer a la mise en ceuvre d’autres techniques de lutte ?

Comme expliqué plus loin, le sexage, ou séparation des individus selon leur sexe, constitue un verrou
technologique de plusieurs techniques de lutte antivectorielle nécessitant un lacher exclusif de
males. Le développement de souches transgéniques facilitant le sexage serait un atout pour
contribuer au succés de nombreuses techniques de lutte. Un exemple de développement d’une
souche transgénique de sexage a été récemment publié pour la lucilie bouchere (Concha et al.,

29 . " \ . N Pl s . Lo s . s
La terminologie de transgenése « simple » recouvre la transgenése qui résulte en une modification génétique non dotée de capacité de
forgage génétique. Le forcage génétique est abordé en 3.2.2.3.
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2016). Chez les moustiques, I’expression du géne M (maleness), récemment découvert chez les Aedes
et Anopheles, pourrait étre modulée par des promoteurs dépendants de la température en vue de
créer de telles souches de sexage (Adelman and Tu, 2016; Hall et al., 2015; Krzywinska et al., 2016).

3.1.2. Utilisation de nucléases dirigées chez les moustiques et potentiel en lutte antivectorielle

L’étude des mécanismes de réparation de I’ADN a suggéré que, s’il était possible de provoquer une
cassure du double brin de ADN a un site précis, I'activation des mécanismes endogenes de
réparation pourrait permettre d’effectuer des modifications ciblées dans le génome. Deux types de
nucléases dirigées, ou outils de coupure ciblée de I’ADN, ont vu le jour depuis les années 1990 : le
premier type, représenté par les protéines a doigt de zinc (ZFN, Zinc Finger Nucleases) et les TALEN
(Transcriptor Activator Like Effector Nuclease), repose sur de lI'ingénierie des protéines, le site de
coupure étant déterminé par des protéines synthétiques de liaison spécifique; le second, plus
récent, repose sur de l'ingénierie des acides nucléiques, le site de coupure étant déterminé par une

simple molécule d’ARN ; il est représenté par le systeme CRISPR-Cas9 et ses variations.

Bien que cet avis se focalise sur le systeme CRISPR-Cas9, les autres types de nucléases dirigées
peuvent également étre utilisés pour les mémes applications, y compris de forcage génétique, avec
une phase de développement toutefois plus longue et plus complexe. D’autres nucléases dirigées
pourront également voir le jour a I'avenir.

3.1.2.1. CRISPR-Cas9 comme nouvel outil de modification génétique

Le systeme CRISPR-Cas9 est un systéme enzymatique découvert chez des procaryotes ou il constitue
un mécanisme d’immunité adaptative. L’intégration dans les génomes procaryotes de courtes
séquences d’ADN provenant d’agents infectieux (ex. : bactériophages) leur permet de mémoriser les
infections passées. En cas de nouvelle infection, I'agent infectieux récidiviste est éliminé par
reconnaissance nucléique et coupure par I'endonucléase associée, Cas9 (Jinek et al.,, 2012).
Récemment adapté comme outil de biologie moléculaire, ce systéme, facilement programmable,
permet d’effectuer des modifications ciblées par coupure de I'endonucléase Cas9 dans un site précis
du génome, défini par une molécule d’ARN construite a cette fin, appelée « ARN guide » (abrégé
gRNA) (Jinek et al., 2012; Mali et al., 2013).

Dans ce site précis défini par I’ARN guide, le systeme CRISPR-Cas9 permet de générer des mutations
ponctuelles, dirigées ou aléatoires, ou d’insérer des fragments d’ADN, incluant des transgenes. Suite
a la coupure ciblée de I’ADN par Cas9, '’ADN peut étre réparé de deux facons selon les mécanismes
de réparation de I’ADN mis en ceuvre par la cellule : une réparation par religation imprécise (Non-
Homologous End-Joining ou NHEJ) pourra induire une mutation ponctuelle aléatoire, tandis qu’une
réparation par recombinaison homologue avec une séquence présentant une forte similarité avec les
séquences flanquant le site coupé résultera, selon la séquence homologue disponible et utilisée par
la cellule, en une mutation dirigée ou une insertion d’ADN (Komor et al., 2017). La séquence
homologue peut provenir de I'autre chromosome de la paire comme d’'une matrice d’ADN exogéne
(Taning et al., 2017). Les travaux réalisés chez les moustiques montrent que la coupure du double
brin de I’ADN vy est le plus souvent réparée par recombinaison homologue (Gantz and Bier, 2015;
Gantz et al., 2015; Hammond et al., 2016)*, mais la variabilité observée suggere de déterminer le
taux de religation imprécise pour chaque nouveau locus considéré.

* En fonction du locus testé, le taux de NHEJ varie de 1,2 a 15 % chez les méles, et de 1,2 a 21 % chez les femelles (Hammond et al., 2016 ;
Gantz et al., 2015). Ces deux publications se sont intéressées a 4 loci. Le taux de NHEJ sera a déterminer pour chaque nouveau locus
considéré.
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3.1.2.2. Potentiel du systeme CRISPR-Cas9 en lutte antivectorielle
Par rapport a la transgenese par insertion de transposon, le systéme CRISPR-Cas9 permet :

- de <'affranchir de [l'utilisation de séquences dérivées de transposons pour générer des
moustiques transgéniques,

- decibler les transgenes dans un locus précis du génome,

- de générer des mutations ciblées sans nécessairement insérer ou conserver des éléments
transgéniques dans le génome (notamment envisageable pour une souche de sexage),

mais I'intérét majeur de l'utilisation du systeme CRISPR-Cas9 dans la lutte antivectorielle réside dans
la possibilité de créer un forcage génétique, permettant de propager une modification génétique au
sein d’'une population naturelle.

Toute application du systeme CRISPR-Cas9 ne mettant pas en ceuvre cette possibilité de forgage
génétique se heurtera aux mémes limites que la transgenése « simple » en termes d’utilisation en
lutte antivectorielle, liées a I'absence de mécanisme de propagation de la modification dans la
population.

3.1.2.3. Le forgage génétique et ses applications en lutte antivectorielle

Le forcage génétique, traduit de I'anglais « gene drive », consiste a augmenter I'hérédité d'un
élément génétique par rapport a I'hérédité naturelle décrite par les lois de Mendel*, conduisant de
ce fait a I'accroissement de la fréquence de cet élément génétique dans la population, et ce, méme
s’il est associé a un certain colt génétique (Esvelt et al., 2014). Le forcage génétique est un
phénoméne qui existe dans la nature. Les éléments génétiques naturellement dotés de cette
propriété sont dits « égoistes »*?, ou d’hérédité « super-mendélienne » (Burt, 2003; Hastings, 1994). Il
est question ici d’exploiter le phénomene naturel ou d’en reconstituer le mécanisme pour propager
des transgenes ou inactiver des genes existants dans une population naturelle.

Depuis sa conceptualisation (Curtis, 1968), I'application du forcage génétique a la lutte antivectorielle
a suscité de nombreuses recherches, notamment a travers |'utilisation de ces éléments génétiques
naturellement dotés d’hérédité super-mendélienne (Hastings, 1994), avec I'exemple particulier des
homing endonucleases (Burt, 2003). L’utilisation pratique de ces dernieres a permis de réaliser le
premier forcage génétique de synthese au sein d’une population de moustiques préalablement
modifiés pour contenir la cible de I'’endonucléase utilisée (Windbichler et al., 2011). L’adaptation de
la spécificité de ces endonucléases a une séquence donnée présente dans une population naturelle
est toutefois une entreprise laborieuse et chronophage.

Le systeme CRISPR-Cas9, par sa simplicité de programmation de spécificité, et la flexibilité de ses
composantes fonctionnelles, offre de nouvelles options pour générer un forgage génétique dans une
population naturelle. Les modalités d’utilisation de CRISPR-Cas9 a des fins de forcage génétique sont
tres spécifiques : pour générer un forcage génétique, a la différence d’une utilisation classique®, les

31 . 3 . o \ . R
Selon les lois de Mendel, chez une espéce diploide, un géne porté sur un seul chromosome (plus précisément un autosome, chromosome
non sexuel) est transmis a la moitié de la descendance.

*2 La terminologie des « éléments génétiques égoistes » refléte le fait que ces éléments (géne, fragment de géne, chromosomes ou lots de
chromosomes) sont capables de se propager malgré le colt qu’ils peuvent infliger aux organismes. Elle n’a rien a voir avec |utilisation du
terme par Dawkins en 1976 dans son livre « Selfish gene », qui se voulait souligner la centralité du géne dans I’évolution, et qui se référait
ainsi a tous les geénes. La terminologie ne se veut pas non plus associée a un quelconque jugement moral sur les éléments génétiques en
question [Burt, A., and Trivers, R. (2006). Genes in conflict: the biology of selfish genetic elements. (Cambridge MA, Harvard University
Press).].

3 pour générer une modification génétique sans forgage, il n’est pas nécessaire d’insérer les génes codant I'endonucléase Cas9 et son ARN
guide dans le génome : en pratique, ils peuvent étre exprimés transitoirement, étre apportés sous forme d’ARN, Cas9 peut étre également
apportée sous forme de protéine purifiée [Komor, A.C., Badran, A.H., and Liu, D.R. (2017). CRISPR-based technologies for the manipulation
of eukaryotic genomes. Cell 168, 20-36.]. S'ils sont insérés (éventuellement transitoirement avant d’étre éliminés par ségrégation), des lors
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génes codant Cas9 et son ARN guide ainsi que d’éventuels transgénes d’intérét, comme des génes
effecteurs que I'on souhaite propager dans la population, doivent étre tres précisément insérés
ensemble, au sein méme du locus reconnu par I’ARN guide (I'insertion faisant disparaitre cette cible)
(Esvelt et al., 2014). En présence du chromosome transgénique, le chromosome homologue
initialement non modifié sera coupé par Cas9 au locus cible, et se réparera par recombinaison
homologue en recopiant la cassette Cas9-gRNA. Ceci se produira a chaque fécondation issue d’un
accouplement entre un insecte sauvage et un insecte transgénique ; les chromosomes sauvages
seront donc progressivement convertis en chromosomes transgéniques. Si ce mécanisme s’effectue
efficacement dans les cellules germinales, en amont de la formation des gametes, c’est 'ensemble
de la descendance de I'individu qui héritera du transgene (Esvelt et al., 2014).

L'article apportant la preuve de concept du forcage génétique par I'utilisation de CRISPR-Cas9 chez la
drosophile (Gantz and Bier, 2015) a mis en évidence le potentiel invasif de ce type de construction
artificielle. Sur ce principe, plusieurs types d’intervention de lutte antivectorielle par forcage
génétique sont envisageables, avec deux objectifs distincts :

1. un forcage génétique visant a éliminer une population de vecteurs. Deux stratégies sont
actuellement considérées a cette fin, par le biais, respectivement :

- de manipulation du sex ratio dans la population de moustiques cibles. Un exemple en cours
de développement de cette stratégie a été rapporté par |'utilisation non pas de CRISPR-Cas9
mais d’un variant synthétique d’une homing endonuclease (Galizi et al., 2014) ;

- de propagation d’'une modification génétique inactivant un gene essentiel du moustique.
Cette stratégie est actuellement testée par l'inactivation d’un gene de fertilité femelle
(Hammond et al., 2016) ; elle est décrite en Exemple 2 ci-dessous (section 3.3) ;

2. un forcage génétique visant a réduire la compétence vectorielle d’une population de vecteurs,
c’est-a-dire visant a modifier la population dans le but de la rendre résistante a la transmission
d’un pathogene. Ceci peut s’envisager par deux voies différentes :

- soit par la propagation d’'une modification génétique qui inactiverait un géne de l'insecte
essentiel a sa compétence vectorielle, par exemple un gene de linsecte essentiel au
développement et/ou a la transmission du pathogéne. Le facteur limitant, dans ce cas, est
d’identifier un tel géne dont I'inactivation n’handicapera pas fortement l'insecte. Des essais
sont en cours pour évaluer ce principe sur l'inactivation d’'un récepteur des sporozoites de
Plasmodium sur les glandes salivaires d’An. gambiae (Eric Marois, comm. pers.) ;

- soit par la propagation d’un transgéne effecteur conférant une résistance a la transmission
du pathogéne, ce qui peut se concevoir par deux modes d’action différents :

- soit eninterférant avec la compétence vectorielle des moustiques,

- soit en s’attaquant directement au pathogéne. Cette derniere stratégie, actuellement
testée chez An. stephensi contre Plasmodium (Gantz et al., 2015), est décrite en Exemple
3 ci-dessous (section 3.4).

Les exemples spécifiques d’application de chacune de ces techniques de modification génétique
discutés dans I’avis sont présentés dans les sections suivantes.

gu’ils s’expriment, leur localisation importe peu au succes de leur utilisation, et ils ne nécessitent pas d’étre insérés ensemble dans un
méme locus.
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3.2. Exemple 1: Technique RIDL d’Oxitec

La technique RIDL d’Oxitec est la seule technique utilisant des OGM développée aujourd’hui a un
niveau opérationnel en lutte antivectorielle. C'est un exemple d’application de la transgenése
« simple » des moustiques a la lutte antivectorielle.

3.2.1. Principe

Le principe utilisé par la technique RIDL d’Oxitec n’est fondamentalement pas nouveau. Il s’agit d’'une
déclinaison du principe de la technique de I'insecte stérile (TIS), développé et mis en ceuvre depuis
plusieurs décennies sur d’autres insectes que les moustiques.

Le principe fondamental de la TIS et des techniques dérivées consiste en des lachers inondatifs et
récurrents de males stériles ou stérilisants, qui entrent en compétition avec les males sauvages pour
s’accoupler avec les femelles sauvages, conduisant a une réduction de la population cible, voire a une
élimination de cette population lorsqu’elle est isolée.

Seuls les males sont relachés car un lacher de femelles risquerait (1) d’accroitre la transmission de
pathogénes* et (2) de diminuer I'efficacité de I'intervention en détournant certains males stériles de
I"'accouplement avec les femelles sauvages ciblées.

L'application classique de la TIS met en ceuvre des males stérilisés par irradiation. Employée avec
succes sur d’autres insectes des les années 1950 (Enkerlin et al., 2015; Vargas-Teran et al., 2005;
Vreysen et al.,, 2000; Wyss, 2006), son application est toujours en développement chez les
moustiques (voir 4.2.1).

Les développements initiaux de la TIS classique chez les moustiques se sont heurtés a des difficultés
spécifiques de mise en oceuvre opérationnelle de l'irradiation et/ou d’impacts négatifs présumés
associés a l'irradiation, ce qui a incité a la recherche de méthodes alternatives de stérilisation (Phuc
et al.,, 2007). La technique RIDL (« Release of Insects carrying a Dominant Lethal », ou « lacher
d’insectes porteurs d’un caractére de létalité dominante »), a été congue pour induire, par
modification génétique, une létalité dominante et répressible.

Le caractere de létalité dominante, également associé aux mutations aléatoires stérilisantes induites
par irradiation chez les moustiques TIS classiques, permet d’empécher le développement de la
descendance hybride des moustiques reldchés, qu’ils soient transgéniques ou irradiés, avec des
moustiques sauvages. En revanche, contrairement aux mutations induites par irradiation chez les
moustiques TIS classiques, la modification génétique des moustiques transgéniques ne peut étre
générée juste avant leur Idcher, ce qui pose le probléme du développement et de la maintenance en
élevage de moustiques porteurs d’un tel caractére de létalité. Dans ce cas, c’est la répressibilité du
caractére transgénique de létalité en présence d’un antidote qui permet le développement normal des
moustiques transgéniques, pour la production destinée a I’élevage autant que celle destinée aux
Idchers.

3.2.2. Etat des lieux de la recherche et des techniques de production

Sur ce principe, Oxitec a développé plusieurs souches de moustiques Ae. aegypti, parmi lesquelles la
souche OX513A*. Générés par la technique classique de transgenése par insertion de transposon, les
moustiques OX513A portent un transgene d’origine synthétique codant la protéine tTAV (tetracycline

** On rappelle que chez les moustiques, seules les femelles piquent et sont susceptibles de transmettre les pathogeénes.

% Une autre souche, développée sur la base d’un phénotype empéchant la production de femelles reproductives (flightless phenotype) s’est
avérée souffrir d’'un colt en vigueur trop important pour envisager une stratégie efficace de reduction de population en conditions
opérationnelles [Facchinelli, L., Valerio, L., Ramsey, J.M., Gould, F., Walsh, R.K., Bond, G., Robert, M.A., Lloyd, A.L., James, A.A., Alphey, L., et
al. (2013). Field cage studies and progressive evaluation of genetically-engineered mosquitoes. PLoS Negl Trop Dis 7, e2001.]. D’autres
souches de moustiques sont en cours de développement (Oxitec, comm. pers.).
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repressible transcriptional activator variant), fusion entre tetR (Tet repressor protein d’Escherichia
coli), et VP16 (virion protein 16 transcriptional activator du herpes simplex virus), sous le contréle de
son propre site de liaison tetOx7 d’Escherichia coli, et de séquences régulatrices de drosophile (Phuc
et al., 2007). La protéine tTAV se caractérise par une activité de facteur de transcription qui stimule
sa propre expression tout en perturbant I’expression de nombreux genes des moustiques au point de
provoquer leur mort [transcriptional squelching (Lin et al., 2007)]. Le systéeme est régulé par un
mécanisme dit Tet-off*: en I'absence de tétracycline, tTAV empéche le développement des
moustiques transgéniques (la composante tetR de tTAV s’associant a tetO et induisant via VP16 la
surexpression létale de tTAV); en présence de tétracycline, la tTAV est inactivée (tetR ayant plus
d’affinité pour la tétracycline que pour tetO), la |étalité associée au géne tTAV est alors réprimée, ce
qui permet I'élevage de la souche en conditions artificielles supplémentées en tétracycline (Phuc et
al., 2007).

En plus du transgene effecteur tTAV, les moustiques OX513A portent un marqueur de fluorescence,
DsRed2, du corail Discosoma, permettant le suivi des moustiques transgéniques (Phuc et al., 2007).

Enfin, la lignée OX513A a été sélectionnée parmi différents transformants pour sa caractéristique de
|étalité tardive, la mort des moustiques OX513A survenant au stade de larve voire de nymphe (Phuc
et al., 2007). La létalité tardive présente un intérét pour les applications des stratégies de type TIS
concernant des insectes dont la densité de population dépend de ressources limitées. C’est le cas des
moustiques, dont le développement de la population est limité par la disponibilité en sites
d’oviposition et en nutriments pour les larves. Ces ressources constituent ainsi des facteurs de
compétition a des stades précoces de développement des moustiques. La létalité au stade
embryonnaire, caractéristique de la TIS classique par irradiation, réduit I'impact de ces facteurs de
compétition, ce qui peut conduire a des phénomenes de surcompensation. Par ces phénomenes, une
réduction importante du potentiel de reproductivité des femelles ne se traduirait pas
nécessairement par une réduction significative de la taille de la population cible et risquerait méme
d’établir un niveau d’équilibre populationnel plus élevé (Phuc et al.,, 2007). L'avantage que
procurerait la létalité tardive en termes d’efficience de la stratégie de réduction de population a été
clairement modélisé : le nombre de moustiques stériles qu’il serait nécessaire de relacher par
rapport au nombre de moustiques cibles sauvages pour éliminer une population est inférieur avec
une létalité tardive par rapport a une létalité embryonnaire, et I'élimination est plus rapide a des
ratios de lacher efficaces dans les deux conditions (Phuc et al.,, 2007). Selon une modélisation
supplémentaire, cet avantage persisterait méme si les larves OX513A, avant leur mort, étaient
jusqu’a 30 % moins compétitives que les larves sauvages (Phuc et al., 2007). Cet avantage de létalité
tardive des moustiques OX513A par rapport a la |Iétalité embryonnaire de la TIS classique reste a
démontrer sur le terrain.

La lignée OX513A a également été sélectionnée sur la base d’une pénétrance élevée de son
phénotype (c’est-a-dire sur le fait qu’une proportion élevée de moustiques transgéniques expriment
effectivement le phénotype que le transgene est supposé leur conférer), pénétrance qui reste
toutefois incompléte. Une pénétrance compléte se traduirait par une létalité de 100 % des
moustiques OX513A et de leur descendance hémizygote en I'absence de tétracycline. Or, en
I'absence de tétracycline, 3 a 4 % des moustiques transgéniques survivent en laboratoire (Phuc et al.,
2007). Cette proportion est réduite a 2 % dans I'environnement, sirement du fait des conditions
moins favorables qu’en laboratoire (Dr Hadyn Parry, communication au HCB lors de I'audition
d’Oxitec). L'impact d’une létalité incomplete sur l'efficience de la stratégie de réduction de
population a également été modélisé : s’il est d’autant plus significatif que le ratio de lacher (ratio du
nombre de moustiques relachés sur le nombre de moustiques cibles de terrain) est bas, son impact
sur |'efficacité de la stratégie reste négligeable aux ratios testés et pour des niveaux inférieurs a 5 %
de survivants, valables donc pour la souche OX513A (Phuc et al., 2007).

* http://www.tetsystems.com/science-technology/ (consulté le 16 mars 2017).
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La lignée transformée OX513A a fait I'objet de caractérisation en laboratoire. Comme attendu avec le
systeme de régulation Tet-Off, aucune différence de survie n’a été détectée entre les moustiques
OX513A et leurs équivalents non GM en présence de tétracycline, assurant leur production en
conditions d’élevage supplémentées en tétracycline (Phuc et al., 2007). Testés dans des cages de
laboratoire apres introgression du transgene dans un fond génétique malaisien, les males OX513A se
sont montrés capables d’inséminer autant de femelles que les males non GM au cours des premiers
jours, méme s’ils semblaient avoir une capacité d’insémination réduite sur la durée de leur vie et un
co(t d’accouplement accru par rapport aux males non GM quasi-isogéniques (Bargielowski et al.,
2011). Ces résultats n’ont pas été jugés rédhibitoires pour une stratégie RIDL impliquant des lachers
fréquents et en exces de males OX513A sur le terrain, dans |'attente de I’évaluation de leur
performance sur le terrain en compétition avec les males sauvages (Bargielowski et al., 2011).

Au-dela de la caractérisation des moustiques transgéniques en laboratoire et de I’évaluation de la
compétitivité des moustiques dans I'environnement, les techniques de production, spécifiquement
mentionnées dans la saisine, et de mise en ceuvre des moustiques OX513A, sont critiques pour le
succes de la stratégie sur le terrain. Plus généralement, cette dimension a été en grande partie
considérée responsable des difficultés de mise en ceuvre des stratégies de type TIS spécifiques aux
moustiques par rapport a d’autres insectes. Un point sur leur développement a été publié par
Carvalho et al. dans le cadre du déploiement des moustiques OX513A au Brésil, concernant
notamment les méthodes de production larvaire, d’alimentation sanguine, et de séparation des
males et femelles (Carvalho et al., 2014). Plus ou moins partagés par les différentes stratégies basées
sur des lachers de moustiques, les techniques de production des moustiques et les défis associés
sont exposés de maniere comparative dans la section 4.3.3 pour dégager les éventuelles spécificités
associées aux moustiques GM.

De maniere plus générale, les spécificités, les risques, les intéréts et les limites associés a cette
technique sont développés dans la suite de I'avis (section 4.3 et chapitre 6).

3.2.3. Résultats des premieres expérimentations dans le monde

Un dispositif d’évaluation par étape est mis en ceuvre avant tout lacher de moustiques de grande
échelle sur le terrain. Les souches de moustiques sont d’abord évaluées en laboratoire (phase I), puis
en conditions dites semi-contrélées, consistant en des lachers de moustiques au sein de systémes
confinés mimant leur environnement naturel, placés sur le terrain (phase Il). Ces essais confinés
permettent d’évaluer principalement la performance sexuelle des souches transgéniques et leur
compétitivité pour lI'accouplement avec les souches locales. La phase Il inclut également une
dimension de caractérisation du terrain, de sélection du site pilote, et de collectes de données
entomologiques et épidémiologiques. Les essais pilotes en conditions de terrain, a I'échelle de un ou
plusieurs villages en milieu rural, ou de un ou plusieurs quartiers en milieu urbain, peuvent alors
avoir lieu pour évaluer I'efficacité des interventions en comparaison avec des sites témoins (phase
). La phase IV concerne les lachers en conditions opérationnelles sur le terrain, a large échelle, dans
les conditions réelles d’application intégrant les méthodes classiques de lutte antivectorielle.

Sur la base de ce schéma, suite a plusieurs études de caractérisation en laboratoire, les moustiques
OX513A ont fait I'objet d’expérimentations dans I'environnement de phases Il et/ou lll en Malaisie
(Lacroix et al., 2012; Lee et al., 2013), aux iles Caimans (Harris et al., 2012; Harris et al., 2011), au
Brésil (Carvalho et al., 2015) et au Panama (Gorman et al., 2016). Une expérimentation de phase IV
est en cours au Brésil. Les expérimentations publiées sont décrites en annexe 11 du Rapport du GT.

IY

A ce jour, les expérimentations réalisées en Malaisie se sont limitées a une caractérisation des
souches transgéniques :

- en conditions semi-controlées, la compétitivité sexuelle de souches OX513A a été évaluée dans
différentes combinaisons de fonds génétiques dans lesquels le transgene a été introgressé :
entre males GM et non GM, pour des femelles non GM de méme fond génétique (malaisien), et
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entre males GM de fond génétique mexicain et males non GM de fond génétique malaisien, pour
des femelles non GM de fond génétique malaisien. Les deux expériences révelent que les males
GM ont autant de chance que les males non GM de s’accoupler avec des femelles non GM,
montrant que le transgene n’a pas d’impact négatif sur la performance sexuelle des males testés,
et que l'utilisation de fonds génétiques différents n'impacte pas le résultat, au moins dans les
combinaisons et conditions testées (Lee et al., 2013). Ceci a suggéré que I'approche RIDL pourrait
étre envisagée sans avoir a introgresser le transgéne dans un fond génétique local (Lee et al.,
2013).

- des lachers de moustiques sur le terrain avaient pour objectif de tester la performance, dans
I’environnement, des moustiques OX513A comparée a celle de moustiques non GM quasi-
isogéniques, dans le but d’identifier d’éventuels effets non intentionnels associés au transgene.
Congu comme premiére étape d’une stratégie précautionneuse d’expérimentation par étape, un
lacher de petite dimension a été réalisé en décembre 2010 dans une zone forestiere inhabitée.
Les conclusions de cet essai, placé dans un environnement atypique pour les moustiques Ae.
aegypti, ou aucune descendance des moustiques relachés n’a été détectée, sont peu claires : si le
transgéne n’induit aucun effet négatif sur la longévité et la dispersion maximale des moustiques
males dans ces conditions, la dispersion moyenne des moustiques GM pourrait étre
significativement réduite (Lacroix et al., 2012). Les auteurs estiment que la réduction observée
ne serait a priori pas de nature a empécher la faisabilité de la stratégie RIDL. Ceci doit étre testé
et ces expérimentations doivent étre répétées dans un environnement plus adapté (Lacroix et al.,
2012).

Les autres expérimentations publiées ont permis de tester la faisabilité et I'efficacité de I'approche
RIDL pour la réduction d’'une population de moustiques cibles dans différents environnements.
Toutes ces expérimentations ont été réalisées avec une souche OX513A de fond génétique mexicain.

E Les parametres clefs évalués en préparation a ces expérimentations sont :

- la proportion de males transgéniques capturés dans des pieges d’adultes, qui permet d’estimer la densité initiale de la ;
population sauvage selon le nombre de moustiques transgéniques relachés,

d’estimer le taux d’accouplement des femelles sauvages avec les males OX513A, correspondant au taux de stérilité ;

i

i

|

i

t- la proportion de larves transgéniques développées a partir des ceufs collectés dans les pieges pondoirs, qui permet !
|

i

! induite.

|

ECes éléments permettent de définir la compétitivité de terrain des moustiques OX513A%, et le nombre de moustiques a !
i relacher pour atteindre un objectif donné de réduction de population selon sa densité initiale.

|
i Parameétre clef de la progression et du succés de la stratégie RIDL, la densité de la population de moustiques se mesure :
|

soit indirectement, a partir d’'un indice de pieéges pondoirs mesurant la proportion de piéges contenant des ceufs de la
population cible,

soit plus directement, a partir du nombre d’adultes de la population cible capturés dans des pieges d’adultes, qui

-
|

i

i
.
! devrait étre corrigé en tenant compte de I'efficacité des piéges, estimée par le taux de recapture des males stériles.
|

E La réduction de la densité de la population de moustiques se mesure a partir de ratios d’indices de piéges pondoirs et/ou :
i de nombres d’adultes relevés dans la zone de lacher a différents stades de I'expérimentation. La réduction relative de cette
! densité se déduit de la comparaison de ces ratios entre zone de lacher et zone témoin.

La faisabilité de I'approche RIDL a été testée pour la premiéere fois fin 2009 sur I'lle de Grand Cayman,
I'une des trois iles du territoire britannique d'outre-mer des fles Caimans, situé dans les Caraibes
(Harris et al., 2011). Les parametres de caractérisation de la population cible et de performance
locale des moustiques, déterminés a partir de ce premier essai, ont permis de planifier le premier

% La compétitivité de terrain est déterminée par la formule suivante : C = PW/(S(1-P)), avec W : densité des males sauvages, S : densité des
males stériles, et P : proportion d'accouplements stériles (proportion de larves fluorescentes dans le cas des moustiques OX513A) (Carvalho
etal., 2015).
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test de réduction de population de moustiques de terrain, réalisé de mai a octobre 2010 (Harris et
al.,, 2012). Malgré des difficultés dans la production de moustiques, qui ont conduit a la restriction
progressive de la superficie de I’essai de 55 ha a 16 ha, le potentiel de la stratégie a été validé, avec
une réduction relative de la densité de la population de moustiques d’environ 80 % selon un indice
de pieges pondoirs. Si 3,3 millions de moustiques GM ont été relachés pendant une période de 23
semaines de maniére relativement irréguliére®, il a été estimé qu’un lacher d’environ 3.500 males
par hectare et par semaine, soit un ratio de 5:1, aurait suffi pour atteindre ce résultat. Par ailleurs, les
auteurs soulignent que ce résultat pourrait étre amélioré en situation (1) de moindres échanges avec
les zones voisines (immigration de femelles fécondées par des moustiques sauvages / émigration de
males GM ou de femelles fécondées par des males GM) — ce qui serait possible sur une zone plus
large ou plus isolée—, (2) de moindre survie de population sous la forme d’ceufs fécondés
antérieurement aux lachers — possible dans le cadre d’'un programme opérationnel plus long —, et (3)
d’association avec d’autres moyens de lutte pour réduire la densité de moustiques initiale (Harris et
al., 2012).

L’expérimentation réalisée au nord-est du Brésil dans I'état de Bahia, de mai 2011 a octobre 2012,
s’est également déroulée en plusieurs étapes : une étape préparatoire de 2 mois, pour évaluer les
performances des moustiques lors d’'une premiere série de lachers et ainsi adapter la stratégie de
réduction aux conditions locales, une étape de réduction de population d’un an, suivie d’'une étape
de maintenance de 3 mois (Carvalho et al., 2015). Comme aux iles Caimans, les objectifs initiaux ont
d( étre restreints en cours d’expérimentation du fait de difficultés de production de moustiques en
guantités nécessaires pour parvenir a réduire la population cible dans la zone visée. La zone de lacher
a ainsi été redimensionnée a mi-parcours, de 11 ha a 5,5 ha. Adaptée aux conditions locales, la
stratégie RIDL a finalement été validée, avec une réduction de la densité de population d’Ae. aegypti
d’environ 78 % selon un indice de pieges pondoirs, et 95 % selon les données de captures d’adultes,
pour un total d’environ 15 millions de moustiques GM relachés sur un an. Les auteurs estiment que
des lachers moyens de I'ordre de 29.000 moustiques males par hectare et par semaine auraient suffi
pour atteindre ce résultat (Carvalho et al., 2015).

L’expérimentation réalisée au Panama a Arraijan, dans la banlieue de la ville de Panama, d’avril a
octobre 2014, avait pour objectif supplémentaire d’évaluer I'effet d’une réduction de population
d’Ae. aegypti sur une population coexistante d’Ae. albopictus (Gorman et al., 2016). Un total
d’environ 4,2 millions de moustiques Ae. aegypti OX513A adultes males ont été relachés sur une
période de 6 mois sur une zone de 10 ha, soit une moyenne d’environ 15.700 adultes relachés par
hectare et par semaine. Alors que les pontes d’Ae. aegypti ont été réduites de 82 % en 116 jours et
93 % en 200 jours, il n’a pas été observé d’impact spécifique sur la dynamique de population d’Ae.
albopictus comparé aux zones témoins pendant la durée de I'essai. Les auteurs soulignent toutefois
qu’il pourrait étre nécessaire d’examiner I'impact d’'une réduction a plus long terme (Gorman et al.,
2016). Cette expérimentation a également permis d’évaluer la persistance du transgéne dans
I’environnement apres I'arrét des lachers : la proportion d’ceufs contenant des larves transgéniques
dans les pieges pondoirs a été réduite de 95 % en 28 jours. Aucune larve transgénique n’était
détectable 84 jours apres le dernier lacher (Gorman et al., 2016).

On note que la compétitivité de terrain des moustiques OX513A varie selon ces expérimentations
(C=0,059 aux iles Caimans, C=0,03 au Brésil, et C=0,144 au Panama) (Carvalho et al., 2015; Gorman et
al., 2016; Harris et al., 2012; Harris et al., 2011), ce qui n’est pas surprenant en soi vu qu’elle integre
de nombreux parametres, incluant les conditions éventuellement variables de production de
moustiques, et les migrations incontrolables de moustiques vers et hors de la zone de lacher. Ceci est

% Différents régimes de lacher se sont succédés, 3 savoir : (1) sur 55 ha pendant 6 semaines : 1.400 (95 % CI : 990-1.800) males adultes
relachés / ha/sem; (2) sur 32 ha pendant 6 semaines: 3.900 (95 % Cl: 2.600-5.300) males adultes relachés / ha /sem, (3) sur 16 ha
pendant 11 semaines : 14.000 (95 % Cl : 13.700-14.500) males adultes relachés / ha / sem pendant les 3 premiéres semaines, suivi de 7.700
(95 % ClI : 6.900-8.500) males adultes relachés / ha / sem complétés par 4.900 (95 % ClI : 3.800-6.000) adultes / ha / sem provenant de 5.600
(95 % Cl: 4.500-6.800) nymphes déployées sur le terrain / ha / sem.
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a distinguer de la compétitivité mesurée en conditions confinées, les moustiques OX513A s’y étant
montrés aussi compétitifs que les males sauvages testés, quel que soit leur fond génétique, dans les
expériences rapportées (Harris et al., 2011; Lee et al., 2013). Aucune donnée de compétitivité de
terrain n’a été publiée pour l'utilisation de moustiques en TIS classique. On note toutefois que les
données obtenues avec les moustiques OX513A sont dans la fourchette des valeurs observées pour
d’autres insectes®.

Ces expérimentations soulignent I'influence des conditions locales sur les moyens a déployer pour
obtenir une réduction de population de moustiques par la mise en ceuvre de la stratégie RIDL. Elles
mettent également en évidence I'importance de la caractérisation initiale de la population cible et
de son environnement, de la compétitivité de terrain des moustiques OX513A, du suivi de la
progression de la réduction et de I'adaptabilité des lachers selon les résultats obtenus et les aléas
climatiques, ainsi que la nécessité de conditions stables sur le long terme de production de masse
de moustiques pour transposer ces résultats a plus grande échelle.

On note par ailleurs que les expérimentations rapportées ont été évaluées avec des critéres
strictement entomologiques. Oxitec conclut néanmoins que les lachers de moustiques au Brésil et au
Panama ont réduit les populations de moustiques sous le seuil requis pour la transmission de la
dengue (Carvalho et al., 2015; Gorman et al., 2016). Pour prédire I'impact des expérimentations sur
la transmission de la dengue a partir d’indicateurs entomologiques, Oxitec a utilisé I'approche
proposée par Focks et al., qui ont défini des seuils de transmission selon le nombre de nymphes par
personnes (proxy de la population adulte de moustiques), la température ambiante, et I'immunité de
la population (Focks et al., 2000). La validité opérationnelle de cette approche reste discutée du fait
de la complexité des relations entre indicateurs entomologiques et épidémiologiques® (Bowman et
al., 2014; Fontenille et al., 2009; Wijayanti et al., 2016) (voir Rapport du GT, Annexe 12).

Une expérimentation de plus grande ampleur est en cours dans une autre région du Brésil, a
Piracicaba, dans I'Etat de Sdo Paulo. Débutée en 2015 a [I'échelle d’un quartier, cette
expérimentation a été étendue en 2016 pour couvrir une zone de 12 km? concernant une population
de 60.000 habitants (Servick, 2016). De phase |V, cette expérimentation pourrait permettre de
recueillir des données épidémiologiques d’intérét, permettant de mesurer I'efficacité des lachers de
moustiques OX513A sur la base d’un impact sur la transmission des maladies vectorisées par ces

moustiques.

En conclusion, si les expérimentations d’Oxitec ont effectivement montré une efficacité locale et
ponctuelle sur la réduction de populations de moustiques de terrain, I'efficacité de la technique sur
la transmission de maladies vectorisées par ces moustiques, comme la dengue, zika, chikungunya
ou la fievre jaune, n’est pas encore avérée sur le terrain. Ceci n’est pas spécifique a la technique
RIDL. A la connaissance des membres du groupe de travail, aucune des techniques émergentes de
lutte antivectorielle impliquant des lachers de moustiques n’a fait I'objet d’une surveillance

¥=0,330,5 pour les glossines au Sénégal [Bouyer, J., Seck, M.T., Pagabeleguem, S., Sall, A.A., Lo, M., Vreysen, M.J.B., Balenghien, T., and
Lancelot, R. (2012). Study of the competitiveness of allochtonous sterile males during the tsetse eradication campaign in Senegal. In 18th E-
SOVE Conference 2012 (Montpellier, France).] ; C=0,1 pour la lucilie bouchére [Mayer, D.G., Atzeni, M.G., Stuart, M.A., Anaman, K.A., and
Butler, D.G. (1998). Mating competitiveness of irradiated flies for screwworm fly eradication campaigns. Prev Vet Med 36, 1-9, Vreysen,
M.J.B. (2005). Monitoring sterile and wild insects in area-wide integrated pest management programmes. In Sterile Insect Technique:
Principles and Practices in Area-Wide Integrated Pest Management, V.A. Dyck, J. Hendrichs, and A.S. Robinson, eds. (Dordrecht, Springer),
pp. 325-362.], et C<0,01 pour la mouche des fruits méditerranéenne [Rendon, P., Mclnnis, D., Lance, D., and Stewart, J. (2004). Medfly
(Diptera: Tephritidae) genetic sexing: large-scale field comparison of males-only and bisexual sterile fly releases in Guatemala. J Econ
Entomol 97, 1547-1553, Shelly, T.E., Mclnnis, D.O., Rodd, C., Edu, J., and Pahio, E. (2007). Sterile insect technique and Mediterranean fruit
fly (Diptera: Tephritidae): assessing the utility of aromatherapy in a Hawaiian coffee field. J Econ Entomol 100, 273-282.]. Il faut toutefois
souligner que la mouche des fruits méditerranéenne est connue pour avoir des compétitivités particulierement basses en raison d’une
cérémonie d’accouplement trées complexe.

“° pour exemple, on peut souligner le cas emblématique de Singapour, ol des épidémies importantes de dengue perdurent malgré les
efforts considérables effectués pour réduire la population d’Aedes. Une chute des indices entomologiques ne s’est pas traduite par une
baisse proportionnelle de I'incidence de la maladie, suggérant que la transmission du virus peut se poursuivre a des densités tres faibles de
populations de moustiques, difficilement détectées par les indices entomologiques.
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épidémiologique a ce jour, contrairement a d’autres méthodes de lutte comme [I'utilisation de
moustiquaires imprégnées d’insecticide ou [I'aspersion intra-domiciliaire d’insecticides, dont
I'efficacité épidémiologique contre le paludisme a été démontrée (Lengeler, 2004; Pluess et al.,
2010).

3.2.4. Commercialisation

Les moustiques RIDL n’ont pas été commercialisés a ce jour. Bien qu’Oxitec ait obtenu en 2014 une
autorisation du CTNBio (Commission technique nationale de biosécurité) pour la dissémination sans
contraintes des moustiques OX513A au Brésil — autorisation qui permet aujourd’hui la réalisation
d’une expérimentation de grande ampleur dans I’Etat de Sdo Paulo —, leur commercialisation ne peut
se faire sans I'autorisation formelle de I’ANVISA (Agence nationale de surveillance sanitaire du Brésil),
dont I'examen est actuellement retardé par I'élaboration d’un nouveau cadre réglementaire.

3.3. Exemple 2 : Forgage génétique a des fins d’élimination de population

3.3.1. Principe

Parmi les techniques possibles d’élimination de population par forcage génétique (voir 3.1.2.3), une
technique consiste a propager l'inactivation d’un gene essentiel pour la fertilité femelle.

Le principe de cette technique repose sur un lacher de males stérilisants, porteurs d’une cassette de
forcage génétique qui confere un phénotype de stérilité femelle du fait de son insertion au sein d’un
géne essentiel pour la fertilité femelle. Dés le premier accouplement avec des femelles sauvages, les
males stérilisants initient la propagation, au sein de la population, de la stérilité femelle. Par forcage
génétique dans les cellules germinales, les individus hémizygotes”, males et femelles, transmettent la
cassette a I'ensemble de leur descendance. L'augmentation rapide de la fréquence de la cassette de
forcage génétique conduit a la chute de I'effectif de la population du fait de la stérilité des femelles
homozygotes.

Le succes de cette technique dépend, entre autres, de deux conditions :

1- la modification génétique doit induire une stérilité chez les femelles homozygotes tout en
préservant la fertilité des femelles hémizygotes, ce qui permet d’assurer la transmission de la
modification a la descendance ;

2- le forgage génétique doit avoir lieu uniquement dans les cellules germinales, en amont de la
production de gametes, ce qui permet a un individu hémizygote de transmettre la
modification a 'ensemble de sa descendance tout en évitant d’altérer la fertilité des femelles
hémizygotes par voie somatique.

3.3.2. Etat des lieux de la recherche

Une application de cette technique est en cours de développement chez le moustique An. gambiae
(Hammond et al., 2016), principal vecteur du Plasmodium responsable du paludisme en Afrique
subsaharienne et a Mayotte, et I'un des vecteurs des filaires responsables de la filariose lymphatique
a Mayotte.

Trois genes de fertilité femelle ont été testés, I'inactivation de chacun de ces génes conduisant au
phénotype caractéristique de stérilité femelle récessive recherchée.

! Les individus hémizygotes sont, dans un premier temps, les individus hybrides Fy, issus de I'accouplement entre les males relachés
(homozygotes) porteurs de la cassette de forcage génétique et les femelles sauvages. Dans les générations suivantes, ce sont les individus
hybrides issus de I'accouplement entre tout individu porteur de la cassette (mdle homozygote, male hémizygote ou femelle hémizygote) et
tout individu sauvage. Les males homozygotes transmettent normalement la cassette a I'ensemble de leur descendance. Seules les femelles
homozygotes sont stériles.
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Selon le principe exposé ci-dessus, une cassette de forcage génétique a été insérée au sein de chacun
de ces génes, contenant: (1) le gene codant I'endonucléase Cas9 placé sous le contréle d’un
promoteur supposé étre spécifique aux lignées germinales, (2) un ARN guide congu pour diriger le
clivage de I’endonucléase au site méme conduisant a I'inactivation de chacun de ces génes, sous le
contrdle d’un promoteur ubiquitaire, et (3) un marqueur de fluorescence (Hammond et al., 2016).

Des tests de forcage génétique sur des populations de moustiques de laboratoire pour chacune des
constructions ont confirmé le potentiel de cette stratégie, tout en mettant en évidence deux
problemes techniques a résoudre pour pouvoir envisager un déploiement efficace de la stratégie
dans I'environnement: (1) le développement de résistances au forcage génétique et (2) une
réduction drastique de la fertilité des femelles hémizygotes (Hammond et al., 2016).

Des solutions sont en voie de développement pour chacun de ces problemes : le phénotype de
résistance au forcage génétique, causé par l'activation de la voie de réparation de I'ADN par
religation imprécise dans une fraction de la population, pourrait étre contourné par 'utilisation de
plusieurs ARN guides ciblant différentes séquences du gene a inactiver au sein de la méme cassette
ou l'utilisation de plusieurs cassettes de forcage génétique ; le probléme de la réduction de la fertilité
des femelles hémizygotes, causée par une expression somatique de la nucléase Cas9, semble déja
avoir été résolu par l'utilisation d’'un promoteur plus spécifique aux lignées germinales (Austin Burt,
comm. pers.).

Les spécificités, les risques, les intéréts et les limites associés a la technique d’élimination de
population par forcage génétique sont développés dans la suite de I'avis (section 4.3 et chapitre 6).

3.4. Exemple 3 : Forgage génétique a des fins de modification de population

3.4.1. Principe

Parmi les différentes techniques envisageables pour rendre une population résistante a la
transmission d’un agent pathogene par forcage génétique (voir 3.1.2.3), une technique consiste a
propager un transgéne effecteur qui va s’attaquer directement au pathogéne.

Le principe de cette technique repose sur un lacher de males qui, dés le premier accouplement avec
des femelles sauvages, initient la propagation, au sein de la population, d’'une cassette de forgage
génétique conférant aux moustiques une résistance a la transmission du pathogene par le biais d’un
transgene de « résistance » empéchant le pathogene de se développer au sein du moustique. Par
forcage génétique dans les cellules germinales, les individus hémizygotes®” transmettent la cassette a
I'ensemble de leur descendance. L'augmentation de la fréquence des individus porteurs du
transgene de « résistance » dans la population de moustiques devrait se traduire par une réduction
de la transmission du pathogéne.

3.4.2. Etat des lieux de la recherche

Le facteur limitant de cette technique est d’identifier un géne de résistance efficace contre la
transmission du pathogeéne ciblé, et qui ne risquerait pas de faciliter la transmission d’autres agents
pathogénes. Le risque d’effet non anticipé sur d’autres microorganismes sera d’autant plus faible que
le mode d’action du facteur de résistance est spécifique du pathogéne.

Le principe de cette technique est actuellement testé chez An. stephensi, principal vecteur de
Plasmodium falciparum en Asie (Gantz et al., 2015). Dans ce cas, le mécanisme de résistance mis en

* Les individus hémizygotes sont, dans un premier temps, les individus hybrides Fy, issus de I'accouplement entre les males relichés
(homozygotes) porteurs de la cassette de forcage génétique et les femelles sauvages. Dans les générations suivantes, ce sont les individus
hybrides issus de I"accouplement entre tout individu porteur de la cassette (male ou femelle, hémizygote ou homozygote) et tout individu
sauvage. Les individus homozygotes transmettent normalement la cassette a I'ensemble de leur descendance.
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ceuvre est une construction synthétique congue pour produire deux anticorps anti-Plasmodium, I'un
dirigé contre la protéine Chitinase 1 d’oocinete de Plasmodium, et I'autre contre la protéine
circumsporozoite (Gantz et al., 2015). Contrairement aux moustiques femelles sauvages, dans des
conditions représentatives d’une infection de terrain, les moustiques femelles transgéniques
exprimant ces anticorps ne produisent pas de sporozoites de P. falciparum (la forme infectieuse du
parasite) dans leurs glandes salivaires, et sont donc incapables de transmettre le parasite (Gantz et
al., 2015).

Pour réaliser le forcage génétique, les moustiques ont été transformés avec une cassette de forcage
génétique portant: (1) le geéne codant I'endonucléase Cas9 placé sous le controle d’'un promoteur
supposé étre spécifique aux lignées germinales, (2) un ARN guide concu pour diriger le clivage de
I’endonucléase au sein d’un gene dont le phénotype d’inactivation par insertion servira de marqueur
supplémentaire du forcage (kh, yeux blancs), sous le contréle d’'un promoteur ubiquitaire, (3) un
marqueur de fluorescence, et (4) les transgénes effecteurs codant les anticorps anti-Plasmodium
(Gantz et al., 2015).

Testé en laboratoire, un fort taux de conversion génique a été observé dans les générations qui ont
suivi le premier accouplement avec des femelles sauvages. Comme pour I'exemple de forgage
génétique précédent, des solutions devront toutefois étre apportées a un manque de spécificité
tissulaire de I'expression de Cas9 et au développement de résistances par NHEJ (Gantz et al., 2015).

D’autres mécanismes spécifiques de résistance a la transmission d’un pathogéne peuvent étre
envisagés, comme les ARN interférents spécifiques a un virus, obtenus par expression transgénique
d’un fragment « en épingle a cheveux » dérivé du génome du virus a éliminer (ARN interférence
(RNAI)). Ce type d’approche pourrait déboucher sur une application contre les épidémies virales sous
réserve de montrer que l'activation de la voie RNAi par le transgéne abolit effectivement la
transmission du virus ciblé. On peut s’interroger sur la possibilité que la voie RNAi devienne alors
moins disponible pour attaquer d’autres virus vectorisés par la méme espece. Il sera donc important
d’étudier au préalable la modification éventuelle de compétence vectorielle envers des virus non
cibles. A l'inverse, il devrait étre possible de combiner la résistance a plusieurs virus dans un seul
transgene. De par sa spécificité, ce mécanisme ne bloquerait a priori pas I'’émergence d’un arbovirus
encore inconnu.

Les spécificités, les risques, les intéréts et les limites associés a la technique de modification de
population par forgcage génétique sont développés dans la suite de I'avis (section 4.3 et chapitre 6).

Ainsi, l'utilisation de moustiques GM est envisagée a travers différentes techniques pouvant
s’inscrire dans différentes stratégies de lutte antivectorielle. Ces techniques sont mises en ceuvre
dans des exemples concrets d’application, a des stades différents de développement. Les
spécificités, les risques, les intéréts et les limites des exemples présentés dans ce chapitre sont

développés dans la suite de I’avis.
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4. Spécificités des techniques de Ilutte antivectorielle utilisant des
moustiques génétiquement modifiés

La saisine demande de souligner les spécificités des techniques de lutte antivectorielle utilisant des
moustiques GM par rapport aux techniques déja utilisées. Considérant I'esprit de la question, on se
propose ici d’élargir la comparaison a d’autres techniques émergentes, voisines des techniques
utilisant des moustiques GM. Apres une présentation concise des techniques de lutte antivectorielle
existantes et de ces autres techniques émergentes, on soulignera les spécificités des techniques
utilisant des moustiques GM en termes d’objectifs visés, de potentiel d’efficacité et durabilité, de
contraintes techniques, ainsi que de risques pour I'environnement et la santé.

4.1. Panorama des techniques de lutte antivectorielle existantes

4.1.1. Utilisation de biocides

Une grande partie des techniques de lutte antivectorielle mises en ceuvre aujourd’hui est basée sur
I'utilisation d’insecticides (adulticides et larvicides), de répulsifs, et d’appats (couplés a des piéges).
Qu’ils soient de nature chimique — d’origine végétale ou de synthése —, ou de nature biologique, ces
produits sont réglementés en tant que biocides dans I’'Union européenne (UE, 2012)®. A ce titre, ils
suivent le méme processus d’autorisation de mise sur le marché, avec les mémes exigences
d’évaluation de leurs dangers, risques et efficacité. Les biocides et leur encadrement réglementaire
sont extensivement décrits dans le rapport du GT (section 3.2.1). On soulignera ici leurs usages et
leurs limites.

1. Différents usages et objectifs des biocides en lutte antivectorielle
Adulticides

Les traitements adulticides ciblent les femelles adultes hématophages, seules a intervenir dans la
transmission des agents pathogenes par les moustiques. Selon les méthodes utilisées, les objectifs
des traitements adulticides sont de réduire leur densité, leur longévité ou le contact hétes-vecteurs :

- les traitements par aspersion intra-domiciliaire a effet résiduel, appliqués sur les surfaces
intérieures de I'habitat, ont pour but de réduire les densités des populations d’adultes, I'effet
recherché étant surtout de réduire la longévité des femelles pour restreindre la période d'activité
des femelles agées, potentiellement les plus dangereuses pour la transmission d'agents
pathogénes. Les aspersions intra-domiciliaires sont indiquées lorsque les vecteurs sont
endophages (ils piquent de préférence a l'intérieur des habitations) ou endophiles (ils se
reposent de préférence a l'intérieur des habitations apres le repas sanguin). Leur persistance
d’action varie de 2 a 6 mois selon le substrat et la formulation ;

- les pulvérisations spatiales visent a générer un brouillard de trés fines gouttelettes qui tuent les
insectes adultes par contact de maniére quasi-instantanée et avec une trés faible persistance
d’action. Les pulvérisations spatiales sont principalement indiquées au cours des périodes
épidémiques pour réduire rapidement les densités de moustiques adultes actifs et faire chuter la
transmission ;

- enfin, les moustiquaires imprégnées d'insecticide associent a la barriére physique une protection
chimique qui éloigne ou tue les vecteurs, méme si le tulle est en partie endommagé. Elles sont

* Les biocides sont utilisés dans le cadre de la lutte chimique et pour une partie des applications de la lutte biologique. Ils sont traités ici
dans une section a part entiére pour insister sur I'importance de la réglementation sur leur utilisation en lutte antivectorielle. Dans le
domaine de la lutte antivectorielle, la lutte chimique concerne I'emploi de produits chimiques, d’origine végétale ou de synthése, en tant
que répulsifs, attractifs (couplés a des pieges), ou insecticides (Fontenille, 2009). La lutte biologique est traitée en section 4.1.2..
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aujourd'hui imprégnées industriellement de maniere a garantir leur efficacité aprés 20 lavages et
sur 3 années d'utilisation. Leur distribution a grande échelle s’est avérée d’une grande efficacité
et constitue I'un des piliers du Plan Mondial d'Action contre le paludisme®.

L'utilisation des adulticides est particulierement contrainte et limitée dans I'Union européenne. Des
quatre familles principales d’adulticides utilisées dans le monde (les pyréthrinoides et organochlorés
d’une part, modulateurs des canaux sodium voltage dépendant, et les organophosphorés et
carbamates d’autre part, inhibiteurs de I'acétylcholinestérase) (WHO, 2011), seule une quinzaine de
molécules sont encore autorisées dans I'Union européenne, appartenant toutes a la famille des
pyréthrinoides. Parmi celles-ci, la plus utilisée est la deltaméthrine. C'est également la molécule
privilégiée par les opérateurs publics francais de la lutte antivectorielle en raison de son profil
environnemental, sanitaire et technologique. Les pyréthrines naturelles, autorisées en agriculture
biologique, sont aussi parfois utilisées. Deltaméthrine et pyréthrines naturelles sont donc
généralement mentionnées comme étant les principales substances actives autorisées, sinon les
seules, a étre utilisées en tant qu’adulticides par les opérateurs francais, tant dans les arrétés
préfectoraux de démoustication que ceux de lutte antivectorielle®.

Peu toxiques pour les mammiféres, les pyréthrinoides le sont néanmoins pour les organismes
aquatiques et les animaux a sang froid. Les traitements anti-adultes sont donc interdits sur ou a
proximité immédiate des points d’eau, c.-a-d. les cours d'eau, les fossés, les plans d'eau permanents
ou intermittents, ce qui inclut les zones humides (Code de I'environnement, code rural et code de la
santé publique). L'emploi d’adulticides pyréthrinoides est donc restreint aux espaces naturels hors
zones humides et aux milieux urbain et péri-urbain, sous réserve de respecter strictement un certain
nombre de contraintes et de restrictions réglementaires et environnementales.

Larvicides

Les traitements larvicides visent a réduire la densité des populations de vecteurs. Ils sont appliqués
contre les espéces qui présentent une phase aquatique au cours de leur cycle de développement, et
dont les gites larvaires sont relativement stables, repérables et accessibles aux opérateurs.

Les larvicides peuvent également étre utilisés indirectement, par auto-dissémination : placés dans
des piéges de repos ou des piéges pondoirs sous forme de poudre, ils sont efficacement dispersés
par les femelles adultes qui viennent se poser dans ces pieges. Cette stratégie s’est avérée tres
efficace avec du pyriproxiféne (un analogue de I’lhormone juvénile), a petite échelle, pour controler
Ae. aegypti au Pérou (Devine et al., 2009) puis Ae. albopictus en Espagne (Caputo et al., 2012). Les
femelles contaminées déposent le pyriproxifene dans leurs gites larvaires, ce qui réduit trés
fortement le taux d’émergence des moustiques adultes a partir des larves qui s’y trouvent. La
différence d'attractivité entre les stations de dissémination et les gites naturels nécessite encore des
études sur le terrain pour optimiser le nombre de pieges a I'hectare et leur efficacité avant
d'envisager une utilisation a grande échelle. De plus, étant donné le nombre élevé de pieges a poser
par hectare, cette technologie n’est pas considérée rentable a ce jour.

Peuvent étre utilisés comme larvicides :

- des produits de synthese de type régulateurs de croissance, comme des analogues de ’"hormone
juvénile, qui perturbent le développement larvaire et empéchent la transformation en nymphe

* Le Plan d'action mondial contre le paludisme (GMAP pour Global Malaria action Plan) est une initiative du Partenariat Roll Back Malaria
(RBM), I'organisme international de coordination de la lutte contre le paludisme (http://www.rollbackmalaria.org/microsites/gmap/1-
1 001.html).

* La deltaméthrine et les autres substances actives pyréthrinoides encore sur le marché sont par ailleurs utilisées de maniére diverse par
les prestataires privés de dératisation, désinsectisation et désinfection, pour tout type d'usage de I'hygiéne public (incluant les moustiques,
mais aussi toutes les pestes domestiques, cafards, punaises, termites, etc.). Certaines de ces substances sont également commercialisées
en libre-service dans les jardineries et les grandes surfaces, en conditionnements adaptés (fly-tox, tortillons, prises diffuseurs, etc.) pour
I'usage domestique des particuliers.
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ou en adulte, ou des analogues de I'ecdysone, qui inhibent la synthése de la chitine au moment
de la mue,

- des biocides biologiques, comme les spinosynes A et D produites par les bactéries actinomycétes
Saccharopolyspora spinosa, efficaces contre le contréle des larves de moustiques mais non
sélectives (Hertlein et al.,, 2010), ou comme les cristaux protéiques formés par Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) et Lysinibacillus sphaericus (Lsph, anciennement Bacillus sphaericus
(Bs)), dont la toxicité larvaire est tres spécifique de par leur mode d’action via des récepteurs
suite a leur ingestion (Ben-Dov, 2014; Regis et al., 2001).

A ce jour, sont autorisés en tant que larvicides dans I'Union européenne trois régulateurs de
croissance (le diflubenzuron, le pyriproxyfene et le S-méthoprene), et les bactéries
entomopathogénes Bti et Lsph. Toutefois, les milieux naturels concernés par les opérations de
démoustication font, dans leur grande majorité, I'objet de statuts de protection divers plus ou moins
stricts. Au niveau européen, la directive Habitats (Natura 2000) impose de réaliser des études
d’incidences. Plus localement, chaque Etat membre peut appliquer des régles particuliéres associées
a des sites de protection labellisés. C’'est le cas, en France, des réserves naturelles du Conservatoire
du littoral, ou du Parc naturel régional de Camargue par exemple. Au crible de ces nouvelles
exigences de protection environnementale, I'emploi du Bti est clairement privilégié dans les milieux
naturels, les régulateurs de croissance étant généralement proscrits en raison de leur manque de
sélectivité vis-a-vis des invertébrés aquatiques non-cibles et le Lsph étant par ailleurs trés peu utilisé
ou utilisé en association avec le Bti. En milieu urbain, I'ensemble des larvicides encore sur le marché
est utilisé mais dans ce cas aussi, la plupart des opérateurs publics ont plutét tendance a baser
I’essentiel de leur stratégie sur le seul Bti.

Répulsifs

Utilisés dans le cadre de la protection personnelle antivectorielle, les répulsifs ont pour objectif de
limiter le contact homme-vecteur [(Duvallet et al., 2011) ; Recommandations de bonne pratique
clinique sur la « protection personnelle antivectorielle » établies par la Société de médecine des
voyages et la Société francaise de parasitologie]. Il existe des répulsifs pour application cutanée ou
pour imprégnation de vétements, autres tissus ou moustiquaires. Les substances actives autorisées
au niveau européen incluent le DEET (N1,N-diéthyl-m-toluamide) et le IR3535 (N-acétyl-N-butyl-B-
alaninate d’éthyle). Les substances KBR3023 (carboxylate de secbutyl2-(2-hydroxyéthyl) pipéridine-
1/Icaridine) et PMDRBO (mélange de cis- et trans-p-menthane-3,8 diol, ou 2-hydroxy-a,a,4-
trimethylcyclohexanemethanol) sont en cours d’évaluation au niveau européen. On note par ailleurs
que la perméthrine et la deltaméthrine, associée a la transtétramethrine, sont autorisées pour
I'imprégnation de vétements, tissus et moustiquaires. Les moustiquaires pré-imprégnées le sont avec
de la perméthrine et de la cyperméthrine®.

Appdts

Les appats sont utilisés en association avec des systémes de piégeage. llIs sont abordés dans le cadre
de la lutte physique (section 4.1.3).

2. Limites de l'utilisation des biocides

Les méthodes de contrGle des populations de vecteurs étant en grande partie basées sur |'utilisation
des insecticides, les principaux obstacles auxquels se heurtent les programmes de lutte sont d'une
part, le développement de résistances a des insecticides, et d'autre part, la réduction des molécules
disponibles pour les traitements en santé publique.

“ http://social-sante.gouv.fr/IMG/pdf/tableau_repulsif recos mars 2016.pdf.
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L'impact de certains biocides sur la santé et I’environnement constitue également une limite de leur
utilisation : I’évaluation réglementaire a fortement limité le nombre de biocides autorisés et a établi
des régles contraignantes encadrant leur utilisation. La dimension de I'impact sanitaire des biocides
sera davantage développée en comparaison a celui des techniques utilisant des moustiques GM et
des autres techniques de lutte antivectorielle (voir section 4.3.4).

Développement de résistances a des insecticides

La résistance d’une espece cible peut étre définie comme une diminution héréditaire de la sensibilité
a un insecticide (Nauen, 2007). Au plan fondamental, il s'agit d'une adaptation au nouvel
environnement, sélectionnée par la pression exercée par un ou plusieurs insecticides selon un
processus de sélection naturelle. Les individus résistants sont porteurs d'une ou plusieurs mutations
géniques (on parle d’alleles de résistance) codant des protéines qui interagissent avec l'insecticide.
Ainsi, les protéines mutées empéchent l'insecticide d’atteindre sa cible, par exemple en le dégradant,
ou en modifiant cette cible, permettant aux insectes porteurs de ces mutations de survivre a des
doses d’insecticide normalement létales (Labbé et al.,, 2011). Les insecticides ne provoquent pas
I'apparition de ces mutations directement, mais sélectionnent les individus qui les portent car ils sont
aptes alors a survivre et a se reproduire en présence de ces insecticides. En conséquence, la
fréquence de l'allele ou des alléles de résistance augmente dans les populations exposées a
I'insecticide au fur et a mesure des générations. Certaines especes peuvent étre résistantes a une
tres large gamme de composés, qu’ils soient d’origine chimique ou biologique.

L'extension des populations de vecteurs présentant des mécanismes de résistance multiple constitue
une réelle menace pour les programmes de lutte. Les interactions entre plusieurs mécanismes de
résistance ne sont pas forcément additives sur le phénotype (Raymond et al., 1989), mais peuvent
engendrer de tres fortes résistances par effet multiplicatif, comme cela est observé chez Cx.
quinquefasciatus pour la mutation du gene kdr (protéine d’'un canal a sodium) associée aux
mutations du cytochrome P450, avec des niveaux de résistance a la perméthrine pouvant étre 10.000
fois plus élevés que chez les larves sensibles (Hardstone et al., 2009). Une baisse significative de
I'efficacité des moustiquaires imprégnées et des aspersions intradomiciliaires a été observée au sud
Bénin vis-a-vis des adultes d'An. gambiae présentant une résistance métabolique associée a la
mutation de la cible des pyréthrinoides (N'Guessan et al., 2007). En Martinique, la résistance d'Ae.
aegypti, vecteur de la dengue et du chikungunya, a atteint des niveaux tels que les pulvérisations
spatiales de pyréthrinoides (deltaméthrine) et de pyréthrines sont devenues inefficaces pour réduire
les densités de vecteurs (Marcombe et al., 2011).

Stratégies de gestion de la résistance et difficultés d’application

Afin de maintenir I'efficacité de la lutte antivectorielle, des stratégies de gestion de la résistance ont
été développées. Elles consistent a utiliser plusieurs molécules a modes d'action différents pour
réduire la pression de sélection qu'une seule molécule engendre, et réduire I'avantage sélectif des
individus résistants lorsqu'un colt génétique est associé a la résistance. Ces stratégies sont basées
sur |'utilisation séquentielle d'insecticides dans le temps (rotation) ou dans I'espace (mosaiques), ou
sur l'association de plusieurs molécules en mélange. Dans la mesure ou, en France, les opérateurs
publics privilégient I'usage d’un seul adulticide (la deltaméthrine) et d’un seul larvicide (le Bti), ces
stratégies de gestion de la résistance peuvent difficilement étre mises en ceuvre sur le territoire.

Une difficulté s’ajoute du fait qu’'un méme produit peut étre utilisé en tant que biocide pour la lutte
antivectorielle et en tant que produit phytopharmaceutique pour un usage agricole dans le cadre de
différentes réglementations”. Il est donc nécessaire de prendre en compte I'usage agricole des

7 Selon I'article 2 du réglement (UE) n° 528/2012, certains produits biocides peuvent étre destinés a des usages qui relévent du champ
d’application d’autres réglementations. C'est notamment le cas de I'utilisation de biocides a des fins de protection des plantes, qui releve
de la réglementation des produits phytopharmaceutiques (réglement (CE) n° 1107/2009 concernant la mise sur le marché des produits
phytopharmaceutiques).
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biocides dans la gestion du développement de résistance des moustiques. Idéalement, I'usage d’'un
méme produit pour les deux objectifs devrait étre harmonisé a I’échelle du territoire.

Paucité d’insecticides disponibles et développement limité

Si I'innovation phytopharmaceutique est relativement florissante dans le domaine agricole, force est
de constater qu'aucune molécule nouvelle n'a été développée spécifiquement pour la santé publique
ces 20 a 30 dernieres années. Cette situation est liée a plusieurs facteurs, dont des facteurs
réglementaires et économiques, comme l'augmentation des niveaux d’exigence réglementaire pour
évaluer et limiter les effets non intentionnels en matiére de toxicologie et d’écotoxicologie,
I'hétérogénéité des réglementations d’un pays a I'autre — qui constitue un frein économique —, et la
perspective d’un faible retour sur investissement au vu de la taille réduite du marché concerné.

La situation est particulierement critique en termes d’insecticides disponibles en France, dont de
nombreux territoires d’outre-mer sont situés en zone d'endémie (paludisme, dengue, chikungunya,
Zika...). La recherche d’adulticides alternatifs, au(x) mode(s) d’action différent(s) de celui des seuls
pyréthrinoides, est urgente pour rétablir I'efficacité de la lutte antivectorielle dans les DROM-COM
ou le vecteur Ae. aegypti est résistant, et pour prévenir ailleurs le risque de résistance a cette famille
d’insecticides chez Ae. albopictus. Sollicitée en 2009, 2012 et 2015 par les ministéres en charge de
I’Environnement, de la Santé, du Travail, et dernierement de I’Agriculture, I'’Anses a émis trois avis
qui s’inscrivent dans cet objectif (Anses, 2011, 2013, 2016).

Face a ce constat, il est nécessaire de développer des méthodes de lutte antivectorielle alternatives
et/ou complémentaires a 'utilisation de biocides ; certaines sont déja disponibles et mises en ceuvre,
comme la lutte biologique et la lutte physique et environnementale présentées ci-dessous.

4.1.2. Lutte biologique

Dans le domaine de la lutte antivectorielle, le principe de la lutte biologique est d’utiliser un
« ennemi naturel » d’un arthropode pour en diminuer les populations et ainsi réduire les risques de
transmission du pathogéne. Parmi les ennemis naturels des moustiques, on peut distinguer les
prédateurs et les pathogénes (Fontenille et al., 2009).

Prédateurs
- Poissons culicivores larvivores

L'utilisation de poissons consommateurs de larves de moustiques est efficace contre les moustiques
vivant dans des collections d’eau permanentes et en nombre limité pour pouvoir en assurer le suivi.
Des poissons larvivores de l'espece Aphanius dispar ont ainsi été employés pour la lutte contre le
paludisme a Djibouti, ou Gambusia affinis contre les larves d’Anopheles sacharovi en Grece, d'An.
stephensi en Inde, et de plusieurs espéces d'anophéles d'Afrique du Nord et du Moyen-Orient
(Chandra et al., 2013; Collins and Paskewitz, 1995).

Concernant le territoire francais, les Gambusies ont été introduites en Corse en 1924 et sur le
territoire continental entre 1927 et 1931 pour lutter contre le paludisme (Walton et al., 2012).
L'introduction de poissons larvivores exotiques, tels que les Gambusies, présente cependant le risque
de créer un déséquilibre écologique du fait qu’ils restent en général des prédateurs non exclusifs
dans le choix de leurs proies (Chandra et al., 2008). Dans le cadre de la démoustication en zone
urbaine et de la lutte contre la nuisance liée aux Aedes stégomyiens, il est toutefois communément
préconisé aux services techniques chargés de I'entretien des parcs municipaux contenant des piéces
d’eau, et aux résidents possédant dans leur jardin une mare ou un petit bassin d’agrément, d’y
mettre des poissons (carpe koi, poisson rouge, etc.) comme mesure efficace de controle.

- Copépodes
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La lutte biologique contre les Aedes fait aussi appel a des copépodes du genre Mesocyclops (Howard,
2013). Ces crustacés prédateurs de 1 a 2 mm sont capables de tuer de 20 a 40 jeunes larves d'Aedes
par jour. Leur utilisation par ensemencement des récipients de stockage d'eau a usage domestique
peut réduire les densités larvaires de 95-100 % pendant plusieurs mois. Cette méthode est appliquée
dans le cadre de programmes de lutte intégrée en Asie du Sud-Est (Vietnam, Thailande) (Kay and
Nam, 2005; Kittayapong et al., 2006; Nam et al., 2012). Elle a également été testée en Floride
(Baldacchino et al., 2015). Plus récemment, des essais semi-contrdlés sur le terrain avec 'espéece
Macrocyclops albidus ont donné des résultats prometteurs pour contrbler Ae. albopictus en Italie
(Veronesi et al., 2015). La présence de copépodes semble aussi attirer des moustiques femelles en
quéte de gites de ponte inoculés avec des copépodes; des conteneurs maintenus en eau en
permanence constitueraient donc des pieges a oviposition (Marten and Reid, 2007). Si les copépodes
semblent un outil intéressant dans le cadre d’une lutte intégrée en zone urbaine, il faut prendre en
compte qu'ils ne peuvent survivre si les conteneurs se desséchent (Marten and Reid, 2007).
L'utilisation de copépodes sur un territoire frangais de métropole ou d’outre-mer nécessiterait un
volet de recherche préalable, incluant notamment l'identification d’une espece qui soit a la fois
prédatrice des moustiques ciblés, non vectrice d’agents pathogénes locaux, et autochtone, pour
éviter I'introduction d’une espece invasive et minimiser I'impact sur I’équilibre écologique local.

- Toxorhynchites

Il existe également des larves de moustiques prédatrices d’autres larves. Par exemple, les
moustiques du genre Toxorhynchites présentent des larves trés voraces qui se développent dans de
petits gites comme les creux d’arbres ou les feuilles engainantes (gites inaccessibles aux autres
méthodes et abritant d’importants vecteurs) ; certaines espéces s’élévent et sont productibles en
nombre. Ces moustiques ne sont pas hématophages. Cette méthode de lutte n’est pas pratiquée en
Europe étant donné qu’il s’agit d’especes d’origine tropicale et sub-tropicale. Des lachers
expérimentaux de Toxorhynchites ont été effectués en Polynésie francaise dans les années 1970 ;
I'espéece s’est bien adaptée mais la réduction des populations d’Ae. polynesiensis et aegypti n’a pas
été suffisante pour diminuer les transmissions respectives de filariose et de dengue (Riviere et al.,
1979).

Pathogénes

Des bactéries, champignons et virus entomopathogenes ont été étudiés pour le contrble des
vecteurs.

- Bactéries entomopathogenes

Les bactéries Bti et Lsph sont d’efficaces larvicides, caractérisées par leur spécificité d’action. Ces
bactéries étant homologuées en tant que produits biocides, leur utilisation et leurs modes d’action
sont décrits dans la section sur I'utilisation des biocides (section 4.1.1).

- Champignons entomopathogénes

L'infection des moustiques adultes par les spores de Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae
entraine leur mort en quelques jours, réduisant potentiellement de 80 fois la capacité des anopheles
a transmettre Plasmodium sp. (Blanford et al., 2005). Les moustiques infectés deviennent aussi plus
sensibles aux insecticides neurotoxiques, ce qui permet d'envisager leur utilisation en synergie avec
les méthodes de lutte chimique (Farenhorst et al., 2009). La principale limitation a leur utilisation a
grande échelle reste leur forte sensibilité aux facteurs abiotiques comme la température, I'humidité
et le rayonnement ultra-violet, qui modifient leur infectiosité.

- Virus entomopathogeénes

Les virus spécifiques d'insectes, densovirus ou baculovirus, ont également été évoqués mais les
études n’en sont encore qu’au stade expérimental. Les densovirus sont des virus entomopathogénes
tres spécifiques : de nombreuses études de toxicité contre d’autres espéces animales ont été

53

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



réalisées et ont montré que l'infectiosité et la virulence des densovirus sont limitées au genre ou a la
famille d’insectes dont ils ont été isolés. Par exemple, AeDNV (une espéce isolée d’une colonie de
laboratoire de Ae. aegypti), est capable d’infecter les moustiques des genres Aedes et Culex mais pas
ceux du genre Anopheles (Carlson et al., 2006). Aprés transmission verticale de la femelle au gite
larvaire, le virus est multiplié localement par les larves. Lorsque la densité du virus est faible, les
larves donnent naissance a des adultes infectés alors qu’avec I'augmentation de sa densité, une
grande partie des larves meurent. Un gite infecté le reste méme suite a une dessication prolongée
(plus d’un an) (Carlson et al., 2006). Une préparation d’AeDNV consistant de larves infectées d’Ae.
aegypti dans une solution saline tamponée aux phosphates mélangée a du glycerol et connue sous le
nom de “Viroden” (Buchatskii et al., 1986) a été testée avec succés dans de larges zones
géographiques en tant que pesticide microbien en Ukraine, Russie et Tadjikistan (Carlson et al.,
2006).

N.B. Dans I’Union européenne, I'utilisation des agents entomopathogénes dans la lutte antivectorielle
doit étre encadrée sur le fondement de la réglementation biocide. Pour I'instant, seules les bactéries
Bti et Lsph sont homologuées en tant que produits biocides et décrites en tant que tels dans la
rubrique précédente.

4.1.3. Lutte physique et environnementale

Dans le domaine de la lutte antivectorielle, la lutte physique et environnementale a pour objectifs
principalement I'élimination des gites larvaires, la modification des habitats favorables aux adultes,
I'utilisation de pieges attractifs et la mise en place de protection physique empéchant le contact
hotes-vecteurs.

Lutte physigue ou mécanique

La lutte physique ou mécanique regroupe les méthodes de capture des vecteurs au moyen de pieges
(dans un but de diminution de I'abondance), les méthodes qui s’opposent au contact héte/vecteur
et, par extension, les méthodes d’évitement du contact avec I'h6te (Fontenille et al., 2009).

De nombreux types de pieges sont disponibles pour piéger les Aedes, ciblant soit les femelles
gravides (pieges pondoirs), soit les femelles en recherche d’hétes, tels que les pieges BG-Sentinel
(Biogents AG, Regensburg, Germany) ou Mosquito Magnet™ (http://www.mosquitomagnet.com/)
(Baldacchino et al., 2015). Ces pieges sont tres utilisés non pour la lutte antivectorielle mais pour la
surveillance passive, la détection des espéces inféodées aux micro-gites anthropiques ou I'étude de
la dynamique des populations de vecteurs (Dowling et al., 2013).

Le piégeage de masse basé sur des attractants a été suggéré comme moyen pour réduire les
populations adultes de moustiques (Kline, 2007). Plusieurs expériences visant a contrbler Ae. aegypti
au moyen de piéges pondoirs |étaux ont été menées avec plus ou moins de succes (Baldacchino et
al., 2015). Le développement de stimulants d’oviposition pourrait conduire a un bien meilleur
controle des populations au moyen de ce type de pieges. Des études ont démontré, notamment au
Brésil et en Italie, que les BG-Sentinel’, seuls ou avec source de CO, ou I'attractif BG-Lure®, sont
efficaces pour capturer Ae. aegypti ou Ae. albopictus (Baldacchino et al.,, 2015), sans démontrer
toutefois une efficacité apte a réduire les populations a I’échelle d’une lutte antivectorielle.

Au final, la stratégie recourant au piégeage de moustiques adultes, utilisé soit de maniére massive,
avec une finalité de lutte communautaire, soit au sein méme des habitations, avec une finalité de
protection individuelle, n’est pas nouvelle, mais elle est remise au goQt du jour, avec de nouveaux
systemes de piégeage en cours de développement, certains au stade de I’évaluation. Il s’agit de
vérifier leur faisabilité et efficacité au cas par cas (espéces, biotopes, rural, urbain, importance des
zones a protéger, aptitude des especes a étre attirées...), et ne pas exclure d’autres méthodes de
lutte complémentaires comme la gestion de I'eau, la maitrise des irrigations, le recours aux
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traitements au Bti, etc. Il n’existe toutefois pas de preuve de concept en termes épidémiologiques
sur I'efficacité du piégeage de moustiques comme outil de lutte antivectorielle aujourd’hui.

Les mesures de lutte physique a des fins de protection physique empéchant le contact hotes-
vecteurs consistent en la mise en place de grillage moustiquaire aux portes et fenétres, pour réduire
I'entrée des moustiques endophages, et en I'utilisation de moustiquaires comme moyen de
protection individuelle. Utilisées depuis des siécles, ces dernieres sont progressivement remplacées
par des tissus imprégnés d’insecticide (voir section 4.1.1 sur 'utilisation des biocides).

Lutte environnementale

La lutte dite environnementale regroupe toutes les actions menées sur I'environnement pour le
rendre hostile au développement des populations de vecteurs (Fontenille et al., 2009). Les mesures
de gestion environnementale peuvent étre temporaires ou définitives, et viser I'élimination de gites
larvaires ou la perturbation des gites d’adultes.

Les modifications temporaires incluent ['utilisation de systémes d'irrigation permettant un
assechement ponctuel des gites, empéchant les larves d'achever leur développement, I'élimination
de plantes aquatiques (faucardage), réduisant les zones refuges larvaires des espéces qui ne
supportent pas l'ensoleillement, ainsi que les actions de gestion quotidienne sur une base
individuelle, collective ou publique. En effet, dans le cas des espéces de moustiques utilisant les
collections d’eau d’origine anthropique (coupelles, boites de conserve, réserves d’eau...) comme Ae.
albopictus et Ae. aegypti, la sensibilisation du public est indispensable pour limiter la disponibilité de
ces habitats larvaires, soit par élimination mécanique, soit en recouvrant de fagcon étanche toute
collection d'eau. Des mesures d’hygiéne publique sont également nécessaires, la gestion des déchets
ménagers étant extrémement importante.

Les modifications définitives incluent I'assechement des zones humides, la rénovation des fossés ou
des canaux en béton pour éviter la stagnation des eaux, ou encore I'amélioration de I'habitat. Celle-ci
couvre un ensemble de préconisations en vue d’adapter ou de modifier la conception ou la
configuration du mobilier urbain, des ouvrages d’art, des réseaux d’assainissement et d’évacuation
des eaux de pluie, des constructions et batiments de toute nature, afin d’éviter de créer des gites
larvaires durables susceptibles d’accueillir et de permettre la prolifération des moustiques dans
I’habitat humain, en particulier dans les milieux urbains et péri-urbains. Idéalement, une telle
démarche devrait étre conduite préventivement ; elle est actuellement essentiellement curative.

Au terme de ce panorama des techniques de lutte antivectorielle existantes, la remarque suivante de
I'OMS mérite d’étre soulignée : malgré I'application assidue des méthodes de lutte existantes,
incluant les améliorations et I'usage étendu des moustiquaires imprégnées d’insecticide, les maladies
transmises par les moustiques telles que la dengue ou le paludisme continuent de poser des défis
majeurs de santé dans le monde (WHO, 2014). Les experts de 'OMS ont notamment indiqué qu’il ne
fallait pas compter sur les outils existants pour éradiquer le paludisme. Les limites des méthodes de
lutte actuelle incluent : I'impossibilité d’atteindre I'ensemble des gites larvaires et des sites de repos
des adultes, le comportement des vecteurs, qui peuvent piquer a I'extérieur des habitations ou aux
heures ol la population n'est pas protégée par les moustiquaires, le développement de la résistance
a des insecticides, des préoccupations concernant I'impact sur I'environnement et la santé associé
aux insecticides, des questions d’infrastructure et de respect des recommandations des agents de la
lutte antivectorielle (« compliance » dans le texte anglais), sans oublier la problématique importante
du colt. Des techniques innovantes sont requises, qui permettraient des solutions rapides, efficaces,
durables et rentables (WHO, 2014).

Le CS souligne que, s’il a examiné les techniques innovantes de lutte antivectorielle, il ne néglige pas
I'utilisation adaptée des techniques classiques de lutte dans des combinaisons appropriées, ainsi que
les aspects socio-économiques (traités par le CEES).
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4.2. Autres techniques émergentes basées sur des lachers de moustiques

Aux c6tés des techniques émergentes de lutte antivectorielle basées sur I'utilisation de moustiques
génétiquement modifiés se développent des techniques voisines, également basées sur des lachers
de moustiques.

4.2.1. Technique de l'insecte stérile classique (TIS)

Principe

Le principe de la TIS est ancien ; c’est le principe présenté en 3.2.1 mis en ceuvre par la technique
RIDL, visant une réduction de la densité voire une élimination d’une population de moustiques cibles
par le biais de lachers inondatifs et récurrents de moustiques males stériles. Dans I'application
classique de la TIS, la stérilisation des males est induite peu avant leur lacher, principalement par
radiation ionisante. Elle peut également I'étre par des agents chimiques.

Historigue général et cas particulier des moustiques

Conceptualisée dans les années 1950 (Knipling, 1955), la TIS classique a été mise en ceuvre pour la
premiere fois en 1955 (Bushland et al., 1955). Elle a depuis cumulé de nombreux succes, comme
I’élimination de la lucilie bouchere (Cochliomyia hominivorax) d’Amérique du Nord et d’Amérique
centrale entre 1957 et 2006 (Wyss, 2006) et de Libye en 1992 (Vargas-Teran et al., 2005), ou
I’élimination des glossines (Glossina sp., plus communément appelées mouches tsé-tsé) de I'lle de
Zanzibar (Vreysen et al., 2000). Son utilisation actuelle principale concerne les insectes ravageurs des
cultures, en particulier les mouches des fruits (Enkerlin et al., 2015).

La TIS classique figure néanmoins parmi les techniques émergentes de lutte antivectorielle contre les
moustiques car son application aux moustiques est toujours en développement. Benedict et
Robinson relatent les nombreuses tentatives de mise en ceuvre de la technique sur différentes
especes de moustiques depuis le début des années 1960 (Benedict and Robinson, 2003). Quelles que
soient les espéces de moustiques concernées, les échecs ont été attribués essentiellement a trois
facteurs : (1) une production insuffisante de moustiques, due en partie a I'absence de souches de
sexage (pour la séparation des males et des femelles), (2) une perte en vigueur des males stériles, (3)
une immigration de moustiques sauvages dans les zones de lacher (Benedict and Robinson, 2003).

Etat des lieux de la recherche

A part les aspects propres a lirradiation elle-méme, les difficultés associées aux techniques de
production et de mise en ceuvre des moustiques TIS sont communes a toutes les techniques
impliquant des lachers de moustiques et sont d’autant plus significatives que les techniques
nécessitent des élevages de masse. L'amélioration récente des méthodes d’élevage de plusieurs
espéces de moustiques des genres Anopheles et Aedes, mise au point a I'lPCL (Laboratoire FAO/AIEA
de lutte contre des insectes) en collaboration avec de nombreux chercheurs au niveau international,
profite ainsi a toutes ces techniques émergentes (Bourtzis et al., 2016; Lees et al., 2015). Les plus
grands défis demeurent la mise au point d’une technique de sexage infaillible, ainsi que le
développement de systémes de lachers aériens de moustiques (voir section 4.3.3).

Par ailleurs, spécifiques a la TIS classique, les protocoles d’irradiation des moustiques avec une dose
suffisante pour induire la stérilité compléte sans réduire de maniére significative les performances
des males sont maintenant bien établis chez plusieurs espéces importantes. Des tests dans des
grandes cages placées en laboratoire et dans I’'environnement ont montré que les males stérilisés de
plusieurs espéces étaient aussi compétitifs que les males non traités pour les femelles sauvages
(Madakacherry et al., 2014; Oliva et al., 2012; Oliva et al.,, 2013; Yamada et al., 2014)—il est
cependant nécessaire de confirmer leur compétitivité par des lachers de terrain. De bon augure pour
leur compétitivité sur le terrain, les males irradiés d’An. arabiensis lachés au Soudan se sont montrés
aptes a participer a des essaims de moustiques et a en initier de nouveaux (Ageep et al., 2014). Par
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ailleurs, certains protocoles peuvent fixer intentionnellement un objectif de 95 % de stérilité pour
favoriser la compétitivité des males, mais ce principe n’est pas recommandé par I’AIEA, qui préconise
une stérilité compléte des males relachés (voir 4.3.4).

Bilan sur le terrain

Bien qu'aucun projet de TIS classique n'ait encore atteint le stade de lachers opérationnels pour un
objectif de réduction ou d’élimination de population de moustiques a I’échelle d’un territoire, de
nombreuses avancées au cours de la derniére décennie ont permis de valider la technique et d’initier
plusieurs projets pilotes. La démonstration récente la mieux documentée du potentiel de la TIS
classique contre les moustiques a été apportée par les essais pilotes sur Ae. albopictus en Italie entre
2005 et 2009 (Bellini et al., 2013)®. De nombreux essais de terrain s’annoncent, dans le cadre de
projets de coopération technique avec I'AIEA, pour différentes especes de moustiques, dans des
environnements trés variés de I'océan Indien, des Amériques, d’Afrique et d’Europe (voir rapport du
GT, section 3.3.1 et Annexe 11). On peut en particulier souligner ici I'expérimentation de TIS réalisée
en Allemagne (Rapport du GT, Annexe 11) pour éliminer les premiers moustiques invasifs Ae.
albopictus dans le cadre d'un programme intégré de lutte en prévention a une invasion plus
conséquente (Becker et al., 2017). Concernant les territoires francais, aucun essai n’est prévu en
métropole, malgré I'établissement effectif d’Ae. albopictus dans trente de ses départements; des
expérimentations préliminaires ont été réalisées en conditions semi-controlées a La Réunion en vue
de renforcer la lutte contre Ae. albopictus dans les différentes fles de la région, Ae. albopictus étant
responsable de I'épidémie majeure de chikungunya qui y a sévi entre 2005 et 2007 (Damiens et al.,
2016; Oliva et al., 2012; Oliva et al., 2013).

Perspectives de développement : TIS couplée a I'auto-dissémination de larvicides

Il a récemment été proposé d’utiliser les males stériles pour contaminer spécifiquement les femelles
sauvages avec des analogues de I'hormone de croissance comme le pyriproxifene (Bouyer and
Lefrancois, 2014), permettant de transposer a grande échelle la méthode d’auto-dissémination de
larvicides présentée plus haut (voir 4.1.3). Cette méthode pourrait également étre utilisée pour
disséminer d’autres agents de contrble biologique comme des bactéries, des virus ou des
champignons, comme cela a été testé avec succes chez les mouches des fruits (Flores et al., 2013).
Un projet de recherche, récemment initié par le CIRAD et I'IRD (ERC REVOLINC), propose de tester
cette technique contre Ae. albopictus avec des densovirus (Bouyer et al., 2016). Selon des modeles
préliminaires, celle-ci pourrait permettre de diminuer de 10 a 100 fois la quantité de males stériles
nécessaire pour éradiquer une population cible (Pleydell and Bouyer, 2016).

Ainsi, bien que le principe de la technique de I'insecte stérile (TIS) classique soit ancien et qu’il ait
déja été appliqué a d’autres insectes vecteurs ou ravageurs avec succeés, son application a la
réduction ou I’élimination de population de moustiques est toujours en développement. De
nombreux essais de terrain sont en préparation de par le monde, en coopération technique avec
I’AIEA, ciblant différentes espéces d’Aedes et des Anopheles. Concernant les territoires frangais,
aucun essai n'est prévu en métropole; un essai est en préparation a La Réunion contre Ae.
albopictus.

*® Les nymphes males stériles, triées par tamisage et lachées dans cing sites urbains entre 16 et 45 ha ont induit entre 18 et 68 % de stérilité
dans les populations natives de moustiques, selon des mesures d’éclosion d’ceufs. Les résultats de ces essais indiquent qu’il serait
nécessaire d’induire un niveau minimal de stérilité des femelles de 81 % pour obtenir I'élimination de la population locale [Bellini, R.,
Medici, A., Puggioli, A., Balestrino, F., and Carrieri, M. (2013). Pilot field trials with Aedes albopictus irradiated sterile males in Italian urban
areas. ) Med Entomol 50, 317-325.].
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4.2.2. Techniques utilisant Wolbachia
Wolbachia

Les bactéries Wolbachia pipientis (Rickettsiaceae) sont des bactéries intracellulaires tres fréquentes
chez les arthropodes ; d’apres les dernieres estimations, 40 % des espéces d’arthropodes seraient
infectées (Zug and Hammerstein, 2012).

Les Wolbachia infectent autant les males que les femelles, mais sont transmises exclusivement par
voie maternelle. Dotées de diverses propriétés qui ont pour effet d’altérer la reproduction de leur
hote (ex: la mortalité des males ou leur féminisation, I'induction de parthénogenése®, ou encore
I'incompatibilité cytoplasmique), les Wolbachia favorisent la production de femelles infectées et leur
propre propagation dans les populations hotes. En cela, Wolbachia fait partie des éléments dotés
d’une hérédité super-mendélienne, qui pourraient étre exploités pour propager des caractéres
génétiques dans la population par forcage génétique® (voir section 3.1.2.3).

Propriétés d’incompatibilité cytoplasmique (IC) et d’interférence avec le pathogeéne (IP)

Chez les moustiques, les Wolbachia sont généralement responsables d’incompatibilité cytoplasmique
(IC)**. L'IC se caractérise par une mortalité conditionnelle des embryons issus d’un croisement entre
un male infecté et une femelle non infectée, ou infectée par une souche de Wolbachia incompatible.
Les males infectés ne peuvent donc avoir de descendance qu’avec des femelles infectées par une
souche de Wolbachia compatible. A la différence des males, les femelles infectées sont capables de
produire une descendance viable quel que soit le statut, infecté ou non, des males avec lesquels elles
s’accouplent, sauf dans le cas particulier ou ils sont infectés par une Wolbachia incompatible (on
parle alors d’IC bi-directionnelle). C’est ainsi que I'lC favorise la reproduction des femelles infectées.
Comme les Wolbachia sont exclusivement transmises par les femelles, I'IC favorise la propagation de
leur propre infection dans la population de moustiques (Caragata et al., 2016).

Les bactéries Wolbachia peuvent également interférer avec la transmission, par certains moustiques,
de certains virus ou autres parasites. En d’autres termes, elles interferent avec la compétence
vectorielle de certains moustiques pour certains pathogénes. Ce phénotype est appelé interférence
avec le pathogéne (IP) (Moreira et al., 2009).

La capacité a générer des phénotypes d’IC et d’IP chez leurs hétes fait de Wolbachia un potentiel
outil de choix pour la lutte antivectorielle. Deux approches sont envisagées : la technique de I'insecte
incompatible, et la propagation d’une interférence avec le pathogéne, présentées ci-dessous.

4.2.2.1. Technique de I'insecte incompatible (TII)

Principe

La technique de I'insecte incompatible (TIl) est une variante de la TIS qui découle exclusivement de la
propriété d’'IC de Wolbachia. Elle permet une réduction ou une élimination d’une population de
moustiques cibles par l'intermédiaire de lachers inondatifs et récurrents de moustiques males
infectés par Wolbachia. A la différence de la TIS classique, ces moustiques ne sont pas stériles mais
stérilisants de par leur incompatibilité avec les femelles locales : des males infectés par Wolbachia ne
pourront avoir de descendance viable avec des femelles locales non infectées, ou infectées par une
Wolbachia incompatible.

“* A la connaissance des experts du groupe de travail, les phénomeénes de parthénogenése (reproduction a partir d’un gaméte femelle non
fécondé) et de mortalité ou féminisation des males n’ont pas été rapportés chez les moustiques.

50 . A Lo s L N . N Y N N .
Wolbachia n’ayant pu étre génétiquement transformée jusqu’a présent, elle n’a pu étre considérée pour propager un transgene a ce jour.

*! Une exception a cette régle a été identifiée : la souche de Wolbachia identifiée chez une fraction des moustiques de I'espéce An. gambiae
ne semble pas provoquer d’IC envers les An. gambiae non infectés [Shaw, W.R., Marcenac, P., Childs, L.M., Buckee, C.O., Baldini, F.,
Sawadogo, S.P., Dabire, R.K., Diabate, A., and Catteruccia, F. (2016). Wolbachia infections in natural Anopheles populations affect egg laying
and negatively correlate with Plasmodium development. Nature Communications 7.].
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Intérét de combiner la TIl avec la TIS : la stratégie TII-TIS

Dans le cas de la TIS classique et de RIDL, autre technique dérivée de la TIS, on a souligné
I'importance de ne reldcher que des males, pour éviter d’augmenter la transmission de pathogenes
d’une part et maximiser I'efficacité des interventions d’autre part (voir 3.2.1). Dans le cas de la TII,
c’est une condition impérative pour le fonctionnement méme de la technique. En effet, un lacher
accidentel de femelles infectées par Wolbachia résulterait en une modification de la population
locale dépourvue de ces bactéries plutét qu’en une réduction de population, en conséquence de la
possibilité d’accouplement fertile des femelles relachées avec les maéles sauvages et de la
propagation de Wolbachia qui s’en suivrait dans la population. Les méthodes actuelles de sexage
ayant une fiabilité limitée, deux solutions ont été suggérées :

1- [I'utilisation d’une incompatibilité cytoplasmique bi-directionnelle (les moustiques relachés
étant infectés par une souche de Wolbachia incompatible avec la souche infectant la
population sauvage), qui permet de s’assurer que les femelles relachées n’auront pas de
descendance avec les males sauvages. On ne pourra toutefois pas empécher les femelles
relachées de s’accoupler avec des males relachés. Cette option n’est par ailleurs pas
applicable a une population sauvage dépourvue de bactéries Wolbachia ;

2- comme alternative plus efficace, il est possible de combiner la Tll avec une TIS a faibles doses
d’irradiation pour stériliser les femelles sans avoir pour objectif de stériliser les males, dont la
stérilisation requiert des doses plus élevées d’irradiation. Ainsi, le risque de lacher accidentel
de femelles fertiles est éliminé, alors que la stérilité male est assurée par le biais de I'IC
induite par Wolbachia, possiblement renforcée par l'irradiation (Arunachalam and Curtis,
1985; Brelsfoard et al., 2009; Calvitti et al., 2015).

En comparaison avec l'utilisation de la TIS seule, la combinaison TII-TIS présente également
I’avantage que les femelles accidentellement relachées bénéficieront de I'effet d’IP éventuellement
associé a Wolbachia, qui devrait réduire leur capacité a transmettre le pathogéne. L’'IP n’étant pas
une propriété systématique, elle devra étre vérifiée avant le lacher. Il faudrait enfin pouvoir s’assurer
de I'absence d’'impact de l'irradiation sur les phénotypes d’IP et d’IC associés a Wolbachia, ce qui est
difficilement réalisable par nature, chaque individu irradié étant unique. Des mutations aléatoires par
irradiation pourraient affecter la capacité d'IC de Wolbachia — et donc le fonctionnement de la TIl -,
et la capacité d'IP de Wolbachia — et donc la compétence vectorielle des femelles accidentellement
reldchées. Les femelles étant stériles, une éventuelle mutation non souhaitable chez Wolbachia
n'aurait toutefois aucune chance de se propager dans lI'environnement étant donné que les bactéries
Wolbachia ne seraient pas transmises (si I'on suppose que la stérilité des femelles est de 100 %). En
I'absence de méthode de sexage efficace a 100 %, I'AIEA préconise I'approche combinée TII-TIS
plutét que la TIS seule.

4.2.2.2. Propagation d’une interférence avec le pathogene (IP)

Principe

La technique de propagation d’une interférence avec le pathogéne consiste a utiliser les bactéries
Wolbachia pour modifier une population de moustiques dans le but de la rendre moins apte a
transmettre un pathogene donné. Elle s’apparente en cela a une technique de forcage génétique qui
propagerait un facteur interférant avec la compétence vectorielle des moustiques (voir section
3.1.2.3). Cette technique est basée a la fois sur les propriétés d’IC et d'IP de Wolbachia, I'IC conférant
la capacité de propagation de Wolbachia au sein de la population, et I'IP fournissant a priori le
phénotype de réduction de transmission du pathogéne.
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La technique repose sur des lachers de moustiques males et femelles™ infectés par une souche de
Wolbachia. Des les premiers accouplements avec des males sauvages, les femelles infectées initient
la propagation de Wolbachia au sein de la population. Les lachers sont poursuivis jusqu’a ce que la
fréquence de l'infection par Wolbachia atteigne un seuil qui permette I'invasion de I'infection dans la
population ciblée. L'augmentation de la fréquence de Wolbachia dans la population de moustiques
devrait se traduire, via ses propriétés d’'IP, par une réduction de la transmission du pathogéne.

Pour assurer le succes de cette technique, la souche de Wolbachia utilisée doit respecter plusieurs
conditions :

1- pour permettre I'invasion et le maintien de son infection dans la population de moustiques
ciblées, elle doit étre caractérisée par une IC élevée et stable, uni-directionnelle® avec les
moustiques locaux, une transmission maternelle élevée, et un faible colt en vigueur vis-a-vis
des moustiques hotes ciblés ;

2- pour assurer la résistance a la transmission du pathogene sur la durée, elle doit étre
responsable d’une IP stable dans le temps et qui n’est pas significativement affectée par les
conditions environnementales.

Ces conditions dépendent de la nature et de la stabilité de I'IC, de I'IP, de la transmission maternelle
et du colt génétique possible de Wolbachia pour le moustique. Si les conditions concernant I'IC
semblent relativement prévisibles, les autres sont plus délicates a anticiper et assurer sur la durée
(voir ci-dessous).

On note qu’a la différence de toutes les autres techniques basées sur des lachers de moustiques,
celle-ci repose sur des lachers de femelles, avec les éventuels risques de transmission de pathogénes
associés (voir section 4.3.4)

4.2.2.3. Etat des lieux de la recherche et bilan des expérimentations

Wolbachia chez les moustiques

Toutes les espéces de moustiques ne sont pas naturellement infectées par Wolbachia. Parmi les
especes vectrices discutées dans cet avis, Cx. pipiens et Ae. albopictus le sont (Caragata et al., 2016).
Les moustiques du complexe Cx. pipiens sont infectés par diverses souches appartenant au clade
Wolbachia wPip (Atyame et al.,, 2014). Ces infections sont fixées (c.-a-d. tous les individus sont
infectés a travers le monde) (Duron et al., 2005). De méme, Ae. albopictus est bi-infecté par wAlbA et
wAIbB quasiment partout dans le monde (Tortosa et al., 2010). Dans ces associations naturelles, les
Wolbachia sont souvent en faible densité, peu colteuses en valeur sélective, c’est-a-dire qu’elles
n’altérent pas excessivement I'aptitude des insectes a se reproduire, tout en étant responsables d’IC.
Elles ne ménent cependant qu’a trés peu d’IP (Zug and Hammerstein, 2015).

Transinfections de moustiques et effet sur les propriétés d’IC et d’IP

Les programmes pilotes de lutte antivectorielle menés en Australie et en Asie du Sud-Est font donc
souvent appel a des transinfections, qui sont des infections artificielles d’un nouvel héte non naturel
par injection de Wolbachia dans des femelles adultes, ou plus efficacement dans le cytoplasme des
ceufs (Hughes and Rasgon, 2014). Il est également possible d’infecter un héte non naturel avec
Wolbachia par introgression, s’il n’y a pas de barriere d’accouplement due a I'isolement reproductif

> On notera qu’un lacher exclusif de femelles portant les bactéries Wolbachia conduirait également & une propagation de ces bactéries
dans la population locale, qui aurait de surcroit un fond génétique plus proche de la population d’origine que si des males étaient
également reldchés. Le tri n’étant toutefois pas nécessaire au succes de la stratégie de modification de population, il n’est pas mis en ceuvre
par souci d’éviter une contrainte technique significative. On note par ailleurs que le lacher de males accélere le processus de modification
de population, leur accouplement avec les femelles sauvages, dépourvues de Wolbachia, empéchant celles-ci d’avoir une descendance.

53 . g . . . . A . . . .

Une IC uni-directionnelle est induite quand les moustiques reldchés sont porteurs de Wolbachia tandis que les moustiques sauvages ne
sont infectés par aucune Wolbachia, par opposition a une IC bi-directionnelle, induite dans le cas ou les moustiques sauvages sont infectés
par une souche de Wolbachia incompatible avec la souche infectant les moustiques relachés.

60

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



des espéces®. Si 'h6te receveur est déja naturellement infecté, il pourra soit étre débarrassé de ses
Wolbachia par traitements antibiotiques avant la transinfection, soit étre superinfecté du fait de la
transinfection artificielle d’'une Wolbachia supplémentaire.

Ces transinfections peuvent étre stables et héritables dans certains cas, mais sont souvent difficiles a
établir et peuvent nécessiter une habituation des Wolbachia en culture sur des cellules du nouvel
hote pendant de nombreuses générations (Hughes and Rasgon, 2014), entrainant une possible dérive
génétique des bactéries. Certaines transinfections de moustiques vecteurs se sont révélées
impossibles et ce malgré de trés nombreux essais, notamment celle d’An. gambiae vecteur de I'agent
du paludisme (Hughes and Rasgon, 2014). L'influence du microbiote avec notamment le réle de la
bactérie Asaia a été montrée dans |'établissement de Wolbachia dans un nouvel héte (Hughes et al.,
2014; Rossi et al., 2015).

Dans tous les cas étudiés, la transinfection est responsable d’IC, et les effets de Wolbachia sont en
général plus forts dans ces nouvelles associations « non naturelles », souvent corrélées a de fortes
densités d’infection. Les possibilités d’évolution des densités et de I'lIC sont abordées dans la section
4.3.4. Le mécanisme moléculaire de I'IC est en cours d’élucidation (Beckmann et al., 2017; LePage et
al., 2017).

En revanche, les propriétés d’IP, ainsi que le colt génétique infligé par Wolbachia au moustique
hote, sont variables selon la souche de Wolbachia transinfectée, I’h6te receveur, les pathogénes
concernés et les conditions environnementales (Caragata et al., 2016). Dans certains cas, assez rares,
les interactions moustiques/Wolbachia conduisent a une augmentation de lintensité virale ou
parasitaire. C'est le cas de wAlbB chez Cx. tarsalis qui augmente la sensibilité au virus West Nile
(Dodson et al., 2014). Le mécanisme moléculaire de I'IP est encore mal compris et semble de nature
multiple : les transinfections s’accompagnent de changements transcriptionnels extensifs chez I'hote
receveur avec augmentation de I'expression de genes de Il'immunité, variation d’activité
mitochondriale, changements de méthylation de génes, production accrue de dérivés toxiques
d’oxygene (reactive oxygen species), qui pourrait étre liée au métabolisme du fer, changements tous
plus ou moins liés au phénotype d’IP (Brownlie et al., 2009; Caragata et al., 2016; Sicard et al., 2014).
Par ailleurs, les Wolbachia et les virus sont connus pour étre en compétition pour les lipides de I’h6te
et d’autres ressources. Enfin, les Wolbachia produisent des petits ARN et modifient le profil des
petits ARN de leur hote, ce qui pourrait également participer a I'lP (Hussain et al., 2011; Woolfit et
al., 2015).

Autres effets associés a Wolbachia éventuellement exploitables en lutte antivectorielle

Wolbachia et impact sur la longévité : certaines souches virulentes de Wolbachia, comme wMelPop,
souche mutante originaire d’une drosophile de laboratoire, et ses dérivées, ont été proposées pour
diminuer la durée de vie des moustiques vecteurs de maladies, les rendant ainsi incapables de
transmettre les parasites (Sinkins and O'Neill, 2000). La lignée wMelPop exprimant également une IC
compléte, il a été suggéré qu’elle pourrait facilement envahir des populations naturelles et persister
dans le temps (McMeniman et al., 2009). Cependant, I'infection avec wMelPop-CLA ayant des effets
déléteres majeurs sur ses hotes, cet objectif a été estimé difficile a atteindre, en particulier en
conditions de sécheresse (Yeap et al.,, 2011). Des essais de terrain effectués en Australie et au
Vietnam ont montré que le colt génétique associé ne permettait pas a la souche de s’établir
durablement dans les populations naturelles (Nguyen et al., 2015).

Bilan des premieres expérimentations de Tll et TlI-TIS

> L'introgression n’est pas considérée comme une transinfection [Hughes, G.L., and Rasgon, J.L. (2014). Transinfection: a method to
investigate Wolbachia-host interactions and control arthropod-borne disease. Insect Mol Biol 23, 141-151.], mais elle peut conduire aux
mémes propriétés : Aedes polynesiensis, vecteur des filaires W. Bancrofti et occasionnellement de DENV en Polynésie frangaise, a en effet
été infecté par introgression a partir d’une espece interfertile, Aedes riversi. La souche de Wolbachia d’Ae. riversi a induit une IC chez Ae.
polynesiensis, qui pourrait étre exploitée dans le cadre d’une stratégie de réduction de population [Brelsfoard, C.L., Sechan, Y., and Dobson,
S.L. (2008). Interspecific hybridization yields strategy for South Pacific filariasis vector elimination. PLoS Negl Trop Dis 2, €129.].
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La premieére expérimentation historique exploitant un phénotype d’IC date de 1967, alors que
I'implication de Wolbachia dans le phénotype n’avait pas encore été élucidée: une IC bi-
directionnelle naturelle entre deux populations de Cx. quinquefasciatus (alors dénommé Culex
pipiens fatigans) du complexe Cx. pipiens, avait permis d’éliminer la population locale de moustiques
vecteurs de filariose lymphatique dans un village isolé de Birmanie, suite a neuf semaines de lachers
inondatifs de males incompatibles (5.000 par jour) (Laven, 1967). Cet essai représente le premier
succes d’une technique dérivée de la TIS appliquée aux moustiques (Benedict and Robinson, 2003).

Plus récemment, suite a la mise en évidence du réle de Wolbachia dans I'IC, des souches spécifiques
de Wolbachia ont été intentionnellement introduites dans des moustiques, que ce soit par
introgression (Atyame et al., 2011; Brelsfoard et al., 2008) ou transinfection par microinjection
(Calvitti et al., 2010), en vue d’une réduction ou élimination de population de moustiques vecteurs
par des lachers inondatifs de males infectés.

Des lachers de petite échelle ont été effectués pour tester la technique de TII sur le terrain, (1) a
partir de fin 2009 en Polynésie francaise sur Aedes polynesiensis (O'Connor et al., 2012), et (2) a
partir de 2014 aux Etats-Unis sur Ae. albopictus (Mains et al., 2016) et Ae. aegypti (J. Gilles, comm.
pers.). Bien qu’ils n"aient pas conduit a des éliminations complétes, ces essais pilotes ont induit des
réductions de population d’autant plus significatives qu’ils étaient réalisés dans des conditions
d’isolement (ex. des motus isolés en Polynésie francaise), et ont permis de vérifier
expérimentalement que les bactéries Wolbachia ne s’établissaient pas a partir des males relachés.
Plus récemment, une expérimentation en Polynésie francaise, qui n’a pas encore fait I'objet de
publication scientifique, semble avoir atteint en 7 mois une réduction de 95 % de la population d’Ae.
polynesiensis d’'un motu de 75 ha dans I'atoll de Tetiaroa* (voir Rapport du GT, Annexe 11).

D’autres applications de la TIl sont en cours de développement, a des stades plus précoces
d’expérimentation, en laboratoire ou en conditions semi-contrélées, ou en cours d’expérimentation
sur le terrain. Ainsi, une stratégie de lutte par Tll est en développement a La Réunion pour une
application dans plusieurs iles du Sud Ouest de l'océan Indien contre les moustiques Cx. p.
quinquefasciatus, vecteurs de filaires et du virus responsable de la fievre de la Vallée du Rift. Apres
introgression dans les populations locales de la souche wPip(ls), provenant d’une population de Cx. p.
pipiens de Turquie, les males infectés ont été testés en laboratoire et en conditions semi-contrélées
avec des résultats tres prometteurs en termes d’IC et de compétitivité (Atyame et al., 2015; Atyame
etal.,, 2011).

Par ailleurs, une stratégie de lutte par TIl et/ou TII-TIS est en développement contre Ae. albopictus
dans la Province de Guangzhou en Chine. Les moustiques Ae. albopictus étant naturellement infectés
par deux souches de Wolbachia (WwAIbA and wAlIbB) (Bourtzis et al., 2014), une lignée triplement
infectée (WAIbA, wAlbB and wPip) a été développée. Cette lignée est totalement incompatible avec la
souche naturelle doublement infectée et de surcroit réfractaire au virus de la dengue (Bourtzis et al.,
2016). Des données en conditions semi-controlées suggérent que cette triple infection n’induit qu’un
co(t génétique mineur chez Ae. albopictus, ce qui permet d’envisager de I'utiliser dans le cadre d’une
approche TII-TIS (Zhang et al., 2015b).

L'approche TII-TIS, associant de faibles doses d’irradiation aux transinfections de Wolbachia, a été
validée en laboratoire : des doses d’irradiation de 40 Gy ont complétement stérilisé des femelles Ae.
polynesiensis, sans effet évident sur la survie ou la compétitivité des males (Brelsfoard et al., 2009) ;
les mémes doses d’irradiation ont toutefois eu des effets plus contrastés sur des males de Cx. pipiens
selon les populations testées (Arunachalam and Curtis, 1985). Des études plus récentes ont permis
d’analyser, en conditions semi-contrélées, I'impact de la combinaison TII-TIS avec différentes doses
d’irradiation sur la vigueur et la compétitivité des moustiques Ae. albopictus triplement infectés, ainsi

55 http://www.tahiti-infos.com/L-experience-des-moustiques-steriles-a-Tetiaroa-est-concluante a146430.html;
http://www.ilm.pf/node/2508.
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gue sur le moindre risque associé a un lacher de femelles accidentel (Zhang et al., 2016; Zhang et al.,
2015a; Zhang et al., 2015b). Les résultats étant prometteurs pour des doses d’irradiation réduites a
28 Gy, des essais pilotes de terrain ont été initiés pour tester cette approche sur des sites
sélectionnés de la Province de Guangzhou (Bourtzis et al.,, 2016). La combinaison TII-TIS est
également en cours d’évaluation sur le terrain en Thailande sur des moustiques Ae. aegypti
doublement infectés avec wAIbA et wAlbB. Une autre expérimentation de TII-TIS est en projet a
Singapour sur des moustiques Ae. aegypti infectés avec wAIbB, en comparaison avec I'utilisation de
la Tll seule® (voir Rapport du GT, Annexe 11).

Ainsi, les expérimentations exploitant Wolbachia a des fins de réduction ou élimination de
population se multiplient, notamment en Asie et aux Etats-Unis, mais aussi dans le Pacifique, avec
la Polynésie frangaise, sur des populations d’Ae. aegypti, Ae. albopictus et Ae. polynesiensis,
inondées avec des males porteurs de différentes souches et combinaisons de souches de
Wolbachia. Ces essais sont en passe de produire de nombreuses données qui permettront de
mieux mesurer l'intérét de la technique de I'insecte incompatible (TIl), associée ou non a de faibles
doses d’irradiation (TII-TIS), et de définir les conditions optimales de son application.

Bilan des premiéres expérimentations de propagation d’IP

Les techniques de modification de population de moustiques pour les rendre résistants a la
transmission de pathogeénes par l'intermédiaire de I'IP de Wolbachia sont testées dans plusieurs
pays, incluant le Brésil, la Colombie, I'Indonésie, I'Australie et le Vietnam dans le cadre du
programme Eliminate Dengue®.

Il a été démontré en laboratoire que différentes souches de Wolbachia pouvaient non seulement
protéger des infections par des arbovirus comme DENV, CHIKV (Moreira et al., 2009; Walker et al.,
2011) et dernierement ZIKV (Aliota et al.,, 2016; Dutra et al., 2016), mais aussi par des parasites
comme les Plasmodium spp. (Bian et al., 2013; Caragata et al., 2016; Moreira et al., 2009). Il a de plus
été mis en évidence que la souche de Wolbachia wMel de Drosophila melanogaster, qui a pour effet
d’interférer avec le développement du virus de la dengue dans Ae. aegypti, avait un colt génétique
associé relativement bas et une bonne capacité de propagation en conditions semi-controlées
(Walker et al., 2011). Sur cette base, il a été entrepris de tester la stratégie de modification de
population par la propagation de wMel dans deux populations cibles d’Ae. aegypti prés de Cairns,
dans le Queensland en Australie (Hoffmann et al., 2011).

Par le mécanisme d’IC, suite a des lachers de moustiques males et femelles transinfectés avec wMel,
la bactérie a effectivement envahi les populations d’Ae. aegypti des zones ciblées et s’y est établie
avec succeés en quelques mois (Hoffmann et al.,, 2011). Des études suggerent que les effets de
Wolbachia sur I'h6te sont restés stables plus de deux ans apres les derniers lachers : les moustiques
Ae. aegypti infectés avec wMel collectés sur le terrain ont montré des taux limités d’infection, de
réplication et de dissémination de virus de la dengue aprés exposition, en laboratoire, a trois
sérotypes de dengue (DENV-1 a 3) (Frentiu et al., 2014). De plus, wMel a conservé sa capacité a
induire une IC totale avec les moustiques non infectés, méme si elle est accompagnée d’un co(t sur
la fécondité (Hoffmann et al., 2014). L'infection par Wolbachia reste a des niveaux élevés dans les
deux populations, entre 80 et 100 %, les individus non infectés étant attribués a des événements
d’immigration. Ceci est encore vérifié cing ans apres les derniers lachers (Communication S. O’Neill,
Zika Summit, avril 2016, Paris). Cependant, considérant I'ensemble de ces données, Hoffmann et
collegues ont conclu que les moustiques Ae. aegypti infectés par wMel ne seraient pas capables
d’envahir rapidement les zones voisines en raison de leur désavantage sélectif trop élevé (Hoffmann

%€ http://www.nea.gov.sg/public-health/environmental-public-health-research/wolbachia-technology/project-wolbachia-singapore.

% Le Eliminate Dengue Program est une collaboration internationale pour une recherche a but non lucratif menée par I'Université de
Monash en Australie. La collaboration s’est élargie a plusieurs gouvernements, instituts de recherche et partenaires philantropiques de par
le monde, incluant The Foundation for the National Institutes of Health (Grand Challenges in Global Health Initiative of the Bill & Melinda
Gates Foundation) (http://www.eliminatedengue.com/program).
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et al., 2014). Associé a un taux trop faible de dispersion de I'espéce, ce colt génétique empéche la
population modifiée de moustiques Ae. aegypti d’atteindre la fréquence critique de fixation de la
souche transinfectée [30 %, (Hoffmann et al., 2011)] dans les populations mitoyennes. La nécessité
d’atteindre un seuil critique de densité relative initiale implique par ailleurs la nécessité d’un élevage
de masse, méme s'il reste moins conséquent que pour la TIS (voir section 4.3.3).

En préparation a des essais de plus grande échelle au Brésil, la souche wMel transinfectée dans les
moustiques Ae. aegypti d’Australie a été introgressée par rétrocroisement chez des moustiques Ae.
aegypti de la région de Rio de Janeiro. Des tests en laboratoire indiquent une forte IC, une
transmission maternelle élevée, et peu d’'impact sur la fécondité des moustiques locaux (Dutra et al.,
2015). Un exercice de modélisation a permis de simuler la propagation de Wolbachia dans cing
voisinages de Rio de Janeiro selon leurs caractéristiques socio-démographiques et leurs influences
sur la taille de la population de moustiques préexistante, en vue d’optimiser les futures stratégies de
lachers de moustiques sur chaque site (Dutra et al., 2015).

Enfin, la faisabilité d’une stratégie exploitant une autre souche de Wolbachia, la souche wMelPop,
qui réduit la longévité des Ae. aegypti infectés et réduit la réplication du virus de la dengue, a été
testée en Australie et au Vietnam, ou la dengue est endémique. Les résultats sont hétérogénes et
dans tous les cas, I'infection de wMelPop ne se fixe pas dans la population du fait du colt génétique
élevé associé (Nguyen et al., 2015). Cette souche ne peut donc étre utilisée de fagcon durable dans le
cadre d’une stratégie de modification de population (Nguyen et al., 2015).

Ainsi, plusieurs expérimentations de propagation d’une interférence avec le pathogéne (IP) via
Wolbachia ont été initiées dans le cadre du programme Eliminate Dengue, trois d’entre elles ayant
fait I'objet de publication. L’ensemble des expérimentations vise a réduire la compétence
vectorielle des populations naturelles d’Ae. aegypti pour différents arbovirus par leur
transinfection avec différentes souches de Wolbachia. Ces essais ont démontré des capacités
d’invasion et de fixation variables des souches de Wolbachia au sein des populations sauvages
d’Ae. aegypti selon le colit génétique qu’elles infligent a leurs hotes. Les résultats les plus
prometteurs ont été obtenus avec wMel, dont l'infection s’est durablement établie dans la
population locale de moustiques prés de Cairns, en Australie. Si des tests en laboratoire indiquent
que les moustiques transinfectés collectés sur le terrain conservent une compétence vectorielle
réduite pour la dengue plus de deux ans apres les derniers lachers, des résultats épidémiologiques
sont attendus pour démontrer I'efficacité de la technique sur la transmission de la maladie. Des
expérimentations sont en cours au Brésil, en Colombie, en Indonésie, en Australie et au Vietham.
Une expérimentation est prévue en Nouvelle Calédonie.

N.B. On note que d’autres bactéries que Wolbachia pourraient étre exploitées pour la lutte
antivectorielle : il a par exemple été démontré en laboratoire que l'ingestion de bactéries
extracellulaires Chromobacterium Csp_P. par les moustiques An. gambiae et Ae. aegypti diminuait la
compétence vectorielle respective des moustiques a P. falciparum et au virus de la dengue (Ramirez
et al., 2014). Il s’agirait dans ce cas de mettre en ceuvre des transinfections de nature non pas
intracellulaire, comme pour Wolbachia, mais extracellulaire, et de concevoir des stratégies de lutte
qui ne dépendent pas des caractéristiques d’IC spécifiques a Wolbachia.
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4.2.3. Techniques de paratransgenése

Une autre forme de lutte antivectorielle associée a des bactéries endo-cellulaires ou composant le
microbiote du moustique est envisagée, basée sur [l'utilisation de bactéries génétiquement
modifiées, une technique appelée paratransgenese (Favia, 2014; Lampe and Bongio, 2014; Weiss and
Aksoy, 2014). La paratransgenése consiste a modifier génétiquement non pas l'insecte vecteur de
maladie lui-méme, mais un microorganisme symbiotique hébergé dans ses tissus.

On peut envisager de faire exprimer a ce microorganisme une ou plusieurs molécules capables de
neutraliser voire tuer le pathogene dans le moustique. Les défis a relever, sur I'exemple des
moustiques, sont les suivants :

- pour I'espéce vectrice ciblée, identifier un microorganisme symbiotique associé de fagon
stable a I'espece, verticalement transmissible, cultivable in vitro et transformable
génétiquement. La bactérie Asaia est le microorganisme le plus étudié sous cet angle chez les
anophéles, et pourrait servir aussi chez les Aedes. Une levure du genre Wickerhamomyces est
un autre candidat. Les bactéries Wolbachia, intracellulaires et non cultivables in vitro, posent
des problemes techniques difficlement surmontables pour étre envisagées pour la
paratransgenése a I’heure actuelle ;

- identifier une ou plusieurs protéines ou peptides capables de neutraliser ou tuer I'agent
pathogéne dans le moustique, qui peuvent étre exprimés sous le contrdle d’'un promoteur
bien choisi et sécrétés en restant fonctionnels et en quantités suffisantes par le
microorganisme choisi sans en affecter la viabilité. Des anticorps a chaine unique ou de type
compact (nanobodies), des peptides antimicrobiens, des composants du venin de certains
arthropodes ayant montré une activité anti-parasitaire in vitro ou encore des ARN
interférents sont envisagés. L’exploitation a cette fin de peptides antimicrobiens issus du
systeme immunitaire des insectes lui-méme pose le risque potentiel de sélectionner des
pathogénes résistants a ces peptides, ce qui pourrait rendre la population naturelle du

vecteur hyper-sensible a ces pathogénes ;

- réintroduire I'organisme génétiquement manipulé dans le moustique, vérifier I'efficacité du
blocage de la transmission, trouver un moyen d’infecter les populations sauvages avec la
bactérie génétiquement modifiée. Ce dernier point pourrait tirer parti du fait que les
microorganismes envisagés sont viables dans des solutions sucrées telles que le nectar, ce
qui permettrait la confection d’appats sucrés contenant le microorganisme, la transmission
verticale prenant ensuite le relais.

Il existe une recherche active sur la paratransgenese comme outil de lutte contre les Plasmodium et
les trypanosomes véhiculés en Afrique par la mouche tsé-tsé (Glossina) et en Amérique par les
punaises (Triatoma). Par rapport a un insecte génétiquement modifié, I'introduction de bactéries
génétiquement modifiées sur le terrain risque d’étre moins bien contrélable. La possibilité que des
insectes non-cibles acquierent le symbionte génétiguement modifié, qui se maintiendra ensuite chez
ces insectes et dans I'environnement, est de probabilité élevée. La non-spécificité d’héte d’une
bactérie comme Asaia (Favia, 2014) pourrait cependant étre considérée comme un avantage en
matiere d’efficacité, car permettant de cibler plusieurs vecteurs du paludisme simultanément, tandis
que la transgénése classique contraint de procéder espece par espece. |l faudrait toutefois
considérer alors la problématique des risques associés a la dispersion accrue du microorganisme
génétiquement modifié. Moins proche d’une application sur le terrain que les autres techniques
émergentes, la technique de paratransgenése n’est pas discutée davantage dans cet avis.
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4.3. Comparaison des techniques utilisant des moustiques GM avec les autres techniques de
lutte

Les techniques utilisant des moustiques GM considérées dans cette évaluation comparative sont la
technique RIDL d’Oxitec, seule technique utilisant des moustiques transgéniques développée a un
niveau opérationnel aujourd’hui, ainsi que les deux exemples de forcage génétique par CRISPR-Cas9
qui ont fait I'objet de publication aujourd’hui, 'un a des fins d’élimination, 'autre a des fins de
modification de population, méme s’ils ne sont qu’a un stade précoce de développement.

Pour garder I'analyse relativement synthétique tout en étant pertinente et informative en vue d’'une
mise en évidence des spécificités des techniques utilisant des moustiques GM, une sélection de
techniques les plus représentatives possible des différentes catégories de techniques de lutte
présentées en 4.1 et 4.2 a été effectuée, soit sur la base de leur utilisation effective en France (c’est
le cas, pour la lutte biocide, des pyréthrinoides et des Bti), soit sur la base de leur considération dans
les débats publics et/ou de projets qui ont fait I'objet de publications scientifiques (c’est le cas, pour
la lutte biologique, des poissons culicivores comme exemple de prédateurs, ou des densovirus
comme exemple de pathogénes). Les techniques émergentes impliquant des lachers de moustiques,
au cceur de la saisine aux cotés des moustiques GM, sont toutes considérées, a part les techniques
de paratransgenese, qui semblent plus éloignées d’une application.

Un tableau récapitulatif est proposé pour rappeler les modes d’action de ces différentes techniques
et indiquer, pour information, leur cadre réglementaire (abordé en relation avec les critéres
d’évaluation des risques dans le chapitre 5), leur stade de développement® ainsi que leur échelle
d’utilisation en Europe (Tableau 2)*.

Les spécificités des techniques utilisant des moustiques GM ont été examinées dans la perspective
d’un éclairage sur l'intérét et les limites de leur utilisation dans le cadre de la lutte antivectorielle en
France, en termes d’objectifs visés, de potentiel d’efficacité et de durabilité, de contraintes
techniques ainsi que de risques pour I'environnement et la santé.

%8 Les différents stades de développement ont été présentés dans le cadre des essais de la technique RIDL (section 3.2.3.) et sont définis
dans le glossaire.
* La mutagenése ciblée est citée en tant qu’alternative GM non transgénique qui pourrait faire 'objet de développements rapides suite a

I'avéenement récent de nouveaux outils moléculaires. Elle est toutefois limitée par I'absence de mécanisme de propagation de la
modification dans la population. Aucun projet n’y est associé aujourd’hui ; elle ne sera donc pas discutée davantage dans cet avis.
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Tableau 2. Différentes techniques de lutte antivectorielle : mode d’action, objectif, réglementation, stade de développement et échelle d’utilisation en Europe.

Technique de lutte antivectorielle Mode d'action ::bgz‘:lfla(:if::; sur Réglementation UE’ Ztéavdeelo(:;aemen t :ﬁh:l:lreo::tilisation
1. Lutte physique et environnementale

1.1. Elimination des gites par mesures de gestion environnementale Physique Réduction non réglementée na au cas par cas

1.2. Protection par mesures physiques Physique Réduction possible | non réglementée na urbain (Aedes spp.)
2. Lutte biocide

2.1. Biocides adulticides - exemple des pyréthrinoides Neurotoxicité Réduction Biocides phase IV urbain

2.2. Biocides larvicides - exemple de Bti Cytotoxicité au niveau de I'épithélium intestinal Réduction Biocides phase IV rural et urbain
3. Lutte biologique

3.1. Prédateurs - ex. des poissons culicivores larvivores Prédation Réduction non réglementée phase IV peu utilisé

3.2. Pathogeénes - ex. d'un virus entomopathogeéne, le densovirus Pathogénicité Réduction Biocides phase Il pas encore utilisé
4. TIS

4. Technique de I'insecte stérile classique (TIS) par irradiation Males rendus stériles par irradiation Eﬁ:wlijrc\:ggn/l non réglementée phase Il pas encore utilisé
5. Utilisation de Wolbachia

5.1. Technique de I'insecte incompatible (TIl) 22??;;;2“:;;;;7; incompatibilité cytoplasmique Eﬁ:qlijrcmztci)gn/l a déterminer® phase Il pas encore utilisé

5.2. Propagation d’une interférence avec le pathogéne (IP) Compétence vectorielle réduite associée a Wolbachia Modification a déterminer” phase Ill-IV pas encore utilisé
6. Modification génétique du moustique

6.1. Transgenése « simple » - exemple de la technique RIDL 'r\gilreessssittizI::;:g;’u?::aiusocgil;i:aczcr;c:eér:éf;Lé(:aIité Eﬁ:wlijrc\:ggn/l OGM (transgénique) phase llI-IV pas encore utilisé

6.2. Mutagenése ciblée Mutatic?n d’un géne nécessaire a la transmission d'un Moc!ification St’atut juridique en jamais testé pas encore utilisé

pathogéne partielle débat

7. Modification et forcage génétique du moustique

Propagation par forgage génétique dans la population de

Elimination /

7.1. Forgage génétique a des fins d’élimination d’une population moustiques cibles d’'une modification génétique inactivant Eradication? OGM (transgénique) phase | pas encore utilisé
un geéne essentiel pour la fertilité femelle
Propagation par forgage génétique dans la population de
moustiques cibles, de deux modifications possibles :
7.2. Forgage ggn.ethue z? des fins d<.e n.wodlfllcatlon d ur]e populatllon 1.un transsene conférant une résistance a la transmission Modification OGM (transgénique) 1. phase I pas encore utilisé
pour la rendre résistante a la transmission d’un pathogene donné du pathogéne 2. en projet

2. une modification génétique inactivant un gene du
moustique essentiel a sa compétence vectorielle

! Elimination de population envisageable en cas de population isolée et/ou de traitement a grande échelle (voir I'exemple de I'élimination de la lucilie bouchére en Libye).

2 possibilité théorique d’éradication d’espéce.

3 Dans I'Union européenne, la réglementation applicable concerne les biocides (réglement (UE) n° 528/2012) et les OGM (directive 2001/18/CE).
‘la question du statut réglementaire des insectes transinfectés par Wolbachia dans I’'Union européenne n’a pas encore été soulevée car aucune demande de dissémination n’y a été soumise a ce jour.
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4.3.1. Objectifs visés

En dehors des techniques classiques qui visent la réduction du contact hote-vecteur (ex:
moustiquaires, répellents) ou la réduction de la longévité des vecteurs (ex: aspersion intra-
domiciliaire de biocide), on peut distinguer deux grandes catégories de techniques de lutte
antivectorielle selon leurs effets sur la population d‘insectes ciblés (voir Tableau 3) :

1.

les techniques qui permettent de réduire le hombre d’insectes vecteurs sur un territoire donné,
sans affecter la compétence vectorielle des insectes restants (dites « techniqgues de réduction de

population »).

Selon leur potentiel, ces techniques peuvent s’inscrire dans le cadre de stratégies de lutte
antivectorielle visant différents degrés de réduction de la population ciblée, I'objectif premier
étant de réduire la population de vecteurs sous le seuil requis pour la transmission d’un
pathogéne donné. Sur cette base, on peut en pratique définir trois stratégies différentes de lutte
antivectorielle selon le degré de réduction visé :

o les stratégies visant une réduction de la densité d’'une population sous le seuil requis
pour la transmission d’un pathogéne,

o les stratégies visant I'élimination (locale) d’une population isolée de vecteurs,
o les stratégies visant I'éradication (globale) d’'une espéce de vecteurs.

On retrouve dans cette grande catégorie la plupart des techniques de lutte antivectorielle
existantes (les autres agissant sur le contact hote-vecteur ou la longévité des vecteurs), et parmi
les techniques émergentes ou en développement décrites dans ce document, toutes celles
impliqguant des lachers de males stériles ou stérilisants, qu’elles utilisent des moustiques
transgéniques (RIDL et forcage génétique a des fins d’élimination) ou non (TIS, TIl), avec des
objectifs possibles variables selon les techniques :

o les techniques classiques de lutte visent une réduction de population ; elles ne peuvent
viser une élimination de population sans association avec d’autres techniques en raison
d’une moindre efficacité a faible densité de moustiques (voir section 4.3.2) ;

o les techniques émergentes RIDL, TIS et TIl peuvent étre mises en ceuvre dans une
stratégie de réduction ainsi que dans une stratégie d'élimination de population, leur
efficacité augmentant a faible densité de moustiques (voir section 4.3.2). En cas de forte
densité, leur utilisation devra toutefois étre précédée par une technique classique de
lutte pour une meilleure efficience générale (voir section 4.3.2) ; les risques associés a
ces techniques dépendront donc du contexte de leur utilisation et notamment de la
stratégie dans laquelle elles s'inscrivent, les risques associés a une réduction n’étant pas
équivalents a ceux associés a une élimination de population (voir section 4.3.4) ;

o seules les techniques de forcage génétique ont le potentiel théorique d’éradiquer une
espece, méme si une utilisation dans un contexte isolé pourra se limiter a I'élimination
d’une population locale. Dans le cas, probable, d’'une inactivation par développement de
résistances (voir section 4.3.2), une technique de forcage génétique sera bloquée au
stade d’une simple réduction.

les technigues qui permettent de réduire la capacité inhérente aux individus d’une population a
transmettre un pathogene, sans nécessairement affecter la densité de la population (dites
« techniques de modification de population »).

Ces techniques s’inscrivent dans le cadre des stratégies de lutte antivectorielle dites de
modification de population. Comme pour la réduction, la modification de population peut
s’effectuer a différentes échelles selon la possibilité de propagation de la modification.
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On retrouve, dans cette catégorie, les techniques émergentes qui permettent de propager une
nouvelle caractéristique dans la population cible. C’est le cas de la technique de propagation
d’une IP par Wolbachia ou du forcage génétique a des fins de modification de population.
Aucune technique existante n’a la capacité d’agir sur la compétence vectorielle des moustiques.

Tableau 3. Classement des techniques de lutte antivectorielle selon leur action sur la population et I'objectif de lutte visé —
mise en évidence des techniques utilisant des moustiques transgéniques.

Techniques de réduction de population

Techniques de modification de population

Mode
d’action Agissent sur la densité d’une population de vecteurs Agissent sur la capacité inhérente aux individus
d’une population a transmettre un pathogene
Stratégies / - Stratégie de réduction de population c < | - Stratégie de modification de population
- c O o
objectifsde | _ siratégie d’élimination de population € & B
lutte e i . ERE
- Stratégie d’éradication d’une espéce S ETR
o W W
. . . 1 . , P
Techniques - Lutte physique et environnementale X - Propagation d’une nouvelle caractéristique
- Lutte biocide® X dans la population cible interférant avec la
- Lutte biologiquel « capacité des moustiques a transmettre un
pathogene par les techniques de :
- Techniques basées sur des lachers de
males :tériles ou stérilisants : o  Propagation d’une IP via Wolbachia®
. o FG a des fins de modification de
o TISclassique x | x L4
population
o RIDL « | x
o T X | X
o FG ades fins d’élimination ou (x)? x | x
d’éradication

! Ces méthodes non "génétiques" peuvent aussi viser la réduction du contact entre le vecteur et son héte ou la réduction de la longévité des vecteurs pour
réduire l'intensité de la transmission des agents pathogénes. L’élimination d’une population de vecteurs avec ces techniques ne pourrait étre obtenue qu’en
association avec d’autres techniques.

?En cas d’inactivation du forgage génétique, une stratégie visant une élimination ou une éradication peut étre involontairement bloquée au stade d’une simple
réduction.

® Dans les essais actuels, I'infection par Wolbachia ne dépasse pas la zone de lacher du fait du désavantage sélectif infligé au moustique par la souche de
bactérie utilisée. Dans ce cas, Wolbachia se maintient dans la population locale mais ne se propage pas au-dela.

“En cas d'inactivation du forgage génétique, une stratégie visant une modification globale peut étre involontairement bloquée au stade d’'une modification de
population locale. Par ailleurs, la modification d’'une population isolée pourrait également étre un objectif visé par 'application du forgage génétique, sous
réserve d’accepter le risque que le forgage génétique s’étende au-dela de la zone ciblée.

Ainsi, les techniques de lutte antivectorielle utilisant des moustiques GM peuvent réaliser un
objectif de réduction de population, comme de nombreuses techniques existantes et d’autres
techniques émergentes. Elles se distinguent des techniques existantes par leur capacité a éliminer
une population locale et par leur capacité a modifier une population de moustiques. Ces objectifs
peuvent également étre réalisés par d’autres techniques émergentes de lutte antivectorielle.
Parmi ces techniques, seule la technique de forgage génétique pourrait théoriquement éradiquer
une espece de moustiques.

4.3.2. Potentiel d’efficacité et de durabilité

L'efficacité et la persistance des effets d’une technique sont idéalement mesurées par des
indicateurs de surveillance entomologiques et épidémiologiques au cours de sa mise en ceuvre
(Rapport du GT, section 4.2 et Annexe 12). Elles peuvent également étre caractérisées en amont par
d’autres criteres, incluant :

- le temps nécessaire pour atteindre I'objectif visé,
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- la persistance des effets de la technique (I'effet est-il persistant ou une maintenance est-elle
nécessaire ?),

- la propagation des effets de la technique (I'effet est-il limité dans I'espace ou peut-il se propager
sans intervention supplémentaire ?),

- la flexibilité ou lI'adaptabilité de la mise en ceuvre de la technique selon les résultats de
surveillance, voire la possibilité d’un arrét de I'application de la technique et d’une réversibilité
des effets induits, dans I’'hypothése ol les données de surveillance mettraient en évidence des
effets négatifs associés a la technique,

- l'efficacité pratique versus l'efficacité théorique (peut-il y avoir, dés la mise en ceuvre de la
technique, un écart entre I'efficacité observée et I'efficacité attendue d’apres le principe de la
technique ?),

- les possibilités de perte d’efficacité de la technique avec le temps, que ce soit par un
développement de résistance chez les populations cibles, ou par une dérive de la technique ou
une perte de fonctionnalité autre que par résistance des cibles,

- la compétitivité des males (I'efficacité des techniques impliquant des lachers de males est-elle
affectée par différentes aptitudes a la compétitivité des males relachés ?),

- le potentiel d’efficacité selon la densité de la population cible (I'efficacité des techniques est-elle
différentiellement affectée par la densité de la population cible ?),

- I'existence de facteurs externes pouvant influencer ou interférer avec le succés des techniques.

L'analyse de ces critéres pour les différentes techniques de lutte considérées a permis de dégager
des spécificités ou des similarités des différents types de techniques utilisant des moustiques GM par
rapport aux autres techniques de lutte. Cette analyse, présentée ci-dessous, est plus ou moins
théorique selon les données disponibles pour chaque technique.

1. Temps nécessaire pour atteindre I’objectif visé

On peut distinguer ici les techniques de lutte dont les premiers effets observés, dans les quelques
heures a quelques jours suivant la mise en ceuvre de la technique, traduisent directement I'objectif
visé par cette technique, des techniques dont les objectifs de réduction voire d’élimination de
population s’obtiennent plusieurs mois apres I'application de la technique. Le premier ensemble de
techniques inclut les techniques existantes, comme la lutte par utilisation de biocides (les adultes et
les larves meurent moins de 24 h apres exposition aux pyréthrinoides et au Bti, respectivement) ou le
biocontréle, d’action plus ou moins rapide selon le nombre de prédateurs ou de pathogénes reldachés
(les larves meurent quelques heures aprés exposition aux poissons culicivores et quelques jours
apres exposition aux densovirus). Le second regroupe les techniques émergentes impliquant des
lachers de moustiques, incluant les moustiques GM (le contréle d’'une population de moustiques
sauvages est obtenu en quelques mois, cette durée variant selon de nombreux paramétres comme la
zone ciblée, la densité initiale, le nombre de moustiques relachés, etc.). Les techniques du premier
ensemble seront les techniques a privilégier en situation de crise.

Les techniques utilisant des lachers de moustiques GM, comme tous les autres lachers de
moustiques, ne peuvent donc étre envisagées comme solution rapide a une situation de crise. Elles
devront étre intégrées a une gestion utilisant différentes combinaisons de techniques sur la durée.

2. Persistance des effets de la technique (l’effet est-il persistant ou une maintenance est-elle
nécessaire ?)

Les caractéristiques locales, comme les aléas climatiques ou I'immigration de moustiques vecteurs
dans la zone traitée, sont susceptibles d’affecter la persistance des effets de toutes les techniques de
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lutte. Au-dela de cette dimension environnementale commune, les techniques de lutte
antivectorielle peuvent étre différenciées selon la persistance de leurs effets ou de leur action :

- les effets de certaines techniques ne sont pas persistants a I'issue d’une application ponctuelle ;
une maintenance est nécessaire pour assurer leur efficacité dans le temps. C’est le cas des
actions temporaires de lutte physique et environnementale (comme [I’élimination de gites
larvaires), de I'utilisation de biocides chimiques (comme les pyréthrinoides), ou biologiques sans
capacité multiplicative en conditions opérationnelles (comme le Bti) ;

- al'opposé, certaines techniques ont un effet persistant. C'est le cas de modifications définitives
de lutte physique et environnementale (ex : assechement de zones humides) ;

- certaines ont un effet de durée intermédiaire : le besoin de maintenance d’une lutte biologique
est variable selon la capacité invasive des prédateurs et pathogenes utilisés. L'effet des
densovirus peut durer plusieurs années.

Dans ce paysage, les techniques basées sur des males stériles ou stérilisants, qu’ils soient GM ou non,
se distinguent par la variabilité de la persistance de leurs effets selon le contexte de leur utilisation :

- utilisées dans une stratégie de réduction, les techniques TIS, RIDL et Tll auront une efficacité
limitée dans le temps et nécessiteront une maintenance, tandis que dans une stratégie
d’élimination, I'effet de ces techniques durera jusqu’a ré-immigration du vecteur sauvage dans la
zone traitée. La persistance d’'une élimination dépend alors du degré d’isolement de la zone
traitée ;

- dans le cas d’une élimination locale par forcage génétique aussi, I'effet ne durera que jusqu’a ré-
immigration du vecteur sauvage, la cassette de forcage génétique disparaissant avec la
population de moustiques. Uniquement dans le cas, peu probable aujourd’hui, d’'une éradication
(globale) réalisée sans rebond de population, I'effet de la technique de forcage génétique serait
durable et persistant. La technique d’élimination par forcage génétique n’apporte donc pas
forcément de solution définitive contre les populations de vecteurs de pathogénes.

La persistance des effets des techniques de modification de population apportant une résistance a la
transmission du pathogéne dépend de la persistance de la modification dans la population et de la
stabilité de son phénotype. La persistance de la modification dépend de I'équilibre entre son co(t
génétique et le mécanisme de sa transmission (Dans I'exemple de wMelPop, le colt génétique est tel
que la bactérie ne peut persister dans la population, (Nguyen et al., 2015).); la stabilité de son
phénotype dépend du mécanisme moléculaire sous-jacent et d’éventuelles évolutions dans le temps,
et de la possibilité de développement de résistances au sein de la population de pathogenes :

- I’'exemple publié de résistance a la transmission du Plasmodium par forcage génétique semble
stable dans le temps une fois la modification établie dans la population, I'établissement de cette
modification pouvant lui-méme étre partiel du fait de résistances au forcage génétique dans un
premier temps (voir point 5 sur le développement de résistances, Gantz et al., 2015) ;

- enrevanche, le phénotype d’'IP associé a Wolbachia pourrait étre sujet a des variations selon les
conditions environnementales (Zug and Hammerstein, 2015). |l peut également faire |'objet de
dérive fonctionnelle (réduction de densité, réduction de transmission maternelle, perte de
Wolbachia) ou de développement de résistances au sein de la population de pathogénes (voir
point 5 ci-dessous).

3. Propagation des effets de la technique (I’effet est-il limité dans I'espace ou peut-il se propager
sans intervention supplémentaire ?)

Les techniques de lutte peuvent également étre caractérisées par la propagation de leurs effets au-
dela de la zone traitée ou de la zone de lacher de moustiques.
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Parmi les techniques existantes, seules les techniques de lutte biologique ont une capacité plus ou
moins importante de dépasser la zone de traitement initiale selon la capacité de dissémination et
d’invasibilité des prédateurs et pathogenes utilisés.

Parmi les techniques utilisant des moustiques GM, seules certaines techniques de forcage génétique
ont la capacité théorique de propagation illimitée dans la population. En pratique, cette propagation
sera probablement limitée en raison de développement de résistances associées a des mutations ou
polymorphismes au niveau du site ciblé par 'ARN guide dans la population. Dans certains cas, cette
limitation de la propagation du forcage génétique peut étre considérée favorablement. Dans le cas
contraire, des stratégies de conception technique adaptées pourraient permettre de réduire la
probabilité de ces évolutions (voir plus bas, point 5 sur le développement de résistances).

La capacité de propagation d’une IP par Wolbachia dépend du colt génétique de Wolbachia sur les
moustiques. En l'occurrence, la souche de Wolbachia actuellement testée par le programme
Eliminate Dengue en Australie, wMel, n’est pas capable de propagation au-dela de la zone de lacher
en raison du désavantage sélectif trop élevé qu’elle inflige au moustique héte, méme si elle persiste
au sein de la zone de lacher (Hoffmann et al., 2014).

Les autres techniques basées sur des lachers de moustiques, essentiellement les lachers de males
stériles ou stérilisants, qu’ils soient GM ou non (TIS, RIDL, Tll), n’ont pas la capacité de propager leur
effet stérilisant au-dela des males relachés (les possibilités d’échappement de la technique RIDL par
pénétrance incomplete du trait, rappelées au point 4 ci-dessous, n‘ont pas de conséquences en
termes de diffusion d’un phénotype stérilisant a I’échelle de la population)®.

-> Positionnement des techniques dans le continuum self-limiting / self-sustaining

Les caractéristiques de persistance et de propagation des effets des techniques sont souvent
agrégées dans les notions de self-limiting et self-sustaining, notions communément utilisées mais
délicates a manier du fait de I'intégration de deux dimensions (le temps et I'espace), et donc de deux
continuum. Deux ensembles de techniques de lutte antivectorielle peuvent ainsi étre distingués
selon leurs capacités de persistance et de propagation, certaines techniques pouvant étre
positionnées sur un continuum bi-dimensionnel entre ces deux extrémes, que I'on propose de
traduire en frangais par « auto-limitées » et « auto-entretenues » :

1) les technigues dites auto-limitées (self-limiting), qui ont des effets limités dans I'espace et le
temps a moins d’étre entretenues.

Dans le cas de techniques de lutte auto-limitées impliquant des lachers d’insectes modifiés, la

modification disparait de la population a moins d’étre réintroduite par des lachers réguliers
d’insectes modifiés.

Peuvent étre considérées comme auto-limitées I'ensemble des techniques de réduction de
population regroupant les méthodes classiques de lutte antivectorielle (a part les modifications
physiques définitives telles que les asséchements de zones humides, ou les techniques de
biocontréle comme les poissons culicivores ou les densovirus, qui présentent un certain degré de
persistance sur le terrain (Carlson et al., 2006; Suchman et al., 2009)), ainsi que les techniques
émergentes impliquant des lachers de males stériles ou stérilisants, GM ou non, dans un cadre de
réduction de population (TIS, TIl, RIDL) ;

2) les techniques dites auto-entretenues (self-sustaining), dont les effets se répandent dans
I’espace et durent dans le temps sans nécessiter d’intervention de maintenance.

 La diffusion des effets des techniques est 3 distinguer des aspects de persistance ou de caractére invasif des éléments relachés eux-
mémes, traités plus bas dans le point 4 sur I'efficacité pratique vs théorique en termes de fertilité résiduelle, et dans la section 4.4.3.4. en
termes de risques.
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Plus précisément, dans le cas de techniques de lutte impliquant des lachers d’insectes modifiés, la
persistance dans le temps et la propagation dans |'espace de la modification au sein de la population
ciblée sont fonction de I’équilibre entre la dynamique de propagation de la modification et I'éventuel
désavantage sélectif qu’elle confére aux individus modifiés.

Les techniques auto-entretenues concernent les techniques de modification de population, selon la
capacité de propagation de la modification, et toutes les techniques de forcage génétique, qu’elles
visent une modification, une élimination ou une éradication.

La technique de propagation de Wolbachia pour introduire une IP dans la population est un exemple
de technique auto-entretenue pour lequel le colt génétique infligé par la bactérie au moustique peut
étre un frein a sa propagation (Hoffmann et al., 2014). Concernant la technique de modification de
population par forcage génétique, la cassette de forcage génétique peut également échouer a
envahir une population si le taux de conversion des chromosomes sauvages par forcage génétique
est trop faible par rapport a un éventuel désavantage sélectif associé a la modification. Dans la
plupart des cas cependant, la propagation théorique de la cassette de forcage génétique prévue par
les modeles mathématiques est trés rapide, méme pour des colits de vigueur considérables
(Unckless et al., 2015).

La mise en ceuvre de techniques de transgéneése « simple » (c.-a-d. sans forcage génétique) ou
mutageneése ciblée dans 'objectif d’'une modification de population nécessiterait une maintenance
lourde pour contrebalancer I'absence de sélection ou la contre-sélection naturelle de ces transgénes
et mutations en I'absence de systéme de propagation ; ces techniques ne sont donc pas considérées
comme auto-entretenues (ces cas de figure sont théoriques, aucune publication ne s’y rapporte).

La technique d’élimination ou éradication par forgcage génétique peut, en revanche, étre considérée
auto-entretenue car dans ce cas, la cassette de forcage génétique devrait spontanément se propager
dans la population et induire la stérilité des femelles homozygotes, ce qui devrait conduire in fine a
I’élimination de la population.

Avantages et inconvénients des techniques auto-entretenues (self-sustaining) vs auto-limitées
(self-limiting) et conséquences en termes de flexibilité et d’adaptabilité des différentes
techniques :

Les techniques auto-entretenues ont I'avantage de ne pas nécessiter de maintenance et de grosses
infrastructures, mais l'inconvénient d’étre trés peu flexibles, voire théoriquement incontrélables et
irréversibles dans I’éventualité olU la propagation de Wolbachia ou de la cassette de forcage
génétique considérée ne rencontrerait pas d’obstacles. On note que les exemples actuels de
modification de population par IP via Wolbachia ne permettent pas de propagation du fait du co(t
génétique conféré par la souche de Wolbachia utilisée, associé a la faible capacité de dispersion de
I'espece de moustique transinfecté. Dans I'exemple d’Ae. aegypti transinfecté avec wMel en
Australie, la modification de population s’effectue et se maintient dans la zone de lacher si les
moustiques relachés dépassent le seuil de densité relative intiale de 30 %, mais ne se propage pas
au-dela (Hoffmann et al., 2011). Cette caractéristique limitante dans I'espace peut étre considérée
comme un inconvénient limitant la progression spontanée de I'IP dans la population de moustiques,
mais également comme un avantage permettant de controler I'étendue des populations
transinfectées avec Wolbachia.

A l'inverse, les techniques auto-limitées seront tres lourdes a maintenir sur le long terme (voir les
contraintes en termes d’élevage, 4.3.3). On note que les techniques de TIS, Tl et RIDL seront plus
coliteuses dans le cadre d’une stratégie de réduction de population que dans le cadre d’une stratégie
d’élimination de population. Ces techniques auto-limitées présentent un avantage du fait qu’elles
seront maitrisables et adaptables selon les résultats de surveillance.
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En termes de surveillance, on note que les moustiques RIDL OX513A portent un marqueur
fluorescent associé a la cassette génétique de létalité répressible, ce qui permet un suivi efficace des
moustiques transgéniques dans I'environnement et donne des possibilités d’adapter la mise en
ceuvre de la technique. Les moustiques TIS peuvent étre couverts de poudre fluorescente a la sortie
de I'élevage, ce qui permet également de les suivre et de moduler les lachers en conséquence. Il ne
serait toutefois pas possible de détecter leur éventuelle descendance dans I'environnement en cas
de fertilité résiduelle. Les moustiques porteurs de Wolbachia peuvent étre détectés par I'utilisation
de marqueurs moléculaires associés a la bactérie Wolbachia. Enfin, les moustiques dotés de la
propriété de forcage génétique publiés dans la littérature portent un marqueur fluorescent qui
devrait également permettre de les suivre, sans toutefois donner de possibilités directes de modifier
le déroulement de la stratégie.

4. Efficacité pratique vs efficacité théorique

L'efficacité réelle des différentes techniques de lutte antivectorielle peut s’écarter de leur efficacité
théorique, attendue selon le principe de la technique, indépendemment des possibilités de perte
d’efficacité des techniques associées a une évolution sur le terrain (développées au point 5).

Ainsi, I'existence d’'un éventuel taux de fertilité résiduelle doit étre considérée pour les techniques
basées sur des lachers de males stériles ou stérilisants :

- concernant la technique RIDL, on a vu qu’il pouvait y avoir environ 2 % de survivants dans la
descendance des moustiques OX513A dans I’environnement. Il s’agit ici d’'un probleme de
pénétrance incompléete du trait, le transgene étant intact mais ne produisant pas le phénotype
escompté. Cette occurrence est considérée suffisamment basse a chaque génération pour ne pas
générer d’'impact significatif sur I'efficacité de la technique (Phuc et al., 2007).

- pour la TIS aussi, on ne peut exclure la possibilité que des males irradiés non stériles soient
relachés. Un objectif de 95 % de stérilité pourrait méme étre volontairement fixé pour améliorer
la compétitivité des males relachés, ce qui n’est toutefois pas recommandé par I'AIEA en raison
des risques potentiellement associés (voir section 4.3.4) ;

- enfin, pour la Tll, un taux de fertilité résiduelle des males relachés porteurs de Wolbachia avec
les femelles de terrain non infectées pourrait étre observé en cas d’incompatibilité
cytoplasmique incompléte. Il a récemment été montré en laboratoire que différents régimes de
température pouvait réduire I'incompatibilité cytoplasmique induite par certaines Wolbachia
(Ross et al., 2017) ;

Concernant le systeme expérimental d’élimination par forcage génétique proposé par Hammond et
al. (2016), un défaut d’efficacité de propagation de la cassette de forcage a été observé, du fait d’'une
stérilité partielle des femelles hémizygotes pour la cassette, la propagation optimale étant basée sur
le principe de la stérilité des seules femelles homozygotes (Hammond et al., 2016). Ce probleme
technique est en voie de résolution par I'augmentation de la spécificité tissulaire de Cas9 aux lignées
cellulaires germinales (A. Burt, comm. pers.).

Concernant la technique de propagation d’une IP via Wolbachia, la transmission maternelle de
certaines Wolbachia caractérisée en laboratoire pourrait étre réduite sur le terrain en fonction des
conditions environnementales, comme la température par exemple (Ross et al.,, 2017). Certaines
Wolbachia étant plus sensibles que d’autres a ces fluctuations environnementales, ces nouvelles
données devraient permettre de sélectionner les souches de Wolbachia utilisées pour les
interventions sur le terrain en conséquence (Ross et al., 2017). On peut également envisager un
impact des conditions environnementales sur |'efficacité de l'interférence de certaines Wolbachia
avec la transmission des pathogenes par les moustiques (Zug and Hammerstein, 2015).

Le probleme d’écart entre efficacité pratique et théorique n’est donc pas spécifique aux
moustiques GM. Il se pose pour toutes les techniques émergentes a base de lachers de
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moustiques, avec des impacts variables sur I'efficacité des techniques sur le terrain. Il peut étre
associé (1) a I'existence d’un éventuel taux de fertilité résiduelle pour les techniques basées sur
des lachers de males stériles ou stérilisants, (2) a I'existence d’'un éventuel défaut de propagation
d’une cassette de forcage génétique ou de transmission de Wolbachia dans les stratégies de
modification de population, ou (3) a une possible altération de I'efficacité d’IP chez certaines
Wolbachia selon les conditions environnementales.

Les conséquences en termes de risques de ces différents écarts selon les techniques sont abordées
dans la section 4.3.4.

5. Possibilités de perte d’efficacité de la technigue avec le temps

La durabilité et/ou I'efficacité de ces techniques peuvent étre limitées par (a) un développement de
résistance dans les populations cibles, ou par (b) une dérive de la technique ou perte de
fonctionnalité. Ces possibilités dépendent du mode d’action des différentes techniques de lutte :

a. la perte d’efficacité par développement de résistance peut advenir si la technique de lutte
fonctionne par le biais d’'une cible génétique — chez les moustiques ou les pathogénes visés —
cible pour laquelle il existerait des formes alléliques alternatives viables qui contourneraient
le mécanisme de la technique.

i. Dans le cas des_techniques de réduction de population, les éventuels individus porteurs
de ces formes alléliques alternatives deviennent majoritaires dans la population au fur et
a mesure des générations et de I'application de ces techniques de lutte antivectorielle :

- biocides : ce mécanisme de sélection de résistance chez les moustiques est une
réalité pour de nombreux biocides de synthése comme les pyréthrinoides. Un plan
de gestion des résistances devrait étre implémenté pour préserver I'efficacité de ces
biocides dans le temps (voir section 4.1.1). On pourrait également concevoir que les
moustiques développent une résistance contre le mécanisme de pathogénicité des
densovirus, méme si, contrairement aux biocides de synthese, ces derniers pourront
évoluer en retour. En revanche, le développement de résistance des moustiques
contre le Bti est trés peu probable considérant qu’il contient six toxines larvicides qui
ciblent différents récepteurs et dont certaines agissent de fagcon synergique (Ben-
Dov, 2014)*. Pour le Bti, ce n’est donc pas I'absence de cibles mais le cumul de
différentes cibles qui réduit considérablement la probabilité qu’un individu soit
résistant, sachant qu’il devrait porter des alléles de résistance pour chacune des six
toxines, étant donné que chacun de ces alléles ne constituerait pas un avantage
sélectif en soi ;

- les techniques de forgage génétique fonctionnent également par le biais d’une cible
génétique, qui est la séquence reconnue par I’ARN guide associée aux séquences
adjacentes. Ainsi, des individus de la population de terrain dont la séquence du locus
ciblé par I'ARN guide serait différente de la séquence prédéfinie au point que le site
ne serait pas coupé par I'endonucléase Cas9, ou dont les séquences adjacentes au
locus ciblé par I’ARN guide seraient polymorphes au point que la recombinaison
homologue, et donc l'insertion de la cassette transgénique, ne pourraient avoir lieu,
seront réfractaires au forgage génétique. C'est également le cas des individus portant
des mutations en ce site du fait d’une religation imprécise suite a une précédente
coupure par Cas9. Dans le cadre du forcage génétique a but d’élimination ou
éradication, la présence d’individus réfractaires en raison d’un polymorphisme

 plus précisément, Bti contient 4 toxines Cry majeures et au moins 2 toxines Cyt mineures qui agissent de maniére synergique avec les
toxines Cry, et dont la présence diminue le risque de développement de résistance chez les cibles [Ben-Dov, E. (2014). Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis and its dipteran-specific toxins. Toxins 6, 1222-1243.].
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génétique permettrait a la population de rebondir aprées réduction partielle.
Concernant les individus mutés suite a une religation imprécise, deux cas se
présentent selon les effets des mutations induites sur le gene de fertilité dans lequel
est situé la séquence reconnue par I’ARN guide : seuls les individus porteurs de
mutations qui ont préservé la fonction du géne pourront contribuer a un rebond de
population, les autres seront voués a disparaitre par sélection naturelle. Il est a noter
que, si elle est considérée indésirable, cette possibilité d’interruption du forcage
génétique peut étre minimisée a l'avenir par I'utilisation simultanée de plusieurs
cassettes de forcage génétique indépendantes et/ou l'utilisation simultanée de
plusieurs ARN guides dans une méme cassette ;

- les techniques ne fonctionnant pas par le biais d’une cible génétique ne sont pas
propices au développement de résistance au mode d’action de la technique. C'est
le cas de la mise en ceuvre de mesures de gestion environnementale ou de
protection physique®, ainsi que de I'utilisation de prédateurs. C’'est également le cas
des techniques émergentes exploitant les lachers de moustiques males TIS, Tl ou
RIDL OX513A: les premiers sont stérilisés par un mécanisme non spécifique
d’irradiation ; les deuxiémes portent une bactérie Wolbachia générant une
incompatibilité cytoplasmique conduisant a une impossibilité de produire une
descendance avec tout moustique femelle dépourvu de cette méme bactérie ; les
troisiemes transmettent a leur descendance un facteur de |étalité conditionnelle, qui
fonctionne par le biais d'une répression non spécifique de la transcription
[transcriptional squelching (Lin et al., 2007)] générée par la surexpression du
transgéne tTAV, elle-méme permise par [I'‘absence de tétracycline dans
I’environnement, indépendamment des genes des moustiques cibles. Il est donc
improbable que les moustiques TIS, TIl ou RIDL OX513A donnent lieu a un
développement de résistance chez les cibles, a moins qu’une fraction de la
population de femelles ciblées ne posséde la caractéristique comportementale
d’éviter, respectivement, les moustiques irradiés, les moustiques porteurs d'une
bactérie Wolbachia, ou la souche génétique OX513A utilisée dans la technique RIDL,
fraction qui serait sélectionnée au fur et a mesure des générations et de I'application
de la technique. Cette hypothése de résistance dite comportementale serait
improbable pour les moustiques TIS considérant leur hétérogénéité extréme,
I'irradiation générant des mutations aléatoires et différentes d’un individu a I'autre®.
Concernant les moustiques porteurs de Wolbachia, il existe des phénotypes,
notamment de colt, associés a Wolbachia, mais a ce jour pas de phénotypes
associés qui soient reconnus et/ou évités par les moustiques non porteurs de
bactéries Wolbachia ou porteurs d’une souche incompatible de Wolbachia, a la
connaissance des experts du groupe de travail. Quant aux moustiques RIDL, il serait
concevable que la souche d’élevage unique OX513A, actuellement utilisée par Oxitec
sur tous les sites d’intervention, soit suffisamment différente des moustiques de
terrain pour qu’elle soit évitée par une fraction de la population de moustiques ;

ii. Concernant les techniques visant une modification de population, deux types de
résistance peuvent étre envisagés : (1) une résistance a la modification elle-méme, et (2)

%2 On a toutefois observé des cas de résistance comportementale chez des anophéles, par laquelle une fraction de la population piquant
plus t6t ou plus tard que la majorité contourne I'usage des moustiquaires par les habitants, sans que I'on n’ait démontré jusqu'a présent s'il
s'agissait de plasiticité comportementale ou de sélection d'alléles de résistance liés au comportement.

 On note toutefois gu’une telle résistance comportementale a été observée a I'encontre de mouches des fruits stériles [Mclnnis, D.O.,
Lance, D.R., and Jackson, C.G. (1996). Behavioral resistance to the sterile insect technique by Mediterranean fruit fly (Diptera: Tephritidae)
in Hawaii. Ann Entomol Soc Am 89, 739-744.]. Cette observation est cependant difficilement transposable aux moustiques, I'accouplement
des mouches des fruits impliquant une parade nuptiale complexe. Par ailleurs, les conditions d’élevage et les génotypes des mouches des
fruits utilisés ont été adaptés de telle sorte que cette résistance comportementale n’est plus observée (K. Bourtzis, comm. pers.).

76

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



une résistance au phénotype recherché dans la population modifiée. Une pression de
sélection plus ou moins forte s’exercera sur les individus réfractaires a la modification,
selon le colt en vigueur (ou désavantage sélectif) associé. Une absence de colt
résulterait en une simple coexistence de la population réfractaire a la modification et de
la population modifiée. Ces deux types de résistance peuvent étre déclinés pour les
techniques de propagation d’IP et de forcage génétique :

- concernant la technique de propagation d’IP, la modification de population est le
résultat du phénomene d’incompatibilité cytoplasmique également a I'ceuvre dans la
technique TII (la modification de population résultant ici du fait que les femelles
porteuses de Wolbachia sont également relachées). Selon le raisonnement tenu plus
haut sur la TIl, une résistance a la modification de population par évitement des
males porteurs de Wolbachia serait peu probable. Cependant, un contournement de
I'effet d’IP désiré suite a la modification de population est théoriquement
envisageable. Ce phénomeéne de résistance particulier pourrait advenir si la
compétence vectorielle d’'un moustique porteur de Wolbachia n’était pas affectée
vis-a-vis de certaines souches de pathogéne préexistantes sur le terrain (comme il
serait attendu par IP, c.-a-d. par interférence avec le pathogéne). Ces souches de
pathogéne «résistantes» a linterférence seraient alors progressivement
sélectionnées sur le terrain. Le mode d’action de I'IP n’étant pas élucidé, il n’est pas
clair s’il fonctionne via une cible génétique chez le pathogéne et si un tel
polymorphisme de souche vis-a-vis du mécanisme de I'lIP pourrait étre facilement
sélectionné ;

- concernant la technique de forgage génétique visant une modification de
population, les possibilités développées plus haut de résistance au forgage en raison
de polymorphismes ou de mutations chez les cibles s’appliquent également ici et
conduiront a la sélection d’individus réfractaires a la modification. Concernant le
phénotype recherché aprés modification de la population de moustiques en une
population plus résistante a la transmission du pathogene, la résistance conférée par
le transgene pourrait étre moins efficace que prévu vis-a-vis de certaines souches de
pathogéne de terrain. Un large spectre d’isolats devrait étre testé pour s’assurer de
I'efficacité de la technique. Si I'on considéere I'exemple de la production d’anticorps
dirigés contre le Plasmodium (Gantz et al.,, 2015), ce phénotype pourrait
théoriquement étre contourné par des souches de Plasmodium qui ne seraient pas
reconnues par ces anticorps. Considérant que la molécule ciblée chez le Plasmodium
présente trés peu de variabilité naturelle, la sélection de souches de Plasmodium
résistantes a cette technique de lutte est quasi nulle ou tres peu probable.

Ainsi, alors que le risque de perte d’efficacité par développement de résistance au mode
d’action des techniques est commun chez les biocides et en constitue I'une des limites
majeures, il est improbable chez les moustiques GM RIDL, comme chez les autres
techniques de lutte émergentes impliquant des lachers de moustiques stériles ou
stérilisants TIS et TII, car leurs modes d’action respectifs n‘impliquent pas de cible
génétique. Ceci pourrait conférer un avantage significatif a ’application de ces techniques
émergentes sur la durée. On note toutefois la possibilité d’un développement de résistance
comportementale contre les moustiques RIDL et éventuellement les moustiques porteurs
de Wolbachia, bien que cela n’ait jamais été observé a ce jour, ce qui pourrait réduire la
durabilité de ces techniques. A la différence des techniques de RIDL, TIS et TII, les
techniques de forcage génétique fonctionnent par le biais d’une cible génétique et sont
donc propices a un développement de résistance, que ce soit en raison de polymorphismes
préexistants dans la population ou de mutations provoquées par religation imprécise dans
la séquence reconnue par I’ARN guide. Des développements techniques pourraient
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toutefois permettre de minimiser ces évolutions de résistance dans le but d’obtenir une
élimination de population sans risque de rebond ou une modification compléte de la
population. Par ailleurs, le forcage génétique a des fins de modification de population,
comme c’est le cas pour la technique de propagation d’IP via Wolbachia, pourrait
théoriquement étre sujet a un développement de résistance au phénotype recherché suite
a la modification de la population, méme si cette éventualité semble trés peu probable
dans le cas de I'exemple publié des anticorps dirigés contre Plasmodium.

b. certaines techniques de lutte antivectorielle pourraient également perdre de leur efficacité
par dérive de la technique ou perte de fonctionnalité :

- le contréle qualité des biocides de synthése ne laisse pas entrevoir de possibilité
d’une telle dérive intrinseque mais pour certains biocides biologiques, comme les
densovirus, une baisse de pathogénicité pourrait advenir en cas d’adaptation du
virus a son moustique hoéte (ce cas est intermédiaire entre le développement de
résistance des moustiques, traité au point précédent, et une dérive fonctionnelle de
la technique, puisqu’il impligue une interaction et une co-évolution des deux
organismes) ;

- concernant la technique RIDL, le systeme pourrait perdre sa fonctionnalité en cas de
dérive génétique de tTAV pendant |'élevage en présence de tétracycline. Pour
rappel, en l'absence de tétracycline, tTAV empéche le développement des
moustiques transgéniques (tetR s’associant a tetO et induisant via VP16 la
surexpression létale de tTAV); en présence de tétracycline, la |étalité associée au
géne tTAV est réprimée (la composante tetR de tTAV ayant plus d’affinité pour la
tétracycline que pour tetO) ; la présence de tétracycline dans les élevages n’empéche
toutefois pas la dérive génétique fonctionnelle de tTAV. En cas de perte de fonction,
la descendance hémizygote héritant du gene tTAV muté resterait viable en I'absence
de tétracycline. Oxitec teste la fonctionnalité de tTAV toutes les 6 générations.
Aucune occurrence de perte de fonction n’a été détectée jusqu’a présent (Oxitec,
comm. pers.). En cas de survie sur le terrain de moustiques porteurs d'une tTAV
désactivée, ceux-ci seront néanmoins tout aussi sensibles que des moustiques
sauvages a une nouvelle intervention a base de moustiques porteurs de tTAV
fonctionnelle (la pleine fonctionnalité du systeme pourrait étre rétablie par la
purification de la souche OX513A via I'élimination des alléles non fonctionnels) ;

- une dérive fonctionnelle de la TIl pourrait étre observée en cas d’un lacher
accidentel important de femelles. La TIlI serait moins efficace pour obtenir une
réduction de population, puisque les femelles porteuses de Wolbachia seraient
compatibles avec les males du terrain®. On note que ce risque de perte d’efficacité
dl a un lacher de femelles serait réduit en cas d’utilisation d’une souche de
moustiques bi-directionnellement incompatible avec les moustiques de terrain, et
serait nul en cas de combinaison avec la TIS (voir section 4.2.2.1) ;

- dans le cadre de la technique de propagation de I'IP, la population de terrain est
modifiée en une population porteuse de Wolbachia, censée diminuer la compétence
vectorielle des moustiques femelles. Théoriquement, cette technique pourrait
dériver en cas de diminution de la densité voire de perte de Wolbachia. La perte de
Wolbachia chez les populations transinfectées n’est pas documentée a la
connaissance des experts du groupe de travail, mais elle devra étre testée dans la

% On observerait une modification partielle de population. La stratégie Tl se transformerait partiellement en stratégie IP, sans que la
propriété d’IP (interférence avec le pathogeéne) n’ait été nécessairement confirmée. Il faut souligner que cette propriété n’est pas
commune.
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descendance des populations modifiées, a différents dges et dans des conditions
variables de différents parametres biotiques et abiotiques tels que la chaleur,
I'infection ou la résistance a des insecticides, etc. Des variations de densités et de
transmission maternelle de Wolbachia ont été observées en conditions
expérimentales selon la température (Ross et al., 2017). Des évolutions de densité et
de virulence de Wolbachia ont été rapportées en populations naturelles (Echaubard
et al.,, 2010; Weeks et al, 2007). Une autre possibilité théorique de dérive
fonctionnelle de la technique de propagation de I'IP concernerait une évolution des
interactions entre Wolbachia et son hote, conduisant a une éventuelle diminution
progressive de la protection conférée aux moustiques par Wolbachia ;

- enfin, les techniques de forgage génétique pourraient étre spontanément inactivées
en cas de méthylation de la chromatine, inactivation par la voie des petits ARN
interagissant avec Piwi (piRNA)®, ou mutation de la cassette de forcage génétique.
Dans les faits, l'inactivation par méthylation de la chromatine semble peu probable
chez les moustiques, la méthylation n’ayant pas été détectée chez Anopheles et peu
chez Aedes. Il semble toutefois que les transposons naturels et artificiels, auxquels
une cassette de FG peut étre assimilée en tant qu’élément exogéne, puissent étre
inactivés par la voie des piRNA [E. Marois, données non publiées, et (Vodovar et al.,
2012)]. Par ailleurs, d'autres voies épigénétiques d'inactivation pourraient étre
découvertes a I'avenir.

Ainsi, il existe une possibilité de dérive fonctionnelle de la technique RIDL, méme si elle est
controlable et rapidement corrigeable dans le temps. Les techniques de for¢cage génétique
sont également susceptibles de perdre leur fonctionnalité avec le temps, ce qui est plus
problématique pour la continuité de leur efficacité sur le terrain. Ce risque n’est pas
particulier aux moustiques GM. Les techniques utilisant Wolbachia peuvent également
dériver, pour d’autres raisons. On note que la technique TIS se distingue des autres
techniques émergentes par une absence de risque identifié de dérive fonctionnelle.

Dans les deux cas, il est important de souligner que la surveillance permet de détecter la sélection et
I’évolution de résistances dans la population des cibles ainsi que I'occurrence de perte de
fonctionnalité des méthodes de lutte mises en ceuvre, et permet d’adapter la technique de lutte
appliquée en conséquence : la mise en ceuvre des techniques auto-limitées peut alors étre stoppée
et corrigée (ex : changement d’insecticide, arrét de lachers de moustiques) ; pour les techniques
auto-entretenues, il s’agira non pas d’en stopper la mise en ceuvre, ce qui, par définition, sera
impossible, mais d’en imposer une autre (autre Wolbachia, autre forcage génétique, autres
techniques, de mode d’action différent).

N.B. Ces possibilités d’évolution de résistance chez les cibles ou de dérive de la technique ou perte de
fonctionnalité ont été examinées dans cette section en termes de perte de l'efficacité de la
technique de lutte considérée. Les impacts potentiels associés en termes de risques pour la santé et
I’environnement sont considérés dans la section 4.3.4.

6. Problématique de la compétitivité des mdles

Cette problématique concerne toutes les techniques impliquant des lachers de maéles, dont les
techniques utilisant des moustiques GM (RIDL et forgage génétique).

L'efficacité et I'efficience des techniques impliquant des lachers de males peuvent varier selon la
compétitivité des males relachés vis-a-vis des femelles sauvages, c.-a-d. la probabilité

% La voie des petits ARN associés aux protéines Piwi constitue un mécanime naturel de silengage des transposons par interférence ARN.
Chez I'anopheéle, il existe un exemple de transgéne inactivé par cette voie (laboratoire S. Blandin, E. Marois, comm. pers., article en
préparation).
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d’accouplement des males relachés avec les femelles sauvages par rapport a celle des males
sauvages.

En préalable, il est nécessaire de souligner I'importance de I'impact des conditions d’élevage de
masse sur la compétitivité des males relachés, quelles que soient les techniques mises en ceuvre. En
effet, qu’il s’agisse de la TIS, de TlI, de la combinaison TII-TIS ou de RIDL, ces techniques requierent
un processus industriel d’élevage, avec des procédés de production qui peuvent s’avérer néfastes si
la biologie de l'insecte n’est pas respectée. Il faut également noter que les différentes données
disponibles dans la littérature ne sont pas toujours directement comparables, du fait des différentes
modalités de mesure de compétitivité (ovitrap versus pieges a adultes), des différentes conditions
d’essais (essais semi-contrélés en serre, qui fournissent un indice de qualité de I'insecte, versus essais
de terrain, qui intégrent de nombreux facteurs supplémentaires), des différentes espéces de
moustiques étudiées, et enfin des différentes techniques mises en ceuvre. Il est donc difficile de
distinguer I'effet de I'élevage de masse de celui de l'irradiation, de Wolbachia ou de RIDL sur la
compétitivité des males, et au final de comparer les différentes performances, en termes de
compétitivité des males, de ces techniques entre elles.

On peut toutefois noter les points suivants :

- du fait des effets aléatoires de l'irradiation, on pourrait s’attendre a ce que la compétitivité des
males irradiés relachés dans la TIS soit systématiquement affectée, mais ce n’est pas toujours le
cas, selon des données d’expérimentation en cages pour les moustiques, a évaluer sur le terrain,
ou des données de terrain pour d’autres insectes (voir 4.2.1) ;

- certaines souches de Wolbachia peuvent affecter la compétitivité des males infectés. Ce fut le
cas de wMelPop chez Ae. aegypti, technique qui a précisément été abandonnée a cause des
effets déléteres qu’elle entrainait (voir 4.2.2). D’autres souches, comme celle d’Ae. riversi aprés
introgression dans Ae. polynesiensis, montrent un trés faible impact sur la compétitivité de
terrain des males infectés relachés pour les femelles non infectées (C=0,68) (O’Connor et al.,
2012);

- par ailleurs, du fait de la spécificité du transgéne inséré, la technique RIDL ne laissait pas présager
d’un impact quelconque sur la compétitivité des males transgéniques. Il a toutefois été constaté
que les males de la lignée OX513A d’Oxitec n’avaient que 3 a 15 % des chances des males
sauvages de s’accoupler avec les femelles sauvages (c.-a-d. C=0,03 a C=0,15). Cet écart ne serait
pas associé a la technique transgénique en tant que telle, mais a I'adaptation de la lignée aux
conditions d’élevage de masse. Il faut souligner que les moustiques OX513A se sont montrés
aussi compétitifs que des moustiques non GM en conditions confinées (Harris et al., 2011; Lee et
al., 2013), et que ce niveau de compétitivité de terrain n’est pas exceptionnel par rapport a des
données obtenues avec d’autres insectes TIS [C=0,3 a 0,5 pour les glossines au Sénégal (Bouyer
et al., 2012) ; C=0,1 pour la lucilie bouchére (Mayer et al., 1998; Vreysen, 2005), et C<0,01 pour la
mouche des fruits méditerranéenne (Rendon et al., 2004; Shelly et al., 2007), celle-ci étant
toutefois connue pour avoir des compétitivités particulierement basses en raison d'une
cérémonie d’accouplement tres complexe] (voir 3.2.3) ;

- enfin, les premiers exemples de males transgéniques dotés de la propriété de forcage génétique
ne devraient pas étre moins compétitifs que les males sauvages a priori, mais la compétitivité
devra étre testée au cas par cas des nouvelles lignées. La problématique de la compétitivité des
males relachés est toutefois moins importante pour le forcage génétique du fait de la
propagation rapide du transgeéne dans le fond génétique de la population cible.

L'impact d’une faible compétitivité des males sur l'efficacité de telles techniques pourra étre
compensé par une augmentation de la quantité de males relachés, ce qui aura pour répercussion de
diminuer I'efficience de la technique et pourrait poser un probleme de viabilité économique.
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Cette problématique n’est pas spécifique aux techniques utilisant des moustiques GM, elle vaut pour
toutes les techniques basées sur des lachers de moustiques males.

7. Potentiel d’efficacité selon la densité de la population cible

Les différentes techniques de lutte peuvent présenter des efficacités tres variables en fonction de la
densité de la population cible :

a. les techniques classiques de lutte, comme les biocides, sont réputées avoir une efficacité
indépendante de la densité de l'insecte cible. Cette efficacité théorique est cependant
confrontée a plusieurs limites qui font qu’en pratique, leur efficacité diminue avec la densité
de la population cible, qui diminue elle-méme au cours d’un effort de lutte visant sa
réduction. On peut citer comme contraintes pratiques réduisant cette efficacité :

- la distribution agrégée (non continue) systématique des populations d’insectes et
I'impossibilité d’atteindre I'ensemble des sites infestés, qui diminuent l'efficacité de
certaines méthodes comme la pulvérisation d’aérosols d’insecticides par voie aérienne
(Adam et al., 2013) ou les systemes de piégeage attractifs toxiques, qui ne peuvent étre
posés dans 'intégralité de ces gites (Bouyer et al., 2013) ;

- l'utilisation de prédateurs, parasitoides ou parasites, qui sont d’autant moins efficaces
que la densité de la proie diminue (Krivan, 2007), les prédateurs non spécifiques se
focalisant sur les espéces de proies les plus abondantes.

Ces méthodes permettront donc une réduction initiale rapide des densités des populations
de moustiques visées (souhaitable par exemple en cas de crise sanitaire) mais ont peu de
chance d’aboutir a I'élimination de ces derniéres ;

b. a l'inverse, les techniques de réduction comme la TIS, RIDL et TIl seront d’autant plus
efficaces que la densité des moustiques de terrain sera faible a nombre de moustiques lachés
constant, puisque le ratio de males stériles sur males sauvages que I'on peut imposer sera
d’autant plus important que la population sera réduite par I'effort de lutte. Ces techniques
impliquant des lachers de moustiques ne pourront étre utilisées efficacement en saison de
pullulation des moustiques, a moins d’étre précédées par des techniques efficaces a fortes
densités comme I'utilisation de biocides. Les lachers sont ensuite optimisés en fonction de la
densité des moustiques sur le terrain, et adaptés selon les indicateurs d’efficacité de la
technique dans le temps. En effet, un ratio insuffisant de males stériles pourrait entrainer
une augmentation de la génération suivante d’adultes de moustiques en augmentant la
survie larvaire du fait d’'une diminution des densités larvaires dans les gites (par stérilisation
d’une partie des ceufs) et donc avoir un effet inverse a celui attendu. Cet effet, qualifié de
surcompensation densité-dépendante, est classique chez les moustiques (White et al., 2010).
On note que cet effet ne devrait pas étre observé dans le cas de la stratégie RIDL du fait de la
|étalité tardive des larves (Phuc et al., 2007).

En d’autres termes, I'efficacité des méthodes classiques de lutte antivectorielle est indépendante de
la densité au-dela d’un certain seuil de densité de la population des moustiques ciblés ; sous ce seuil,
elle diminue avec la densité, jusqu’a s’annuler avant d’avoir pu conduire a une élimination. A
I'inverse, les techniques de réduction comme la TIS, RIDL et la TIl ne peuvent étre efficaces que sous
un certain seuil de densité de la population des moustiques ciblés (fonction du ratio entre le nombre
de maéles relachés et de males sauvages et de la compétitivité des males reldchés par rapport aux
males sauvages) ; sous ce seuil, elles sont d’autant plus efficaces que la densité est faible, conduisant
de ce fait a une élimination de la population (Feldmann and Hendrichs, 2001).

Par ailleurs, certaines méthodes environnementales, comme la réduction des gites larvaires, peuvent
nécessiter un effort conséquent lorsque la disponibilité de ces derniers n’est pas limitante pour la
population cible. Ainsi, si seuls 50 % des habitats larvaires sont utilisés par Ae. albopictus dans une
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zone donnée, les réduire de 75 % ne réduira les gites larvaires occupés (et donc, a peu de choses prés
selon la qualité des gites, la population d’adultes) que de 50 %.

Ces différents profils d’efficacité des différentes techniques de lutte antivectorielle en fonction des
contextes incitent a combiner les techniques compatibles et complémentaires dans une vision de
lutte intégrée. Les techniques utilisant des moustiques GM seront ainsi utilement combinées a
d’autres techniques de lutte.

8. Facteurs externes pouvant influencer ou interférer avec le succes des techniques

Des facteurs externes peuvent influencer ou interférer avec le succés de certaines techniques de
lutte antivectorielle. Par exemple, les facteurs climatiques et météorologiques interférant avec la
biologie et le cycle de vie des moustiques ciblés, ils doivent clairement étre pris en compte dans
toutes les techniques de lutte. Ces facteurs peuvent également interférer directement avec certaines
techniques, comme I'application de biocides ou les lachers de moustiques, qu’ils soient GM ou non.

Les pratiques agricoles locales peuvent affecter le succés et la durabilité de la lutte biocide. En effet,
certaines pratiques agricoles font usage des mémes molécules que les biocides a des fins de
protection des plantes. Les utilisations de produits biocides et phytopharmaceutiques étant
réglementées de maniére indépendante (voir 4.1.1), ceci pose un probleme significatif de gestion du
risque de développement de résistances des moustiques a ces molécules au niveau du territoire. Ce
probléme est accru du fait des différences d’échelles d’utilisation des produits entre les contextes de
démoustication et d’utilisation agricole et du fait que les acteurs de la démoustication ignorent la
plupart du temps les pratiques phytosanitaires alentour. Ces réglementations multiples pour de
mémes molécules posent un probléme de fond pour les gestionnaires/acteurs locaux de la lutte
antivectorielle pour la maitrise des résistances des moustiques.

4.3.3. Contraintes techniques

Les contraintes techniques considérées dans cette section mettent en avant la problématique des
élevages de moustiques pour les techniques de lutte antivectorielle impliquant des lachers de
moustiques, dont les moustiques GM.

Les techniques existantes de lutte ne sont certes pas dénuées, elles non plus, de contraintes
techniques, contraintes qui peuvent étre d’une toute autre nature. Ainsi, a titre d’information et de
comparaison, les biocides nécessitent une production industrielle et un transport particulier sur les
lieux d’application. Ils doivent étre appliqués selon des modalités spécifiques de manipulation et de
mise en ceuvre au moyen de matériels et techniques d’épandage divers, et respectant les contraintes
d’élimination des PPNU (produits phytosanitaires non utilisés) et des EPPV (emballages de produits
phytosanitaires vides), I'ensemble de ces procédures étant adapté aux différentes caractéristiques de
toxicité de ces biocides pour I'environnement et la santé.

Les contraintes techniques spécifiques associées a I'élevage et aux lachers de moustiques incluent :

- la nécessité d'un élevage plus ou moins grand, et ses conséquences en termes
d’infrastructures,

- la mise en place et le fonctionnement de I'élevage,

- la dépendance a des ressources biologiques comme le sang et problématiques associées
(source, qualité),

- la séparation des individus selon leur sexe (nécessité, facilités),

- le systeme de lacher de moustiques.

1. Nécessité d’un élevage plus ou moins grand et conséquences en termes d’infrastructures
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Des élevages de moustiques sont nécessaires pour les techniques impliquant un lacher de
moustiques a plus ou moins grande échelle :

- des élevages de masse s'imposent pour toutes les techniques qui nécessitent des lachers
inondatifs récurrents avec un objectif de réduction (TIS, TIl, RIDL), impliquant des
infrastructures importantes et donc un investissement significatif ;

- les besoins en élevage sont beaucoup plus réduits pour les techniques de forcage génétique,
gu’elles aient pour objectif une élimination ou une modification de population, du fait des
caractéristiques intrinséques d’invasibilité du transgéne dont on souhaite la propagation. Un
seul moustique pourrait en théorie suffire a initier la propagation du transgene par un
forcage génétique médié par le systeme CRISPR-Cas9, méme si en pratique, des lachers plus
conséquents sont prévus pour accélérer la propagation de la modification (Austin Burt,
comm. pers.). Ces techniques pourraient a priori étre mises en ceuvre par un laboratoire pré-
existant sans recourir a un investissement en infrastructure ;

- la technique de propagation d’une IP via Wolbachia a des besoins intermédiaires, cette
technique ne nécessitant pas ou peu de maintenance selon I’échelle de la région ciblée apres
fixation de la souche sur le terrain. En pratique, cette fixation ne pourra s’effectuer que si les
lachers permettent de dépasser un seuil de densité relative initiale, qui dépend du co(t
génétique associé a Wolbachia. Ce seuil déterminera la taille de I'élevage requis ;

- on note que des élevages de moustiques sont également nécessaires pour la production de
densovirus, disséminés ensuite sous forme de larves de moustiques tuées.

2. Mise en place et fonctionnement de I’élevage

Ces élevages sont plus ou moins aisés a mettre en place, et peuvent entrainer des conséquences
préjudiciables a 'efficacité des techniques de lutte antivectorielle :

- leurs conditions de fonctionnement doivent étre ajustées selon les especes. Les protocoles
sont en cours d’optimisation pour Ae. aegypti et albopictus et de développement pour les
anophéles (Bourtzis et al., 2016) ;

- les élevages peuvent étre mis en place plus ou moins rapidement selon les conditions
requises par les différentes techniques. Idéalement, les lignées de moustiques relachés
devraient étre aussi proches que possible des moustiques sauvages présents dans la zone
ciblée, en particulier pour des objectifs de modification de population, pour lesquels le
génome des moustiques d’élevage va s’hybrider avec celui des moustiques sauvages et
contribuer a la population de la zone ciblée :

o les moustiques irradiés (TIS) sont les plus rapides a produire a partir d’'une souche
locale®. Apres une période minimale incompressible d’acclimatation a I'élevage, peu
de générations de multiplication d’élevage sont nécessaires du fait du fort taux de
fécondité des moustiques, ce qui minimise la dérive génétique qui pourrait étre
observée du fait de I'adaptation différentielle des génotypes aux conditions
d’élevage ;

o les moustiques transinfectés avec des bactéries Wolbachia (TIl et IP) sont plus
délicats a obtenir, et nécessitent souvent de nombreuses générations pour
permettre a l'infection de s’établir, un processus qui est probablement associé a une
co-adaptation génétique plus ou moins importante des moustiques et des bactéries.
Repartir d’une souche locale de moustiques est donc moins évident et demande un

66 . . PP \ \ \ . N .
Cette affirmation serait a nuancer pour les anophéles car toutes les espéces d’anophéles ne s’adaptent pas forcement bien a I'élevage,
méme au sein du complexe An. gambiae.
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temps plus long de mise en place de la technique. Une alternative a la transinfection
directe d’'une souche locale consiste a croiser une souche dans laquelle I'infection est
établie avec une souche locale, et de restaurer le fond génétique local par
rétrocroisement (6 générations permettent de restaurer plus de 98 % du génotype
local). Les bactéries Wolbachia recherchées peuvent ainsi étre introgressées dans
une souche locale en quelques mois. C’'est ce qui a été fait, par 9 générations de
back-cross, pour obtenir les lignées d’Ae. aegypti wMel_Br destinées a étre relachées
au Brésil a partir des lignées australiennes infectées avec wMel (Dutra et al., 2015) ;

o les moustiques transgéniques posent le probleme de maniere encore plus accrue,
une souche de moustiques locale n’étant pas nécessairement la plus propice aux
conditions de laboratoire et de transformation génétique. De ce fait, la lignée
OX513A d’Ae. aegypti a été initialement développée a partir de la souche de
laboratoire Rockefeller. Constituée dans les années 1930, cette souche est bien
adaptée aux conditions de laboratoire, propice a la transformation, mais a perdu des
traits d’adaption au terrain. En préparation aux lachers de terrain, l'insertion a donc
été introgressée dans une souche plus récemment constituée. De fond génétique
mexicain, cette souche a été formée a partir de 20 femelles pour assurer un certain
niveau de diversité génétique (Lee et al., 2013). La lignée OX513A résultante a été
maintenue en laboratoire et en élevage depuis plus de 100 générations. Elle a été
utilisée pour tous les essais de terrain rapportés, dans des conditions aussi diverses
qgue la Malaisie, les iles Caimans, le Brésil ou le Panama. Il en résulte (1) une bonne
adaptation a des conditions d’élevage optimisées, (2) I'évaluation d’'une méme
souche sur plusieurs années, ce qui permet de consolider sa caractérisation et de
s’assurer de sa stabilité, mais (3) une possible réduction de compétitivité avec les
males sauvages locaux (estimée entre 3 et 15 % selon les essais réalisés), qui n’est
compensée que par le lacher d’'un nombre plus élevé de moustiques. Oxitec ne
semble pas envisager une introgression de la cassette génétique RIDL dans des
souches issues de populations locales. Les moustiques dotés de forcage génétique
ont a priori les mémes désavantages associés a la sélection de souches de
moustiques adaptées au laboratoire et a la transformation génétique, mais le fond
génétique de la souche importe moins puisque la cassette transgénique se répandra
dans le fond génétique sauvage au fur et a mesure de la progression du forcage
génétique. La cassette de forcage génétique pourra de toute fagon étre introgressée
en laboratoire dans une souche locale avant le lacher®.

3. Dépendance a des ressources biologiques comme le sang et problématigues associées

Qui dit élevage de moustiques dit nécessité de fournir du sang, de fagon a permettre la maturation
des ceufs chez les femelles fécondées. Cela pose les questions de la quantité et de la qualité du sang,
et les questions associées a son origine et a sa stérilisation.

- Source : le sang peut provenir d’élevages dédiés, comme c’est le cas pour Oxitec, de banques
de sang humain, comme dans le programme Eliminate Dengue pour les lachers effectués en
Australie, ou d’abattoirs, comme c’est souvent le cas pour les programmes de TIS. Les
volumes de sang nécessaires ne sont pas si importants et ne sont pas a considérer comme un
facteur bloguant : une femelle ne nécessite que quelques microlitres de sang pour pondre de
50 a 60 ceufs (cas d’Ae. albopictus) ou de 60 a 80 ceufs (cas d’Ae. aegypti). Un lacher d’un
million de males ne devrait pas nécessiter plus d’un litre de sang. Les méthodes de
distribution de sang peuvent étre optimisées pour réduire encore davantage ces volumes,
par exemple par I'utilisation de membranes.

67 . . P N N
Cette affirmation serait également a nuancer pour les anopheéles.
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- Qualité : il est impératif de controler la qualité du sang fourni a I'élevage. Le sang doit étre
stérilisé pour éliminer les bactéries qu’il contient et qui peuvent étre nuisibles a I'élevage
d’une part, mais aussi pour détruire des pathogenes pouvant potentiellement étre transmis
par les femelles reldchées d’autre part. L'absence de pathogénes dans le sang doit étre
garantie pour les techniques nécessitant un lacher de femelles ou risquant un lacher
accidentel de femelles. Les moustiques relachés sont le produit de la descendance de
femelles d’élevage nourries avec le sang fourni. Autrement dit, les femelles relachées ne sont
pas directement nourries de ce sang, mais leurs méres le sont. Ainsi, si le sang d’élevage était
contaminé et qu’il n’était pas stérilisé, les femelles relachées pourraient risquer de répandre
un pathogéne chez leurs hoétes dans I'environnement dans I'éventualité ol elles en
hériteraient de leur mere par transmission verticale.

La stérilisation du sang peut se faire selon différentes modalités :

- la stérilisation du sang par irradiation va de pair avec la mise en ceuvre de la TIS car
I'irradiateur utilisé pour irradier les moustiques peut également étre utilisé pour stériliser le
sang, a des doses de 1000 a 2000 Gy ;

- il faudrait vérifier le mode de stérilisation utilisé dans les élevages de moustiques dans les
techniques utilisant Wolbachia, notamment les stratégies de modification de population, qui
consistent en des lachers de males et de femelles. Dans le cadre du Eliminate Dengue
Program en Australie, le sang proviendrait de banques de sang humain; il est donc testé
pour son absence de pathogéne ;

- la firme Oxitec indique avoir recours a une société privée qui lui fournit un sang certifié
stérile, prélevé d’animaux élevés pour cet usage. Le contrdle qualité du sang utilisé dans les
élevages de moustiques RIDL devra étre examiné.

N.B. Des pistes alternatives de repas artificiels se développent. Leur efficacité pour la production

d’ceufs n’est pas encore optimale. La facilité a obtenir du sang animal incite peu a ces
développements.

4. Séparation des individus selon leur sexe (nécessité, facilités)

Le sexage, ou séparation des individus selon leur sexe, est nécessaire pour les techniques faisant
appel a des lachers exclusifs de males. L’'ensemble des techniques impliquant des lachers inondatifs
de males stériles ou stérilisants (TIS, TIl, RIDL) est concerné. Les lachers exclusifs de males sont
également préférables pour les moustiques FG. En effet :

- pour les techniques TIS et RIDL, le sexage et la sélection exclusive de males permet d’une
part, de maximiser la compétitivité des males relachés pour I'accouplement avec des
femelles sauvages, et d’autre part, d’éviter de relacher des femelles piqueuses et
potentiellement vectrices de pathogenes, méme si elles n’ont pas la capacité de produire de
descendance ;

- pour la technique TII, le sexage est non seulement important pour les raisons évoquées ci-
dessus pour la TIS et RIDL, mais il est surtout essentiel pour éviter que les bactéries
Wolbachia ne se propagent dans la population a partir de femelles relachées, car les males
relachés ne peuvent stériliser que des femelles dépourvues de Wolbachia. L'utilisation d’'une
IC bi-directionnelle ou l'irradiation a faibles doses (TII-TIS) peuvent toutefois permettre de
préserver la fonctionnalité de la technique en évitant que les femelles relachées n’aient de
descendance avec les males sauvages (4.2.2.1) ;

- pour les moustiques FG, le lacher de femelles est évité pour ne pas augmenter la population
de femelles piqueuses et/ou potentiellement vectrices de pathogénes. On note que les
techniques de FG ne nécessitent pas de lachers massifs de moustiques en théorie ;
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- la technique de propagation de I'IP est la seule technique reposant sur un lacher de
moustiques femelles. Comme les males peuvent également étre reldchés, permettant ainsi
d’accélérer la modification de la population (un accouplement entre les males relachés
porteurs de Wolbachia et les femelles sauvages empéchant celles-ci d’avoir une
descendance), elle ne nécessite pas de sexage.

L’analyse des risques associés aux lachers de femelles est réalisée dans la section 4.3.4.
Les facilités de sexage différent selon les especes :

- il existe un dimorphisme sexuel chez Ae. aegypti et albopictus, les nymphes males étant plus
petites que les nymphes femelles, ce qui peut étre exploité pour trier les nymphes par
tamisage. Cependant, les systemes de sexage disponibles sont encore lourds et peu
efficients, et ne sont pas efficaces a 100 % [pour Ae. albopictus, I'équipe de Bellini rapporte
un taux de récupération de seulement 30 % de males, avec un taux résiduel de 1,2 % de
femelles (Bellini et al., 2013)] et devront étre améliorés pour des lachers a grande échelle.
Aprés un tri mécanique des nymphes, Oxitec indique procéder a des contréles avec I'objectif
de ne pas relacher plus de 0,2 % de femelles Ae. aegypti (FDA, 2016). Les lachers aux fles
Caimans, au Brésil et au Panama, ont respectivement consisté en 99,93 % et plus de 99,97 %
et 99,99 % de males (Carvalho et al., 2015; Gorman et al., 2016; Harris et al., 2012) ;

- ce dimorphisme est moins prononcé chez les anopheles, et leurs nymphes, moins rigides,
supportent moins le séparateur utilisé pour les Aedes; un développement technique
important sera donc nécessaire pour séparer les males des femelles anopheles de maniere
efficace, méme pour les essais de petite échelle. Concernant les moustiques transgéniques,
des systémes de marquage fluorescent différentiel des males et des femelles sont testés
pour sélectionner les males par cytométrie en flux (COPAS, Complex Object Parametric
Analyzer and Sorter).

Face a ces besoins, I’AIEA a entrepris de financer un projet de 5 ans (2013-2018) destiné a élaborer
un systéme de sexage qui soit efficace et efficient pour permettre des lachers de moustiques males a
grande échelle (Gilles et al., 2014). D’autres initiatives sont en cours. Oxitec teste différents types
d’innovations pour améliorer leur systeme de sexage interne (Hadyn Parry, communication au HCB
lors de I'audition d’Oxitec). L'identification récente d’un gene contrélant la production de moustiques
males chez An. gambiae ouvre la possibilité de produire des moustiques transgéniques fournissant
de maniére conditionnelle uniguement des descendants males (Krzywinska et al., 2016).

5. Systeme de ldcher de moustigues

Il n’existe pas de systéme de lacher de moustiques efficace a ce jour en raison de la faible dispersion
naturelle des moustiques adultes, et de leur manque de robustesse (perte des pattes, déshydratation
en cas de largages par hélicoptére ou avion), contrairement aux systemes de lacher développés pour
d’autres insectes comme les glossines (mouches tsé-tsé) par exemple (Mubarqui et al., 2014). Ce
point mérite d’étre amélioré. Un systeme de lacher de moustiques par des drones pourrait étre
étudié sous réserve d’une réglementation aéronautique appropriée sur le territoire francais.

Ainsi, il existe d'importantes contraintes techniques d’infrastructures et de logistique associées
aux élevages et aux lachers de moustiques, qu’ils soient GM ou non. Ces contraintes varient selon
les espéeces de moustiques considérées — la biologie des espéces ayant une forte incidence sur les
conditions d’élevage, la qualité desquelles est primordiale pour assurer la compétitivité des
moustiques relachés, et sur les techniques de sexage, verrou technologique majeur associé aux
lachers de moustiques. Elles varient également selon le nombre de moustiques a relacher,
déterminé par les techniques et les stratégies dans lesquelles elles s’inscrivent — les techniques TIS,
RIDL et TIl appliquées a des fins de réduction nécessitant des élevages de masse fonctionnels sur la
durée pour assurer des lachers inondatifs et récurrents (a nuancer quand ces mémes techniques
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sont utilisées a des fins d’élimination), la technique de propagation de I'lP nécessitant des élevages
de taille et de durée intermédiaires variables selon le colt génétique associé a la souche de
Wolbachia utilisée, et les techniques de forgage génétique nécessitant des élevages de taille
réduite. On peut également souligner que la mise en place d’élevages a partir de moustiques
locaux est plus ou moins aisée selon les techniques : elle sera plus simple et plus rapide pour des
moustiques irradiés que pour des moustiques infectés avec Wolbachia et des moustiques GM. La
mise en place de ces derniers peut étre simplifiée et accélérée par introgression, dans des souches
locales, respectivement de Wolbachia ou d’insert transgénique a partir de lignées initialement
transinfectées ou transformées. Si cela semble étre suivi dans le cadre du programme Eliminate
Dengue, cela ne semble pas étre la stratégie adoptée par Oxitec, qui a utilisé une lignée unique
d’Ae. aegypti pour les différents lachers qui ont fait I'objet de publication a ce jour, y compris dans
des régions éloignées de I'origine du fond génétique de la lignée. Enfin, un élément primordial a
souligner en termes de prévention de risques, commun a toutes les techniques impliquant des
lachers de moustiques, est le controle de la qualité du sang utilisé pour nourrir les femelles
d’élevage, de fagon a éviter tout risque d’introduction de pathogénes dans I’environnement en cas
de lacher de femelles.

4.3.4. Risques pour I'environnement et la santé
Avertissement :

(1) les éléments qui suivent concernant les risques potentiellement associés aux différentes
techniques de lutte antivectorielle sont indicatifs et d’ordre général. Une évaluation formelle des
risques associés a une technique donnée de Idchers de moustiques nécessiterait de disposer de
données précises d’un dossier spécifique de demande d’autorisation de dissémination. En
particulier, les critéres définis pour I'utilisation de moustiques GM (voir Chapitre 5) devront étre
renseignés et évalués au cas par cas ;

(2) bien que ces éléments visent a mettre en évidence les différents risques associés aux différentes
techniques de lutte antivectorielle, cette analyse soulignera également I'importance primordiale
d’autres facteurs de variation déterminants dans I’évaluation de ces risques, comme |'espéce de
moustiques ciblée (invasive, autochtone, endémique...), I’environnement concerné (urbain,
rural...), sa situation géographique (plus ou moins isolée), I'objectif visé par la lutte (réduction,
élimination, éradication, modification...), etc.

Dans I'objectif d’identifier d’éventuelles spécificités, en termes de risques, des techniques utilisant
des moustiques GM par rapport aux autres techniques, les risques associés aux différentes
techniques de lutte antivectorielle ont été évalués de maniére transversale selon les entrées
suivantes :

- le degré de spécificité des différents modes d’action des techniques considérées et ses
conséquences en termes d’impact direct sur les organismes non cibles et la santé,

- les risques associés aux objectifs des stratégies de lutte (réduction, élimination, modification de
population) plutét qu’aux techniques elles-mémes,

- lesrisques pour I'environnement et la santé en cas de perte d’efficacité d’une technique de lutte,
par développement de résistances ou dérive fonctionnelle,

- les risques spécifiques associés aux lachers de moustiques, qui pourraient découler d'une
éventuelle persistance et d’'un éventuel caractere envahissant des moustiques relachés (ou
d’éléments associés aux moustiques relachés) d’une part, ou d’éventuels lachers de femelles
d’autre part.

Des questions supplémentaires spécifiques a des techniques de lutte ont ensuite été abordées :

- concernant les moustiques transgéniques : la question relative a d’éventuels nouveaux produits,
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- concernant la technique RIDL : la question de I'utilisation de la tétracycline,

- concernant le forcage génétique : la question de I'activité de mutagenese collatérale du systeme
CRISPR-Cas9 et ses conséquences, le risque particulier de transfert d’une cassette de forcage
génétique et ses conséquences, la question spécifique de I'éradication d’une espéce, le risque
d’insertion d’'un géne « indésirable » dans la cassette de FG, les risques imprévisibles et les
moyens de s’en prémunir, et enfin les précautions a prendre pour la recherche,

- concernant l'utilisation de bactéries Wolbachia : le risque d’accroitre la compétence vectorielle
des moustiques pour la transmission de pathogenes locaux, et la possibilité de transfert
horizontal de génes de, vers et/ou via Wolbachia ou de transfert de Wolbachia entre espéces de
moustiques.

1. Spécificité du mode d’action des techniques et conséquences en termes d’impact direct sur les
organismes non cibles et la santé

Idéalement, une technique de lutte antivectorielle ne devrait affecter que les moustiques vecteurs
ciblés par la lutte antivectorielle. Les différentes techniques étudiées ici présentent des niveaux de
spécificité d’action différents. Un manque de spécificité pourra conduire a un impact direct sur
d’autres organismes que les moustiques vecteurs ciblés par la lutte antivectorielle, dont I’'Homme.

Les techniques qui fonctionnent par le biais d’'un accouplement entre moustiques relachés et
moustiques de terrain (dont les techniques utilisant des moustiques GM) ont une spécificité
d’action directe qui ne dépasse pas I’espéce concernée et d’éventuelles especes interfertiles®. On
peut a nouveau souligner ici que Ae. aegypti d’une part, et Ae. albopictus d’autre part, sont des
groupes monophylétiques, dans le sens ou ils ne consistent chacun qu’en une seule espéce. lls
présentent une forte barriere reproductive avec toute autre espece de moustiques®, assurant la
spécificité d’action des techniques basées sur des lachers d’Ae. aegypti ou Ae. albopictus. Ce n’est
pas le cas pour les Anopheles, chez lesquels une éventuelle interfertilité au sein de complexes
d’especes, comme An. gambiae”™, devra étre considérée dans une évaluation des risques. Parmi les
techniques reposant sur des lachers de moustiques, les techniques de forgcage génétique ont une
spécificité d’action encore plus stricte au sein de I'espéce, puisque seuls les individus portant une
homologie avec la séquence ciblée par I’ARN guide et les séquences flanquantes pourront étre
modifiés puis transmettre le forcage génétique a leur tour. Le risque de perte d’efficacité de la
technique associé a la présence d’individus polymorphes pour ces séquences et des solutions
possibles pour contrer cette éventualité ont été abordés plus haut (voir 4.3.2).

La situation est plus hétérogene concernant la lutte biocide, dont la spécificité d’action dépendra
des caractéristiques des biocides utilisés :

- les pyréthrinoides, comme la deltaméthrine, ne sont pas sélectifs. Modérément toxiques pour les
mammiféres et faiblement pour les oiseaux et les vers de terre, ils présentent une toxicité tres
élevée pour les organismes aquatiques méme si, en cas d’exposition, une récupération de
I'écosystéme est attendue au bout de quelques mois. Ils sont également trés toxiques pour les
abeilles et les pollinisateurs (Afsset, 2007a). En termes sanitaires, la deltaméthrine présente une
toxicité essentiellement aigué (Afsset, 2007a). Plus récemment, un effet nocif sur le cerveau en
développement a également été suggéré (Viel et al., 2015). Ces caractéristiques ont conduit a de

68 . T 3 . . . . N N
Au sens strict de la définition de I'espeéce, tout accouplement interfertile n’est possible qu’au sein de I'espéce, des « espéces »
interfertiles devant en fait étre considérées comme des sous-especes.

% 0On note I'existence d’un phénomeéne de satyrisme entre Ae. albopictus et aegypti, par lequel les accouplements entre des males d’Ae.
albopictus et des femelles d’Ae. aegypti résultent non pas en une descendance hybride mais en la stérilisation de ces derniéres.

7 Au sein du complexe d’espéces An. gambiae s.I., des échanges génétiques ont été détectés sur le terrain entre An. gambiae s.s. et An.
coluzzii. Une interfertilité est également décrite entre An. gambiae s.s. et An. arabiensis mais d’une ampleur trés limitée. Ces trois espéces
sont vectrices de Plasmodium.
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fortes restrictions et précautions d’utilisation (voir 4.1.1) qui permettent en pratique de
minimiser les risques associés ;

- l'activité du Bti semble essentiellement limitée a certaines familles des diptéres du sous-ordre
des nématoceres, incluant les Culicidae (les moustiques) et les Simuliidae (diptéres responsables
de I'onchocercose en Afrique) (Boisvert and Lacoursiere, 2004; Boisvert and Boisvert, 2000)
contre lesquelles il est utilisé. D’autres familles de diptéres nématoceres, comme les
Chironomidae et Tipulidae, pouvant étre a I'origine d’effets indirects sur la chaine trophique
selon certains auteurs (voir section sur les impacts indirects), ou certaines familles d’insectes
d’autres ordres, comme les hétéroptéres ou les trichoptéres, peuvent également y étre sensibles,
mais a des doses d’utilisation bien supérieures a celles efficaces sur les Culicidae et de I'ordre de
5 a 1000 fois plus élevées que les doses opérationnelles (Boisvert et Boisvert, 2000). Ainsi,
malgré leur sensibilité au Bti, plusieurs études n’ont pas détecté de perturbations des
chironomes suite a des traitements au Bti (Duchet et al., 2015; Lagadic et al., 2016; Lundstrom et
al.,, 2010; Vaughan et al., 2008). En termes sanitaires, le Bti se caractérise par une absence de
toxicité aigué, une toxicité modérée pour les organismes aquatiques, pas de toxicité directe pour
les oiseaux, les mammiféres et les abeilles (Afsset, 2007b). Un besoin de connaissances est
toutefois souligné concernant I'impact sur les arthropodes du sol et la biodiversité aquatique, et
la toxicité pour I’'Homme, notamment chronique (Afsset, 2007b) ;

- les densovirus sont spécifiques d’'une famille ou d’une sous-famille ; les densovirus utilisés contre
les moustiques sont soit spécifiques de la famille des Culicidae, a savoir 'ensemble des espéces
de moustiques, soit spécifiques de I'une ou I'autre des sous-familles de moustiques (Culicinae ou
Anophelinae)™ (Carlson et al., 2006).

On rappelle ici que la lutte biocide est réglementée différemment des OGM, sur le fondement du
réglement (UE) n° 528/2012, qui prend en compte de maniére appropriée la composante du spectre
de toxicité et d’écotoxicité des biocides et prévoit des restrictions d’utilisation en conséquence.

Concernant le contréle biologique, on note que les poissons culicivores comme les espéeces de Guppy
ou de Gambusie peuvent non seulement se nourrir de toutes larves de Culicidae, mais aussi d’une
large gamme de zooplancton, d’insectes et de crustacés, voire méme de juvéniles de poissons (y
compris de leur propre espéce) se trouvant dans les milieux ol ils sont introduits, les Culicidae ne
constituant finalement qu’une petite fraction de leur régime, fraction qui de surcroit n’est pas
préférentiellement choisie (EI-Sabaawi et al., 2016; Fraval, 2002; Gkenas et al., 2012). De ce fait, pour
éviter d’entrainer des déséquilibres écologiques prévisibles, leur utilisation devrait a priori étre
réservée a des milieux isolés colonisés essentiellement par les moustiques en zone urbaine.

Enfin, les techniques de lutte physique et environnementale ont des conséquences directes trés
variables sur I'environnement selon les mesures concernées : aux extrémes, vider les coupelles d’eau
pour éliminer les gites larvaires autour des maisons aura une action trés spécifique des moustiques
urbains Aedes, alors que, a I'opposé, assécher une zone humide pourra fortement perturber tout un
écosystéme local.

Il faut souligner que, si la spécificité d’action d’une technique de lutte antivectorielle permet de
réduire son impact sur I’environnement, elle ne va pas nécessairement dans le sens de I’efficacité
de la lutte vis-a-vis d’'une maladie : une trop grande spécificité peut étre préjudiciable a I'efficacité
de la lutte vis-a-vis d’une maladie, et donc d’'un pathogéne donné. En effet, certains pathogenes
peuvent étre vectorisés par différentes especes de moustiques. Par exemple, de nombreux virus
transmis par Ae. aegypti le sont également par Ae. albopictus (voir 2.3.2). Dans les régions ol ces

"' Le densovirus Aedes Densonucleosis (AeDNV) est capable d’infecter plusieurs espéces des genres Aedes, Culex, et Culiseta, de la sous-
famille des Culicinae ; en revanche, il n’est pas capable d’infecter Anopheles maculipennis de la sous-famille des Anophelinae [Carlson, J.,
Suchman, E., and Buchatsky, L. (2006). Densoviruses for control and genetic manipulation of mosquitoes. In Insect Viruses: Biotechnological
Applications (Advances in Virus Research), pp. 361-392.].

89

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



deux espéces coexistent, une lutte par lacher de moustiques Ae. aegypti ou Ae. albopictus ne ciblera
que l'une ou l'autre de ces especes. A l'inverse, une lutte contre An. gambiae s.s. (vecteur du
Plasmodium) par lacher de moustiques pourrait affecter les autres (sous-)espéces interfertiles du
complexe An. gambiae également vectrices du Plasmodium comme An. coluzzii”. Cette moindre
spécificité d’action pourra ainsi étre bénéfique pour la lutte contre le paludisme. En matiére de
risques pour I'environnement, la spécificité d’une technique de lutte pour une espéce ou une
sélection d’especes de moustiques offre I'avantage de préserver I'existence d’autres populations de
moustiques au sein de I'écosystéme ciblé (voir plus loin).

Ainsi, par rapport aux techniques existantes, les techniques utilisant des moustiques GM, comme
toutes les autres techniques impliquant des lachers de moustiques, se caractérisent par une
spécificité d’action inédite pour une lutte antivectorielle, située au niveau de l'espéce de
moustiques. La spécificité d’action des techniques de forgage génétique peut étre encore plus
restreinte au sein de I'espéce selon la séquence cible définie par I’ARN guide. Cette spécificité des
techniques basées sur des lachers de moustiques est avantageuse pour réduire I'impact de la lutte
antivectorielle sur I'environnement et la santé. Elle implique toutefois de déployer autant
d’interventions particulieres que d’espéces de moustiques vecteurs visées.

2. Risques associés aux objectifs des stratégies de lutte plutét qu’aux techniques elles-mémes

Selon leur obijectif, les techniques de lutte antivectorielle peuvent conduire a la réduction (a
différents degrés) ou a la modification de la population des cibles. La réduction, I'élimination ou la
modification de la population de moustiques cibles auront des incidences caractéristiques sur
I’environnement, quelles que soient les techniques utilisées.

a. La mise en ceuvre des technigues de réduction de population, qu’elles impliguent des ldchers
de moustigues ou non, devrait nécessiter :

- d’examiner le réle écologique des populations ciblées, a fortiori en vue d’une élimination
locale ou de I’éradication d’une espece donnée (voir section sur le forcage génétique), en vue
d’évaluer I'impact d’une réduction plus ou moins importante (selon [Iefficacité de la
technique) et plus ou moins durable (selon la durabilité de la technique) de la population de
moustiques ciblés,

- d’examiner la spécificité de la technique de réduction et le risque que d’éventuelles
populations d’organismes non-cibles soient non intentionnellement affectées,

- d’examiner la possibilité de remplacement non intentionnel de la population éliminée,
considérant la niche écologique vacante, par exemple par une population de moustiques avec
une compétence vectorielle plus préoccupante que celle de la population éliminée,

- d’examiner les conséquences d’une réduction ou d’une élimination de population de vecteurs
en termes sanitaires.

i. La réduction ou I“élimination d’une population d’'une espece d’insecte peut représenter un
risque pour l'environnement lié au role que joue cette espéce dans |'écosystéeme,
notamment via sa position dans le réseau trophique.

La fonction écologiqgue particuliere des espéces de moustigues vecteurs considérées dans ce
rapport ne semble documentée par aucune publication scientifique. Des éléments généraux
d’écologie fonctionnelle des moustiques, et les particularités attendues pour les espéces

72 On rappelle que cette interfertilité est toutefois trés limitée. Plus généralement, les accouplements inter-(sub)spécifiques étant rares,
I'effet sur les autres especes du complexe sera faible, sauf dans le cas du forgage génétique ou de rares hybrides, a condition que les
séquences ciblées soient suffisamment proches pour étre reconnues par I’ARN guide et permettre la recombinaison homologue, pourraient
suffire a initier I'invasion dans une autre (sous-)espéce.
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vectrices concernées de par leurs milieux de vie et/ou leurs propriétés invasives (voir 2.3.2.4)
permettent d’indiquer que la réduction de la densité ou I’élimination d’une population d’une
espece de moustiques urbains et invasifs, comme Ae. aegypti et Ae. albopictus, aura un
impact sur les écosystemes plus limité que celle d’'une espéce autochtone en milieux
naturels, comme An. gambiae. Une éventuelle fonction acquise des moustiques invasifs
pourra toutefois étre envisagée dans le cadre d’une évaluation appropriée.

L'impact de la raréfaction des populations de moustiques sur les espéces qui en dépendent
devra étre envisagé. Il est rappelé que, du fait de son cycle de vie, le moustique occupe un
habitat aquatique au stade larvaire, et terrestre au stade adulte. L'impact d’une réduction ou
de I’élimination d’une population de moustiques aura essentiellement un effet via sa position
au sein du réseau trophique :

- au stade adulte : parmi les prédateurs des moustiques, certains sont généralistes, ne
dépendant pas exclusivement des moustiques pour leur subsistance —la réduction ou
I’élimination de populations de moustiques aurait a priori un effet relativement limité sur
ces prédateurs —, mais des associations spécifiques pourraient se développer. Seul un
exemple d’'une association préférentielle est documenté, celui d’'une araignée, localisée
autour du Lac Victoria, en Afrique de I'Est, qui a développé une préférence alimentaire
marquée pour les femelles anophéles gorgées de sang (Nelson and Jackson, 2006). Une
éventuelle disparition des anophéles dans la région pourrait alors affecter non seulement
le régime alimentaire de ces araignées, mais également leur reproduction, la
reconnaissance entre males et femelles étant influencée par des signaux chimiques
associés a l'alimentation sanguine (Cross et al.,, 2009). Quels impacts auraient les
différentes techniques de lutte antivectorielle sur cette araignée? Les techniques
existantes ne peuvent éliminer completement une population de moustiques ; elles ne
peuvent que réduire, de maniere plus ou moins spécifique et plus ou moins durable, la
densité de I'ensemble des populations de moustiques environnants. Quant aux
techniques de lutte basées sur les lachers de moustiques, elles ne ciblent qu’une seule
espece (ainsi que les éventuelles especes interfertiles) ; elles ne pourraient donc éliminer
I’ensemble des anopheles et priver ces araignées de leur régime de choix. Le cortege
d’especes présentes étant propre a une région particuliere, il devra étre examiné au cas
par cas avant d’initier la réduction ou I’élimination d’une population donnée de
moustiques vecteurs. Des centaines d’especes de moustiques sympatriques sont
présentes sous les tropiques™. Dans le cas de I'exemple de cette araignée, I'impact des
différentes techniques considérées serait probablement limité. Plus généralement, une
évaluation au cas par cas et région par région sera nécessaire pour évaluer |'impact
environnemental d’une stratégie de réduction ou d’élimination d’une population donnée
de moustiques ;

- au stade larvaire : les larves de moustiques sont a la fois des proies et des prédateurs. En
tant que prédateurs, elles jouent un réle important de régulation des communautés de
protozoaires dans les milieux larvaires. La réduction de leur densité ou leur élimination
pourrait donc impacter la composition spécifique de ces derniers, avec un effet cascade
important sur la biomasse et la composition spécifique des bactéries dans ces milieux
(Cochran-Stafira and von Ende, 1998; Pace et al., 1999). En tant que proies, elles entrent
dans le régime alimentaire de nombreux organismes (insectes, poissons...). La réduction
ou I’élimination locale d’une population d’une espéce de moustique pourra donc affecter
d’autres organismes de I’environnement via un effet sur le réseau trophique.

” Le site VectorMap http://vectormap.si.edu/MosquitoCountryList.htm répertorie des listes d’espéces de moustiques par pays.
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Les techniques conduisant a une réduction de population (comme les biocides, mais
également, de maniére spécifique, les TIS, TIl, RIDL) auront un impact plus ou moins
transitoire, sur les communautés microbiennes et les organismes prédateurs de moustiques,
selon le pourcentage de réduction atteint. Dans tous les cas, ceci s’applique aux milieux
naturels, lieux de vie des moustiques anopheles, mais pas aux gites non permanents en
milieux majoritairement urbains, ou vivent Ae. aegypti et albopictus. Les communautés
microbiennes et organismes prédateurs de moustiques de ces milieux naturels seraient
d’autant plus affectés par une élimination que les especes d’anopheles ciblées y sont
endémiques ; on note toutefois que les techniques spécifiques d’une espece épargneront les
autres especes de moustiques du milieu. A contrario, une élimination d’Aedes affectera
d’autant moins les communautés microbiennes environnantes et leurs prédateurs que les
especes d’Aedes ciblées sont invasives en milieu urbain.

La réduction ou I'élimination de la population d’'un moustique vecteur entraine la possibilité
gu’une nouvelle espece, elle-méme vectrice de maladie, remplace la population réduite ou
éliminée.

On note que les techniques classiques de lutte par réduction de population (utilisation de
biocides par exemple) n‘ont pas conduit a une telle observation. Ces techniques étant peu
spécifiques, un remplacement entre especes de moustiques était peu probable. Les
techniques de réduction de population basées sur des lachers de moustiques sont plus
spécifiques. L’essai de la technique RIDL a Panama a été I'occasion de tester I’hypothése du
remplacement d’Ae. aegypti par Ae. albopictus. En I'occurrence, dans cet essai particulier, il
n’a pas été détecté de hausse de la population d’Ae. albopictus suite a une réduction d’Ae.
aegypti, mais des études devront étre menées sur un plus long terme (Gorman et al., 2016).
On note par ailleurs que des travaux de thése documentent, a La Réunion, les capacités
d’invasion d’Ae. albopictus en présence de I'espéce résidente Ae. aegypti, sans que cela ne
soit clairement lié a une stratégie de lutte contre Ae. aegypti (Bagny, 2009). Il est toutefois
suggéré que le déclin d’Ae. aegypti a La Réunion ait pu étre déclenché par des interactions
avec Ae. albopictus, et que des campagnes de lutte antivectorielle des années 1950 (non
spécifiques donc) aient pu accélérer ce processus (Bagny et al., 2009). Dans ce cas, il est
légitime de supposer que la mise en ceuvre d’une technique de lutte antivectorielle
spécifique d’Ae. aegypti favoriserait son remplacement par Ae. albopictus, et dans un
contexte susceptible a la compétition entre larves de moustiques, favoriserait une
accélération de l'invasion d’Ae. albopictus. Le rapport de forces entre Ae. aegypti et Ae.
albopictus est en faveur d’Ae. albopictus dans les études citées ci-dessus effectuées a La
Réunion, mais on ne peut anticiper qu’il en sera toujours ainsi pour d’autres populations de
ces especes dans d’autres contextes. Ainsi, dans les situations ou Ae. albopictus et Ae.
aegypti cohabitent, il semblerait plus prudent de recommander dans tous les cas la mise en
ceuvre simultanée de techniques de lutte ciblant chacune des deux especes.

Enfin, en termes sanitaires, suite a I'élimination d’'une population de moustiques vecteurs
d’une région donnée, les générations d’une population humaine qui n’auront pas été
exposées a un pathogene seront complétement naives, en termes immunitaires, si ce
pathogéne était a nouveau en circulation aprés immigration de nouveaux moustiques
capables de le transmettre. Autrement dit, la perte d’'immunité populationnelle liée a la
diminution initiale de I'incidence de la maladie pourrait alors favoriser le retour de foyers
épidémiques si la maladie réapparaissait. Un suivi rigoureux et des stratégies de gestion des
risques doivent étre mises en oceuvre pour détecter et gérer de telles conséquences
éventuelles de la lutte antivectorielle. La question de la perte d'immunité populationnelle
devra étre pesée a lI'aune du bénéfice obtenu par la disparition de la maladie dans un
premier temps.
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Ainsi, les techniques visant un objectif de réduction de population ne sont pas nouvelles. La
nouveauté associée aux lachers de moustiques stériles ou stérilisants, dont les moustiques GM,
réside dans leur spécificité et dans leur capacité a réduire la population de moustiques jusqu’a
une possible élimination de population, qui a des effets plus durables qu’une simple réduction.
On retiendra que la spécificité de ces techniques entraine moins de risques sur les organismes
non cibles et la santé. Toutefois, leur potentiel d’élimination oblige a explorer davantage le
role écosystémique de I'espéce ciblée. L'impact de la réduction ou de I’élimination d’une
population d’'une espéce de moustiques via son positionnement dans le réseau trophique, a
I’état larvaire et a I’état adulte, devra étre évalué au cas par cas et région par région. On peut
anticiper que la réduction ou I’élimination d’une population d’une espéce de moustiques
urbains et invasifs, comme Ae. aegypti et Ae. albopictus, aura un impact sur les écosystémes
plus limité que celles d’une espéece autochtone en milieux naturels, comme An. gambiae,
méme si une éventuelle fonction acquise des moustiques invasifs pourra étre envisagée. Enfin,
la spécificité et la durabilité de I’élimination obligent a considérer le potentiel remplacement
de la population ciblée par une population d’'une autre espéce vectrice, ainsi que la question
de la perte d’immunité populationnelle. Dans les régions ou Ae. albopictus et Ae. aegypti
cohabitent, la mise en ceuvre simultanée de techniques de lutte ciblant chacune des deux
espéces permettrait de réduire le risque de remplacement de I'une par I'autre.

b. Les techniques de modification de population nécessitent :

- d’évaluer les caractéristiques de la population modifiée en comparaison a la population
native, notamment en termes de réle écologique, de fitness, de compétence vectorielle et de
nuisance. La réduction de la transmission du pathogéne par la population de moustiques
étant I'objectif précis de la technique de lutte, cette caractéristique devra étre suivie dans
I’'environnement au fil des générations ;

- du fait de la persistance et du caractére envahissant des modifications appliquées a la
population native, de considérer le devenir et I'effet a long terme des facteurs a I'origine de
ces modifications (ex: les transgenes impliqués dans un forcage génétique visant une
modification de population et les bactéries Wolbachia dans une technique propageant I'IP),
ainsi que leur transfert vertical potentiel a d’éventuelles (sous-) espéces interfertiles ou leur
transfert horizontal a d’autres organismes ou microorganismes.

Suite aux expériences de modification de populations de moustiques par la technique IP diffusant
une bactérie Wolbachia qui devait interférer avec la transmission de la dengue, aucune
modification dans le réle écologique de la population de moustiques ou leur nuisance n’a été
rapportée a ce jour™ (Communication S. O’Neill, Zika Summit, avril 2016, Paris). A Cairns en
Australie, cing ans aprés les lachers de moustiques porteurs de Wolbachia, on observe que les
bactéries Wolbachia se sont bien intégrées et stabilisées dans la population locale, qu’elles sont
associées a une réduction de vigueur d’environ 15 %, et que le phénotype de diminution de la
compétence vectorielle de la population pour le virus de la dengue s’est maintenu jusqu’a
présent (Communication S. O’Neill, Zika Summit, avril 2016, Paris). Cependant, nous manquons
actuellement de recul sur les effets potentiels a moyen ou long terme de cette stratégie.

La possibilité de modification de population est une nouveauté apportée par les techniques
impliquant des lachers de moustiques, transgéniques (par forcage génétique) et non
transgéniques (via Wolbachia). Une modification de population entraine a priori moins
d’impact écosystémique qu’une réduction du fait de la stabilité de la densité des populations
de moustiques ciblés. Cette affirmation est a nuancer selon lI'impact des nouvelles
caractéristiques de la population. L’effet de la modification devrait a priori étre limité a une

|1 est a noter que le but de la modification de population est de réduire la transmission du pathogéne, pas la nuisance des moustiques.
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interférence avec la transmission du pathogene par le moustique, mais il doit étre évalué plus
globalement et sur la durée.

3. Risques pour I’environnement et la santé en cas de perte d’efficacité d’une technique de lutte

On a vu dans la section 4.3.2 que I'efficacité des différentes techniques pouvait étre plus ou moins
limitée ou compromise en cas de développement de résistances chez les cibles ou de dérive
technique par perte de fonctionnalité. Au-dela de la nécessité d’adapter les techniques de lutte
antivectorielle en cas de détection d’'une perte d’efficacité, on peut se poser la question des
conséquences pour I'environnement et la santé des différents types de dérive de ces techniques, et
mettre en évidence une éventuelle spécifité des techniques utilisant des moustiques GM :

a. Risques associés aux possibilités de développement de résistance dans la population cible

On a vu qu’un développement de résistance au mode d’action de la technique RIDL, comme
pour la TIS et TIl, était peu probable, a la différence de certains biocides, comme les
pyréthrinoides ou les densovirus, des techniques de forcage génétique, et de I'lP propagée
par Wolbachia, pour lesquels un développement de résistance doit étre considéré du fait de
leur mode d’action via des cibles génétiques.

Par ailleurs, des possibilités de développement de résistance comportementale peuvent étre
envisagées pour les différentes techniques basées sur des lachers de moustiques. Quels sont
les risques associés a ces développements de résistance ?

Résistances au mode d’action des techniques :

- le développement de résistance des moustiques a des insecticides, comme cela a été
observé pour les pyréthrinoides, est un probleme crucial pour la lutte antivectorielle,
I'insecticide perdant progressivement son efficacité contre des populations entieres de
moustiques vecteurs. La résistance des moustiques a un insecticide n’a toutefois pas de
conséquences directes en termes d’impact sur I'environnement. La détection de cette
résistance conduira a ne plus utiliser cet insecticide en cas d’échec des mesures de
gestion recommandées. |l pourrait toutefois y avoir des conséquences
environnementales indirectes si cette résistance entrainait une augmentation des doses
de l'insecticide concerné par la résistance dans un premier temps (dans la limite voire au-
dela des doses maximales autorisées™), ou si elle nécessitait de recourir a d’autres
molécules, ou d’autres moyens de lutte, qui pourraient éventuellement étre plus
préjudiciables a I'environnement. Il pourrait également y avoir un risque sanitaire accru
dans I’éventualité ol les moustiques sélectionnés comme résistants a un insecticide
auraient une compétence vectorielle accrue pour un pathogéne donné (Alout et al.,,
2013);

- de méme, un développement de résistance des moustiques aux densovirus serait sans
conséquence directe sur I'environnement. La technique de lutte serait stoppée et une
autre serait mise en place (par exemple I'utilisation d’'une autre souche de densovirus ou
I'utilisation d’un cocktail de souches) ;

- concernant les techniques de for¢age génétique, on a vu qu’elles pourraient perdre leur
efficacité de propagation par développement de résistance en cas de polymorphisme
génétique ou de mutations induites par religation imprécise dans la séquence reconnue
par 'ARN guide (voir section 4.3.2). Deux cas doivent étre distingués en termes
d’évaluation des risques. Dans le cadre des techniques de forcage génétique visant
I’élimination ou I’éradication, un rebond éventuel de population a partir d’individus

75 7 7 sz . ey 2 " . o1s .
Les doses homologuées sont déterminées en tenant compte d’un facteur de sécurité variable selon les produits. L'utilisation d’'une dose
supérieure a la dose homologuée est tolérée jusqu’a un dépassement de 20 %.
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polymorphes ou mutés sans perte de fonctionnalité du gene de fertilité (voir section
4.3.2) ne serait a priori pas dommageable pour I'environnement. Dans le cadre des
techniques de forcage génétique visant une modification de population, les individus
polymorphes ou mutés coexisteraient avec la population modifiée. Le forcage génétique
ne serait pas aussi efficace qu’escompté mais cela ne constituerait pas pour autant un
risque pour l'environnement. Toutefois, afin d’anticiper d’éventuelles conséquences
indésirables, il serait intéressant d’examiner les conséquences de I'apparition de
résistances aux forcages génétiques naturels (éléments génétiques dotés d’hérédité
super-mendélienne, voir 3.1.2.3), méme si les mécanismes moléculaires sur lesquels
reposent ces derniers difféerent. Un possible impact sur la dynamique des dérives
génétiques de la population de moustiques ciblés, pouvant éventuellement conduire a
des événements de spéciation, de réorganisation du génome, de changement de mode
de reproduction, pourrait ainsi étre considéré, comme cela est observé dans les systemes
naturels (Lindholm et al., 2016).

Enfin, concernant la possibilité de développement de résistance au phénotype recherché
suite a la modification de la population par forcage génétique, par une sélection de
souches de pathogéne insensibles au mécanisme de résistance a la transmission du
pathogeéne (événement de probabilité tres faible si le mécanisme est tres spécifique,
comme c’est le cas des anticorps dirigés contre Plasmodium, voir section 4.3.2), le
forcage ne remplirait plus ses objectifs de lutte antivectorielle, mais cette évolution ne
constituerait a priori aucun risque particulier pour I'environnement. Un risque sanitaire
associé pourrait étre considéré dans I'éventualité ou des pathogenes sélectionnés
comme insensibles au mécanisme de résistance propagé par forcage se trouvaient étre
plus virulents pour I’'Homme. Une parade devrait alors étre mise en ceuvre pour éliminer
les moustiques portant cette cassette de forgcage génétique (voir plus bas, point 7) ;

- de méme, en cas de sélection d’éventuelles souches de pathogéne insensibles a une IP
propagée par Wolbachia, la technique IP ne remplirait plus ses objectifs. En I'absence
d’action correctrice, méme si les lachers étaient stoppés, la bactérie Wolbachia
continuerait a se propager dans la population de moustiques (du moins si elle n’inflige
pas un désavantage sélectif trop important a ses hétes). Il n’y aurait a priori aucun risque
particulier pour I'environnement mais il pourrait y avoir un risque sanitaire accru dans
I’éventualité ou les souches de pathogenes sélectionnées comme insensibles a I'IP
seraient plus virulentes vis-a-vis de 'Homme ou des animaux. |l faudrait donc que les
pathogénes soient régulierement étudiés pour leur virulence. D’autres méthodes de lutte
antivectorielle devraient alors étre mises au point pour supprimer cette nouvelle
population de moustiques ou la bactérie Wolbachia qu’elle héberge.

Ainsi, le développement de résistances au mode d’action des techniques est a surveiller en

termes de risques dans I’éventualité d’une sélection de moustiques présentant une

compétence vectorielle accrue parmi les moustiques sélectionnés comme résistants aux

biocides, et dans I’éventualité d’une sélection de pathogéenes plus virulents pour I’'Homme

et les animaux parmi les éventuels pathogénes sélectionnés comme insensibles a I'lIP

propagée par Wolbachia ou insensibles au mécanisme de résistance propagé par forgage

génétique.

Résistances comportementales :

- le développement d’éventuelles résistances comportementales des moustiques de
terrain aux moustiques irradiés, aux moustiques porteurs de Wolbachia ou aux
moustiques génétiquement modifiés OX513A, dans le cadre des techniques TIS, Tl ou

RIDL, n'auraient également aucune conséquence pour I'environnement : les lachers de
moustiques seraient arrétés suite a la détection de ces résistances, les moustiques déja
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reldchés n’auraient aucune descendance viable (de par leur caractéristique intrinseque
de stérilité ou capacité stérilisante d’une part, et la résistance comportementale des
moustiques de terrain d’autre part) et leurs caractéristiques génétiques (fonds
génétiques particuliers, mutations, bactérie Wolbachia, ou cassette transgénique) ne
perdureraient pas dans I’environnement apres leur décomposition suivant leur mort ;

- dans le cadre de la technique de propagation d’IP, une éventuelle résistance
comportementale des moustiques de terrain aux moustiques porteurs de Wolbachia
interromprait simplement la modification de la population et donc la propagation de
Wolbachia sur le terrain, sans conséquences particulieres pour I'environnement par
rapport a une technique IP fonctionnelle, les individus porteurs de Wolbachia seraient
simplement réduits a ne se reproduire qu’entre eux (N.B. si la résistance
comportementale est fonction du fond génétique des moustiques relachés, elle pourrait
ne plus s’exprimer vis-a-vis des descendants hybrides porteurs de Wolbachia et la
technique IP pourrait alors se poursuivre).

Ainsi, les possibilités de développement de résistances comportementales des moustiques
de terrain aux moustiques relachés n’entraineraient a priori aucun risque particulier pour
I’environnement.

Risques associés aux possibilités de dérive fonctionnelle

Des possibilités de dérive fonctionnelle ont été identifiées pour RIDL et les techniques de
forcage génétique, ainsi que pour la TIl. Y aurait-il des risques pour I'environnement ou la
santé en cas de dérive fonctionnelle de ces techniques en cours de stratégie ?

- en cas de perte de fonctionnalité de la technique RIDL par dérive génétique de tTAV, la
technique serait stoppée dés la détection du probleme, des tests internes permettant de
vérifier régulierement la fonctionnalité de tTAV en plus de la surveillance opérée sur le
terrain. Sur le terrain, la perte de fonction de tTAV conduirait a la survie de la
descendance des moustiques males RIDL relachés. Cette descendance contiendrait 50 %
du génotype des moustiques RIDL et serait hémizygote pour la cassette transgénique
contenant le géne tTAV non fonctionnel et un marqueur de suivi. Les genes de la souche
d’élevage et de la cassette transgénique ségregeraient dans les générations suivantes. En
termes de risques pour I'environnement, comparée aux moustiques RIDL relachés, cette
descendance aurait la particularité que des femelles porteraient la cassette transgénique
non fonctionnelle, et que les individus transgéniques seraient fertiles. Si aucun risque ne
semble a priori associé a une éventuelle dissémination des genes du patrimoine
génétique de la souche d’élevage de RIDL et de cette cassette dans I'environnement, une
évaluation appropriée des risques associés (compétence vectorielle, avantage sélectif,
toxicité...) devra étre faite sur la base des informations du dossier du pétitionnaire. La
sensibilité des moustiques RIDL aux insecticides utilisés localement et a d’autres
méthodes de lutte alternatives devra de toute facon étre vérifiée pour s’assurer de la
possibilité d’éliminer ces moustiques en cas de perte de fonctionnalité du caractere de
|étalité de la lignée (une reprise de la stratégie RIDL resterait possible et efficace méme
contre les moustiques transgéniques disséminés, une fois la fonctionnalité de la souche
transgénique rétablie) ;

- une éventuelle inactivation du forcage génétique par méthylation ou mutation de la
cassette ou par des facteurs épigénétiques n’aurait aucune incidence particuliere sur
I’'environnement ;

- on a vu enfin que la technique Tl perdrait son efficacité en cas de lacher accidentel de
femelles, celles-ci pouvant alors se reproduire avec les males du terrain et entrainer une
modification plutot qu’une réduction de population. Il n’y aurait a priori pas de risques
particuliers pour I'environnement. En termes sanitaires, les femelles relachées seraient
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piqueuses, présentant un risque d’introduction d’agents pathogénes nouveaux dans
I’environnement en cas de contamination du sang utilisé dans I'élevage, ce qui souligne
I'importance du contréle qualité du sang qui nourrit les meéres des moustiques lachés
(voir section 4.3.3). Elles pourraient toutefois étre moins vectrices que les moustiques
femelles du terrain en cas de phénomene d’IP associé a la bactérie Wolbachia qu’elles
hébergent. Par précaution, la compétence vectorielle des moustiques porteurs de
Wolbachia vis-a-vis des pathogénes locaux devrait de toute facon étre étudiée avant leur
lacher, méme dans la perspective d’une TIl. La question des lachers de femelles est
approfondie dans un paragraphe dédié, plus bas, dans le cadre des risques spécifiques
aux lachers de moustiques.

Ainsi, les possibilités de dérive fonctionnelle des techniques de lutte impliquant des lachers
de moustiques n’entraineraient a priori aucune incidence particuliere pour
I’environnement par rapport a des techniques fonctionnelles de forcage génétique et de
propagation d’une IP par Wolbachia. Concernant la technique RIDL, une dérive
fonctionnelle de tTAV perdant son caractére de létalité dans la descendance transgénique
entrainerait une dissémination, méme limitée, de moustiques transgéniques dans
I’environnement nécessitant une caractérisation de la souche relachée, notamment en
termes de compétence vectorielle pour écarter la possibilité d’'une transmission accrue de
pathogénes. Concernant la technique de TII, la qualité du sang utilisée dans I’élevage et la
compétence vectorielle des femelles doit étre caractérisée pour éviter une transmission
accrue de pathogeénes en cas de lachers accidentels™.

4. Risques spécifiques associés aux ldchers de moustiques

Avant la mise en ceuvre de toute technique exploitant des lachers de moustiques, qu’ils soient GM
ou non, il est pertinent d’évaluer le réle et I'impact écologique que pourraient avoir les moustiques
relachés selon le volume et la récurrence des lachers, la capacité de persistance et de propagation
des moustiques relachés, leur fertilité et leur isolement reproductif, la valeur sélective de leur
descendance éventuelle et sa capacité d’adaptation a un nouvel environnement, et d’autres
caractéristiques incluant notamment leur compétence vectorielle en comparaison avec les
populations de terrain. Le cas échéant, la stabilité d’un transgene ou d’une relation symbiotique avec
Wolbachia devra étre suivie au cours du temps.

a. Question de la persistance et du caractere envahissant

La question est pertinente pour tous les lachers de moustiques, mais elle se pose différemment selon
que l'objectif de la technique de lutte est une réduction, une élimination ou une modification de
population :

- concernant les techniques de réduction de population TIS, TIl, RIDL et le forcage génétique
visant I"élimination d’une population ou I'éradication d’une espéce, il n'y a, a terme, pas de
diffusion, dispersion ou propagation des moustiques relachés et de leurs transgénes ou bactéries
Wolbachia associées, le cas échéant :

- pour la TIS, aucun matériel génétique n’est transmis ou ne se propage a la mort des males
stériles. En cas de fertilité résiduelle (voir section 4.3.2, efficacité pratique versus efficacité
théorique de principe), les éventuels males restés fertiles malgré l'irradiation pourront
toutefois propager des mutations aléatoires. Dans une stratégie visant une élimination de
population, ces mutations seront éliminées avec la population. Dans une stratégie visant une

7% Ceci doit &tre considéré pour tout lacher de moustiques femelles dans I’environnement. Le cas des lachers accidentels de femelles est
spécifiquement considéré pour la TIl dans cette section car ils auraient la particularité d’étre suivis d’un établissement de Wolbachia dans la
population, ce qui entraverait I'efficacité de la technique.
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réduction de population, plusieurs cas de figure se présentent selon les effets des
mutations :

- sielles sont déléteres, elles seront contre-sélectionnées a terme ;

- si elles nont pas d’effet sur la valeur sélective des moustiques, leur fréquence

n‘augmentera pas dans la population par rapport a leur fréquence initiale dans la
population résiduelle de moustiques ;

- si elles conferent un avantage sélectif aux moustiques, leur fréquence augmentera dans
la population, et leur effet sera contre-productif pour la lutte antivectorielle, ce qui
expligue que I'AIEA recommande une stérilisation complete des males relachés. En
termes de risques spécifiques pour la santé, I'éventualité d’une combinaison stable de
mutations qui conferent un avantage sélectif aux moustiques avec des mutations qui
conférent une compétence vectorielle accrue pourrait étre considérée, méme si elle
semble peu probable ;

- pour la Tll, Wolbachia ne peut diffuser a partir des males relachés, la transmission de
Wolbachia étant uniquement maternelle”. Une diffusion de Wolbachia serait a considérer en
cas de lacher accidentel de femelles (voir point b ci-aprées). En cas de fertilité résiduelle, c’est-
a-dire en cas d’IC incompléte (voir section 4.3.2, efficacité pratique versus efficacité
théorique de principe, Ross et al., 2017), les males relachés pourraient avoir une
descendance avec les femelles de terrain. Wolbachia ne serait toujours pas transmise, mais
le patrimoine génétique des males relachés pourraient se répandre dans la population, ce qui
serait sans effet si la souche utilisée pour la TIl est la souche locale. Si ce n’est pas le cas, il
faudrait s’assurer que la souche utilisée n’a pas une compétence vectorielle accrue par
rapport a la souche de terrain ;

- pour RIDL, le transgéne ne diffuse pas du fait de sa |étalité dans la descendance des males
relachés. Les 2 % de taux de survie résiduelle causés par la pénétrance incomplete du trait
n’entrainent pas de persistance des transgenes a terme, méme si le patrimoine génétique
hors transgenes de la souche de laboratoire dissémine faiblement.

En effet, s'ils se reproduisent, ces 2% de survivants, hémizygotes pour le transgene,
transmettront leur patrimoine génétique a une petite fraction de la population naturelle. A
moins qu'une mutation aléatoire ne I'ait rendu non fonctionnel, le transgene lui-méme finira
rapidement par disparaitre, car sa |étalité fonctionne dans les générations ultérieures. Ainsi,
parmi les rares transgenes subsistant au-dela de la premiere génération de males relachés
sur le terrain, 98 % disparaitront a leur tour a la génération suivante avec la mort des
moustiques qui les portent, et ainsi de suite. En revanche, la progéniture n'héritant pas du
transgéne sera viable, et portera une moitié du matériel génétique de la souche de
laboratoire, dont les variations génétiques (polymorphismes) sont potentiellement absentes
du terrain considéré. Ceci ne devrait pas avoir d’autre conséquence que d’introduire une
certaine variabilité génétique dans les populations naturelles (influx d’haplotypes de souches
de laboratoire dans des zones oU ces mémes haplotypes étaient absents). Une
recommandation qui en découle est que les souches de laboratoire utilisées pour les lachers
ne doivent pas étre plus compétentes pour la transmission des pathogenes humains que les
souches du terrain de lintervention. Il est donc souhaitable d'évaluer régulierement la
compétence vectorielle de la souche transgénique, qui ne doit pas étre supérieure a celle des
moustiques de terrain, afin d'éviter le risque d'introduire des caractéeres qui pourraient
augmenter le taux de transmission d’agents pathogenes par I'espece.

7 \érifié expérimentalement par O'Connor, L., Plichart, C., Sang, A.C., Brelsfoard, C.L., Bossin, H.C., and Dobson, S.L. (2012). Open release of
male mosquitoes infected with a Wolbachia biopesticide: field performance and infection containment. PLoS Negl Trop Dis 6, €1797.
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En revanche, ceci serait a nuancer en cas de dérive génétique de la tTAV, pour laquelle le
transgéne non fonctionnel persiste (voir analyse des conséquences d’une perte d’efficacité
ci-dessus) ;

- enfin pour le forcage génétique visant une élimination ou une éradication, la cassette de
forcage diffuse dans un premier temps avant de disparaitre a terme du fait de la stérilité des
femelles homozygotes pour les transgenes. En cas d’inactivation du forcage génétique, des
individus transgéniques hémizygotes pourraient subsister temporairement ; les transgénes
pourraient alors étre considérés comme des alleles déléteres récessifs chez la femelle, qui
seront progressivement éliminés des populations naturelles ;

- il est souligné que la question de la persistance et du caractére envahissant des moustiques
relachés, de leurs transgénes ou des bactéries Wolbachia associées, ne se pose pas pour
ces techniques de TIS, TlI, RIDL et FG mentionnées ci-dessus quand elles sont utilisées dans
un objectif d’élimination de population et que cet objectif est atteint™;

- concernant les techniques de modification de population par propagation de I'IP associée a
Wolbachia ou par forcage génétique, la persistance et le caractere envahissant de la modification
rendant la population résistante a la transmission du pathogéne (Wolbachia pour la technique IP
et la cassette génétique dans le cas du forcage génétique) sont des caractéristiques constitutives
de ces techniques de lutte. Par ailleurs, le fond génétique des moustiques relachés n’est pas
transmis de fagon super-mendelienne, contrairement aux bactéries Wolbachia ou a la cassette
de forcage génétique elles-mémes. Les bactéries Wolbachia d’une part et la cassette de forcage
génétique d’autre part pourraient de toute facon étre introgressées dans une souche de
moustique locale avant d’étre disséminées. Les lachers correspondants sont par ailleurs de taille
plus réduite que les lachers massifs requis pour les stratégies de réduction ou élimination. On
rappelle toutefois que la technique propageant I'lP associée a Wolbachia peut nécessiter un
lacher conséquent pour atteindre une densité relative initiale nécessaire pour contrecarrer le
co(t génétique associé a Wolbachia.

N

Une évaluation des risques devra donc considérer le devenir et I'effet a long terme des
transgenes du forcage génétique visant une modification de population d’une part, et des
bactéries Wolbachia dans la technique de propagation de I'lP d’autre part, ainsi que la possibilité
de leur transfert vertical potentiel a d’éventuelles (sous-)espéces interfertiles ou la possibilité
d’un transfert horizontal a d’autres organismes ou microorganismes (la probabilité et les
conséquences de tels transferts sont développés plus bas, dans les sections spécifiques aux
techniques utilisant Wolbachia et au forgage génétique).

Ainsi, la question des risques associés a la persistance et au caractére envahissant de moustiques
relachés et de la modification qu’ils portent se pose différemment selon les techniques et les
stratégies dans lesquelles elles sont appliquées. (1) Concernant les lachers de males stériles et
stérilisants, GM ou non, la question ne devrait théoriquement pas se poser. Toutefois, dans
I’application pratique des techniques, il existe de possibles écarts a la théorie, qui se traduisent par
une fertilité résiduelle de certains individus relachés (voir section 4.3.2). Cela n’aurait pas d’impact
en cas d’élimination de population mais devrait étre considéré en cas de réduction de population.
(2) Concernant les lachers de moustiques a des fins de modification de population (réduction de
compétence vectorielle), ces caractéristiques sont consubstantielles aux techniques
correspondantes, et nécessiteront une analyse de risques appropriée au préalable, et un dispositif
de surveillance sur le long terme.

78 Si I'objectif de I’élimination n’est pas atteint, le raisonnement développé pour une réduction de population s’applique.
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b. Question des ldchers de femelles

Il faut également considérer les risques spécifiques associés a un lacher de femelles, qu’il soit
intentionnel, dans le cadre de la technique IP, ou accidentel, dans le cadre des techniques TIS, TII,
RIDL et de forcage génétique (méme si les techniques de forgage génétique ne requierent que des
lachers de taille réduite et pourraient donc permettre un tri parfaitement sélectif des males).

Un lacher accidentel de femelles peut résulter d’un sexage imparfait (voir section 4.3.3). Les
moustiques femelles sont piqueuses, et plus ou moins compétentes pour la transmission vectorielle
de pathogénes locaux, plus ou moins fertiles, et éventuellement porteuses de nouveaux pathogénes
acquis par le sang d’élevage par transmission verticale (risque évitable, voir section 4.3.3) :

- la simple caractéristique de piqueuse renvoie a la question de la nuisance engendrée par les
moustiques ;

- la compétence vectorielle des femelles éventuellement relachées par rapport aux femelles
sauvages doit étre évaluée en prenant en compte les techniques mises en ceuvre ;

- lafertilité des femelles dépend des techniques mises en ceuvre ;

- la nécessité de stériliser et contréler la qualité du sang utilisé dans les élevages pour prévenir une
introduction de pathogénes dans I'environnement est développée dans la section 4.3.3.

Les caractéristiques des femelles a considérer en cas de lacher, accidentel ou non, selon les
techniques mises en ceuvre, précédemment exposées dans les sections correspondantes, sont
synthétisées dans le Tableau 4.

Tableau 4. Caractéristiques des femelles a considérer en cas de lacher, accidentel ou intentionnel, dans le cadre de la mise
en ceuvre de techniques de lutte antivectorielle basées sur des lachers de moustiques.

Caractéristiques des femelles relachées
Technique de LAV

Nature du lacher  Nuisance Compétence vectorielle Fertilité
TIS Accidentel Pigueuses Inchangée Stériles
RIDL Accidentel Pigueuses Inchangée Descendance non viable
Tl (IC uni-directionnelle) Accidentel Piqueuses Réduite a priori car IP Fertiles
probable1
Tl (IC bi-directionnelle) Accidentel Piqueuses Réduite a priori car IP Stériles avec les
probable1 populations sauvages car IC
(mais fertiles avec les males
relachés)
TII-TIS Accidentel Piqueuses Réduite a priori car IP Stériles car irradiées
probable®
Propagation d’une IP Intentionnel Piqueuses Réduite pour les Fertiles (propagation
pathogenes ciblés car 1p? intentionnelle de I'IP)
FG visant une Accidentel Pigueuses Inchangée Homozygotes stériles,
élimination/éradication Hémizygotes fertiles
(partiellement stériles dans
I'exemple publié, la
technique devant étre
optimisée)3
FG visant une Accidentel Pigueuses Nulle pour Plasmodium Fertiles

modification de
population
(ex. anti-Plasmodium)

'la propriété d’IP n’est pas systématique, elle serait a vérifier dans ce cas; ’la propriété d’IP devrait étre avérée dans le cas de la technique basée sur la
propagation d’IP ; 3 La stérilité partielle des femelles hémizygotes est un probléme en termes d’efficacité du forcage génétique, pas en termes de risques.
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Ainsi, les femelles relachées présentent des caractéristiques différentes de compétence vectorielle
et de fertilité selon les techniques considérées, sans spécificité associée a un caractere GM. Les
risques potentiels associés aux lachers de femelles doivent étre scrupuleusement évalués dans le
cadre de la technique de propagation de I'IP via Wolbachia du fait de I'intentionnalité du lacher, de
la fertilité des femelles, et de I'incertitude associée a I’évolution du phénotype d’IP. Par ailleurs, les
femelles relachées présentent toutes la propriété d’étre piqueuses, qui renvoie a la nécessité de
garantir, en amont, I’absence de pathogenes dans le sang fourni a I’élevage.

5. Risques supplémentaires spécifiques aux moustiques transgéniques

Les moustiques reldchés exprimant de nouveaux produits devront étre évalués au cas par cas en
termes d’impact direct sur leurs prédateurs et de conséquences indirectes sur le réseau trophique.

Concernant des effets sur la santé humaine et animale, la présence d’éventuels nouveaux produits
dans la salive des moustiques transgéniques sera a évaluer au cas par cas en termes de toxicité et
d’allergénicité pour les moustiques susceptibles de piquer.

En I'absence de données spécifiques nécessaires pour conduire cette analyse pour les exemples de
moustiques GM présentés dans cet avis, on ne peut que souligner qu’elle devra étre effectuée selon
les critéres d’évaluation des moustiques transgéniques développés dans le chapitre 5.

6. Risques supplémentaires spécifiques a la technique RIDL

Point spécifique associé a I'utilisation de tétracycline dans la technique RIDL :

La technique RIDL est basée sur un systeme dépendant de I'apport de tétracycline en élevage pour
réprimer la létalité conférée par la construction génétique. Les bactéries du microbiote des
moustiques d’élevage pourraient-elles développer une résistance a la tétracycline, et si c’était le cas,
quelles en seraient les conséquences pour I'environnement ? Si certains articles ont suggéré que les
bactéries de l'intestin des larves de moustiques étaient éliminées durant leur métamorphose en
adultes (DeMaio et al., 1996; Gaio et al., 2011; Moll et al., 2001), des travaux plus récents montrent
que l'intestin n’est pas completement stérilisé a la métamorphose (Gimonneau et al., 2014; Tchioffo
et al., 2016). Méme si les adultes relachés ne sont pas directement traités, leur flore intestinale peut
donc étre enrichie en espéces résistantes a la tétracycline, ce qui pourrait se vérifier par une analyse
du microbiote de ces moustiques. Il pourrait ainsi y avoir un risque de dissémination de bactéries
résistantes a la tétracycline dans I'environnement a partir des moustiques reldchés. Considérant que
des bactéries résistantes a la tétracycline préexistent dans I'environnement (Nesme et al., 2014),
cette dissémination ne constituerait a priori pas un risque particulier pour I'environnement. Il
pourrait toutefois étre intéressant de se pencher sur les voies particulieres d’exposition, via les
moustiques, a ces bactéries éventuellement résistantes a la tétracycline. Par ailleurs, I’eau provenant
des élevages de moustiques doit étre traitée dans des usines de traitement des eaux usées. Quel que
soit le niveau de traitement appliqué localement, les eaux provenant d’établissements dispensant
des soins médicaux ou vétérinaires contiendront des quantités d’antibiotiques toujours plus
importantes que celles utilisées dans I'élevage de moustiques. L'utilisation de la tétracycline dans le
systeme RIDL serait donc a priori sans conséquences particulieres pour I'environnement.

7. Risques supplémentaires spécifiques au forcage génétique

Les problématiques spécifiques du forcage génétique sont liées au fait que la modification génétique
qu’il confére est invasive (de fagcon intentionnelle mais incontrélable) et imposée a I'échelle de la
population (éventuellement de I'espéce). Elles sont également associées aux caractéristiques du
systeme CRISPR-Cas9 actuellement exploité dans ces approches. On rappelle que ces techniques de
forcage génétique nécessitent un lacher de moustiques, et peuvent étre utilisées pour des objectifs
d’élimination de population voire d’éradication d’espéce comme pour des objectifs de modification
de population.
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Avant d’examiner les risques spécifiques associés au forcage génétique, on peut a nouveau souligner
que le « risque » le plus plausible aujourd’hui est que ces approches soient moins efficaces que prévu
(voir 4.3.2). On a vu au point 3 ci-dessus que les risques de perte d’efficacité au cours de la mise en
ceuvre des techniques de forcage génétique n’étaient pas associés a un risque particulier pour
I’environnement, mais qu’un risque sanitaire pouvait étre considéré en cas d’une sélection de
pathogénes plus virulents pour 'Homme ou les animaux parmi les éventuels pathogénes qui
pourraient étre sélectionnés comme insensibles au mécanisme de résistance propagé par forcage
génétique. D’autres conséquences éventuelles ont été évoquées sur la base des systemes de forcage
génétique naturels [voir point 3, (Lindholm et al., 2016)].

a. Activité de mutagenése collatérale (ou hors-cible) du systéme CRISPR-Cas9 et conséquences

L’éventualité de coupures hors-cible par le systeme CRISPR-Cas9 utilisé dans le forgcage génétique ne
peut étre exclue. Quelles seraient les conséquences de ces coupures hors-cible dans une stratégie de
forcage génétique ?

Les coupures hors-cible pourraient-elles affecter ou dévoyer le mécanisme de forgage génétique lui-
méme ? Le forcage génétique ne peut fonctionner que si la séquence ciblée par I’ARN guide est
encadrée par des séquences homologues aux séquences flanquant la cassette de forcage génétique
dans le génome. Ainsi, une coupure hors-cible pourrait vraisemblablement induire une mutation par
religation imprécise sans entrainer l'insertion de la cassette de forgage génétique par manque
d’homologie entre les régions flanquant la cassette et les séquences entourant le site hors-cible™. La
cassette de forcage génétique n’aurait pas plus de chance qu’une autre séquence d’ADN de s’insérer
au site de coupure par recombinaison non homologue. Le ciblage de plusieurs génes d’'une méme
famille peut étre souhaitable ; 'ARN guide devra étre congu en connaissance de cause, en jouant sur
la conservation des zones critiques (PAM et seed) de la séquence. Les coupures hors-cible non
anticipées sur la base d’une telle homologie de séquence ne devraient donc pas conduire a I'insertion
d’une cassette de forcage génétique mais a une religation imprécise par NHEJ, ce qui pourrait
conduire a des mutations dans les séquences hors-cible.

Quel serait I'impact de ces mutations hors-cible en termes de risques ? La majorité de ces mutations
devrait étre sans effet pour les moustiques. Un effet délétére conduirait a la disparition des individus
mutés par sélection naturelle. Il est enfin extrémement improbable que de telles mutations
conférent aux moustiques un avantage sélectif, une amélioration de compétence vectorielle, ou
encore une toxicité accrue pour leurs prédateurs. Quels en seraient les risques ? Deux cas doivent
étre distingués pour évaluer les risques associés a ces rares mutations : (1) dans le cadre d’un forcage
génétique visant I’élimination, ces mutations n’interféreraient pas avec I'élimination des moustiques
par forcage génétique et disparaitraient avec eux; (2) dans le cadre d’'un forcage génétique visant
une modification de population, elles pourraient perdurer dans la nouvelle population et interférer
avec l'intervention. Pour anticiper et prévenir une telle éventualité avant la mise en ceuvre d'une
telle stratégie de lutte antivectorielle, il faudrait procéder a la caractérisation phénotypique
(notamment de la compétence vectorielle) d’une population de moustiques exposés a |'activité de
Cas9 et du ou des ARN guides correspondants pendant plusieurs générations en confiné, et au
séquencgage d’un échantillon d’individus.

L'activité de mutagenése collatérale pourra étre minimisée par le choix d’'une endonucléase plus
performante que Cas9 et la conception d’un ou de plusieurs ARN guides les plus spécifiques
possibles. De nouvelles versions de la protéine Cas9 ont été développées pour réduire son activité

” La longueur sur laquelle doit s’étendre I'homologie des séquences flanquant la cassette génétique pour initier une recombinaison
homologue n’est pas clairement déterminée, mais est estimée a environ quelques centaines de pb. En pratique, les chercheurs utilisent
aujourd’hui entre 500 pb et 1,5 kb. Le degré d’imperfection d’homologie tolérée n’est pas connu. Quelques mismatches répartis le long de
la séquence ne devraient pas empécher la recombinaison. De petites insertions ou délétions seraient aussi certainement tolérées. On peut
supposer que l'efficacité de la recombinaison baissera proportionnellement a I'augmentation de taille des délétions/insertions et a la
diminution de I'homologie.
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collatérale de mutagenese, comme la protéine SpCas9-HF1 (Kleinstiver et al., 2016), et eSpCas9
(Slaymaker et al., 2016). D’autres nucléases, équivalentes a Cas9 en termes fonctionnels, comme
Cpfl (Zetsche et al.,, 2015), pourraient également étre utilisées a sa place si elles s’averent
supérieures en termes de spécificité et d’efficacité. A I'inverse, toute mutation conduisant a une
augmentation d’expression de I'endonucléase pourrait augmenter la fréquence de coupures hors-

cible.

Ainsi, I'activité de mutagenese collatérale de Cas9 n’interféerera pas avec la propagation d’une
cassette de FG, mais elle pourra générer des mutations hors-cibles. Ces mutations seront
généralement éliminées dans le cadre d’une stratégie de FG a des fins d’élimination mais elles
pourront perdurer dans le cadre d’une stratégie de FG a des fins de modification de population.
L’éventualité de mutations indésirables pourra étre en partie anticipée par des études préalables
en confiné. Des nucléases moins sujettes a la mutagenése collatérale sont en développement.

b. Risque de transfert d’une cassette de forcage génétique et ses conséquences

Le transfert horizontal d’une cassette de FG vers un autre insecte via un rétroélément ou un autre
type de transposon est plausible, quoique de probabilité quasi nulle. A I'échelle de I'évolution, le
transfert horizontal chez les insectes est une réalité. A priori, a cette échelle de millions d'années,
une cassette de FG n'a pas une probabilité plus élevée qu'un géne quelconque de se transférer entre
especes. Deux cas se présentent :

1. aprés un transfert horizontal et une insertion aléatoire dans une nouvelle espéce hoéte, une
cassette de FG serait non fonctionnelle. En effet, chaque cassette de forcage génétique est
congue pour fonctionner uniqguement dans I'espéce cible du fait du double verrouillage, (1) par la
séquence spécifigue des ARN guides permettant de cibler la coupure de I'ADN, et (2) par
I'homologie des séquences flanquantes permettant l'insertion de la cassette de FG par
recombinaison homologue. Suite a une insertion aléatoire, il n’y aurait pas de relation
d’homologie entre la séquence de I’ARN guide, porté par la cassette, et les séquences flanquant
le nouveau site d’insertion de la cassette, empéchant de ce fait la cassette de se propager par
forcage génétique. Dans I'hypothétique nouvelle espece héte, les ARN guides pourraient alors
soit ne pas trouver de séquences homologues, soit provoquer quelques mutations dans des

zones d’homologie, sans que la cassette de forcage génétique ne puisse s’y insérer ;

2. dans I'éventualité ol le transfert horizontal permettrait I'expression de I’ARN guide et de la
protéine Cas9 avant toute insertion de la cassette de FG dans le génome de la nouvelle espéce,
et a la condition ou celui-ci posséderait les régions d’homologie requises, la cassette de FG
pourrait étre fonctionnelle, c’est-a-dire se recopier par recombinaison homologue. En effet, dans
ce cas, ’ARN guide pourrait cibler I'insertion de la cassette dans un site propice a sa propagation.
On note cependant que la propagation du forcage ne se poursuivrait dans les générations
ultérieures que si ce transfert se réalisait dans des cellules précurseurs de gametes (voir le
chapitre 5 pour I'évaluation des risques associés au transfert horizontal).

Iy

Le transfert vertical d’'une cassette de FG vers d’autres espéces est possible, a condition qu’elles
soient interfertiles avec I'espece d’origine. Les especes interfertiles sont peu fréquentes chez les
moustiques. L'exemple le mieux connu est I'interfertilité entre les sous-especes An. gambiae s.s. et
An. coluzzii ou An. arabiensis du complexe An. gambiae s.I. (voir section 2.3.2.1). Suite a un transfert
vertical, le forcage génétique peut étre fonctionnel ou non dans la nouvelle (sous-)espece, selon
I’'homologie des séquences ciblées par le forcage génétique. Cette stratégie peut se prévoir et se
concevoir en amont selon deux cas :

1. si l'espece interfertile considérée est également un vecteur, comme c’est le cas pour An.
gambiae et An. coluzzii, toutes deux vectrices de Plasmodium, et si I'analyse de la fonction de
cette espéce dans I'écosysteme le permet, I'extension du forcage génétique sera souhaitable. Les
ARN guides pourront étre choisis pour fonctionner sur un géne cible commun aux deux especes.
Les risques associés a la modification de chacune des espéces devront étre considérés ;
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2. a linverse, si I'extension du forcage génétique a une espéce interfertile n’est pas souhaitable,
I’ARN guide pourra étre congu de maniere plus spécifique, selon I'état des connaissances de la
diversité allélique de ces genes dans un complexe donné d’espéces interfertiles.

La diversité allélique des especes d’Anopheles vecteurs majeurs du paludisme est bien connue, grace
au séquencage du génome de 16 especes (Neafsey et al., 2015). Pour d'autres complexes d'espéces
qui pourraient éventuellement étre ciblées, la connaissance de la diversité sera rarement disponible
au préalable ; il serait recommandé de vérifier par séquencage la diversité allélique de la cible au sein
d’éventuelles sous-espéces interfertiles. Le risque qu'un FG s'étende a d'autres espéces qu'on ne
souhaite pas éliminer est tres faible, du fait des barrieres reproductives (barrieres d'espéces). Si
I'hybridation a tout de méme lieu occasionnellement et donne des individus fertiles (pour des
especes tres proches ou des entités jusqu'a présent considérées a tort comme des espéces
distinctes), le FG ne s'étendra que si les cibles des ARN guides et leurs séquences flanquantes sont
suffisamment proches pour étre reconnues et permettre la recombinaison homologue, ce qui peut
s'anticiper a partir d'une bonne connaissance des génomes.

Ainsi, un transfert horizontal de cassette de FG est possible quoique trés peu probable par individu
et par génération. Dans la plupart des cas, une cassette de FG ne sera pas fonctionnelle suite a un
transfert horizontal dans une nouvelle espéce. Un transfert vertical dans des (sous-)espéces
voisines interfertiles est plus probable. L’extension de la propagation d’une cassette de FG dans
une espeéce interfertile voisine peut se prévoir et se concevoir en amont, selon qu’elle est
souhaitable ou non, lorsque le génome des deux espéces est connu.

¢. La question spécifique de I’éradication d’une espéce

D’un point de vue technique, il est hautement improbable que I'objectif théorique d’éradication
d’une espéce par forcage génétique soit réalisé aujourd’hui du fait de la forte probabilité de
développement de résistances ou de dérives fonctionnelles au cours de I'application des techniques
actuelles (voir section 4.3.2). Tel qu’il est congu aujourd’hui, il est probable que le forcage génétique
pourra au mieux permettre d’éliminer une population locale. Des stratégies sont toutefois en cours
de développement pour réduire les obstacles a la propagation du forcage génétique. A contrario,
d’autres développements techniques sophistiqués visent a limiter activement la propagation du
forcage génétique, ce qui permettrait d’éviter d'imposer une technique a des communautés qui ne
I"auraient pas délibérément choisie en réduisant I'objectif a une élimination locale (Min et al., 2017b;
Noble et al., 2016).

L’évaluation des risques associés a I’élimination locale d’'une population de moustiques a été abordée
au point 2 de cette section. La question du réle qu’occupe I'espéce dans I'écosysteme devra étre
posée au niveau global pour évaluer les conséquences de I'éradication hypothétique d’une espéce.

En termes de retour d’expérience sur des éliminations de population a grande échelle, on note que
I’élimination en 1992 de la lucilie bouchere, espéece invasive, par la TIS d’un territoire de I'ordre de
40,000 km? autour de Tripoli en Libye a été un succés pour I'élevage et la protection des grands
mammiféres sauvages (Vargas-Teran et al., 2005). Les conséquences pour |I'environnement n’ont pas
été décrites. De méme pour I'élimination d’Ae. aegypti d’Amérique® et d’Europe®™ au XX° siécle,
aucun rapport ne fait état de conséquences dommageables pour I'environnement associées a la

8 Un programme d'éradication d'Ae. aegypti en Amérique Latine fut lancé en 1947. En 1962, 18 pays continentaux et plusieurs fles des
Caraibes avaient éliminé cette espéce de leur territoire, puis 3 autres pays aprés 1962. Une ré-invasion progressive s'est ensuite opérée a
partir des pays qui n'avaient pas réussi cette élimination [Anonymous (1997). The feasibility of eradicating Aedes aegypti in the Americas.
Rev Panam Salud Publica 1.].

& pe. aegypti a été introduit en Europe avant la fin du XVII° siécle. Il était présent dans la quasi-totalité des pays du pourtour méditerranéen
jusque dans les années 1950, apres lesquelles les populations ont rapidement décliné sans que I'on n’ait clairement identifié les causes
(amélioration des systéemes d'adduction d'eau, effet indirect des pulvérisations insecticides notamment contre les vecteurs du paludisme).
Depuis 1960, il n'est plus détecté que trés sporadiquement et seule la Turquie présenterait aujourd'hui un nombre limité de populations
résiduelles [Schaffner, F., and Mathis, A. (2014). Dengue and dengue vectors in the WHO European region: past, present, and scenarios for
the future. Lancet Infect Dis 14, 1271-1280.].
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disparition de cette espéce de moustique sur ces territoires. Les tentatives de réduction de
population des anophéles vecteurs de paludisme en Afrique n’ont pas été suivies de conséquences
négatives connues. Une élimination serait clairement souhaitable d’'un point de vue sanitaire ; les
conséquences pour I'environnement devraient en étre examinées.

Pour Ae. albopictus et aegypti, espéces invasives, une approche d’élimination a grande échelle peut
étre envisagée dans les régions colonisées avec un niveau de préoccupations écologiques
relativement faible considérant que ces moustiques n’appartiennent pas a I’écosystéme natif, méme
s’il faudra tenir compte d’un possible réle écologique local acquis par ces especes apres leur
installation. En revanche, la place dans I'écosysteme d’une espece comme An. gambiae mérite d’étre
examinée de facon plus approfondie pour décider d’une lutte a visée d’élimination plutot que de
modification de population. L'espéce est-elle essentielle a la survie de certains prédateurs qui
contribuent a limiter la prolifération d’autres especes de moustiques vecteurs ou de ravageurs
agricoles ? A notre connaissance, aucune publication scientifique ne fait état de |'existence de
prédateurs spécialistes d'une espéce de moustiques en Afrique, ou dans les territoires frangais de La
Réunion ou Mayotte, et la niche écologique laissée vacante devrait facilement étre comblée par
d’autres espéces, le nombre d’especes de moustiques disponibles sous les tropiques étant au moins
de plusieurs centaines [(Foster and Walker, 2002); VectorMap http://vectormap.si.edu/]. De
maniere plus générale, une évaluation au cas par cas et région par région, selon I'objectif de lutte
antivectorielle, serait nécessaire pour appréhender I'impact écologique associé a une stratégie
d’élimination d’une population de moustiques.

d. Risque d’insertion d’un géne « indésirable » dans la cassette de FG

Pourrait-il y avoir un risque qu’un gene « indésirable » (géne de résistance a des insecticides, de
sensibilité a un pathogeéne...) s’insére dans la cassette de FG et se propage avec elle ?

Si certains virus et transposons sont dotés d’une machinerie moléculaire spécifique leur permettant
de s’exciser d’une région d’'un génome et se réinsérer dans une autre, les autres éléments génétiques
ne peuvent se déplacer de maniere autonome dans le génome. Le risque qu’un gene indésirable ne
se retrouve dans une cassette fonctionnelle de FG ne serait donc plausible que si un transposon ou
un virus ayant au préalable « acquis » ce gene indésirable sautait et s’insérait, sans I'inactiver, dans
la cassette de FG. Deux événements devraient se réaliser : (1) ce géne indésirable devrait d’'une facon
ou d’une autre se retrouver fortuitement incorporé dans un transposon ou un virus, puis (2) ce
transposon ou virus devrait s’insérer, sans I'inactiver, au sein de la cassette de FG.

Le premier événement serait d'une probabilité extrémement faible, car il suppose qu'un tel géne
s'excise du génome et se copie intact au sein d'un transposon ou virus. Si des mécanismes de ce type
(plasmides conjugatifs et transposons transférant d'une espéce a l'autre des génes de résistance a
des antibiotiques, des facteurs de virulence...) sont connus chez les bactéries, ce n’est pas le cas chez
les moustiques. Il est toutefois notable que le génome de certains moustiques, surtout les Aedes, est
tres riche en transposons [70 % du génome chez Aedes, 23 % chez Anopheles ; (Chen et al., 2015)] et
que certains virus a ADN peuvent parfois intégrer des fragments génomiques de leurs hotes.

Le second événement supposerait qu'un tel transposon ou virus recombinant porteur du géne
indésirable s'installe, sans l'inactiver, dans une cassette de FG, et ce, dans des cellules de la lignée
germinale, événement qui sera d'une extraordinaire rareté. En effet, la lignée germinale est
physiologiquement réfractaire aux infections virales exogenes: les cellules germinales sont
physiquement isolées des cellules somatiques, et possedent des mécanismes spécifiques de
silencage des acides nucléiques parasites, comme la voie des piwi RNA (Senti and Brennecke, 2010).

La probabilité qu’'un géne «indésirable » se propage avec une cassette de FG est donc

extrémement faible. Ce risque pourrait toutefois étre considéré a I’échelle de I’évolution d’'une
population de plusieurs millions d’individus.

e. Risques imprévisibles et moyens de s’en prémunir
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Du fait de l'originalité du forgcage génétique sur le plan moléculaire, dans un contexte ol I'on dispose
d’une connaissance partielle de la biologie des génomes, il est difficile d’anticiper tous les risques et
d’imaginer tout ce qui pourrait faire évoluer défavorablement une intervention de forcage
génétique. Conscients de la nécessité de mettre en place des barriéres au forcage génétique, certains
scientifiques travaillent a mettre en place des parades (reversal drives ou techniques de contre-
forcage). L'une de ces techniques, déja testée chez la drosophile, est d’introduire un transgene
porteur d’'un ARN guide spécifique du géne Cas9, capable d’inactiver celui-ci (Wu et al., 2016). Cette
approche constitue un moyen plausible de contrer I'expansion d’une cassette de forcage génétique.
Sans forcément empécher I'usage ultérieur d’'une nouvelle cassette de forcage génétique, via un
géne Cas9 recodé pour n’étre plus ciblé par 'ARN guide « antidote », ou via un géne codant une
protéine de fonction équivalente a Cas9 issue d’autres especes de bactéries que S. pyogenes. La
nécessité d’un recours a un tel « empilement technologique » semble peu probable mais il pourrait
étre recommandé de disposer de I'antidote a I'avance. Une autre approche envisagée est de générer
des systemes de forcage génétique particuliers dont la propagation serait génétiquement limitée
dans la population (Min et al., 2017b), et qui permettrait de restaurer la population a son état
sauvage en relachant des moustiques sauvages en exces (Min et al., 2017a).

f.  Précautions a prendre pour la recherche

Considérant le potentiel invasif du forcage génétique, les précautions a prendre pour la recherche
ont été discutées dans plusieurs articles (Akbari et al., 2015; Esvelt et al., 2014; Oye et al., 2014). Elles
reposent en particulier sur le confinement multiple et I'acces restreint aux insectes expérimentaux.
Une des meilleures garanties de sécurité préconisées est que les expériences de forcage génétique
en laboratoire soient effectuées dans une zone géographique ol l'espece étudiée ne peut se
développer (cas d’An. gambiae, exigeant un climat tropical, dans les pays du Nord), ce qui garantit
que des individus qui se seraient accidentellement échappés du confinement ne puissent ni s’établir,
ni rencontrer des partenaires de reproduction. Les expériences préliminaires visant a tester I'intérét
d’un transgene pour la lutte peuvent également s’effectuer en I'absence de la composante de
forcage génétique (Cas9 et ARN guide).

8. Risques supplémentaires spécifiques a l'utilisation de Wolbachia

a. Risque que la bactérie Wolbachia introduite dans la population ne confére une compétence
vectorielle accrue pour la transmission de pathogenes locaux

Dans certains cas, assez rares, les interactions moustiques/Wolbachia conduisent a une
augmentation de l'intensité virale ou parasitaire. C’'est le cas de wAIbB chez Cx. tarsalis qui augmente
la sensibilité au virus West Nile (Dodson et al., 2014), ou encore de wFlu chez Ae. fluviatilis qui
augmente la charge en ookystes de Plasmodium gallinaceum (Baton et al., 2013). Dans ce dernier
cas, l'augmentation n’a été montrée que dans deux expériences sur les quatre conduites au total.
Jusqu’a présent, les mécanismes responsables de cette augmentation sont inconnus. Des facteurs
environnementaux abiotiques peuvent influencer la nature et l'intensité de I'IP. Ainsi, dans le cas
d’An. stephensi transinfecté avec wAlbB, une forte température (28°C) entraine le blocage de
Plasmodium yoelii alors qu’une température plus faible (24°C) a au contraire augmenté la charge
parasitaire du moustique (Murdock et al., 2014). Les effets de I’environnement sur I'lP devraient
donc étre étudiés sur d’autres combinaisons Wolbachia/h6te/pathogénes avant d’envisager leur
utilisation.

On a également vu différentes possibilités de pertes d’efficacité de la technique IP (possibilité que les
moustiques évoluent et perdent leur infection par Wolbachia ou que la protection conférée aux
moustiques par Wolbachia diminue avec le temps, possibilité de sélection de pathogénes insensibles
a I'IP) (section 4.3.2). En termes de risques, on a conclu gu’il était important de tester régulierement
les propriétés de virus nouvellement exposés a Wolbachia, et ce sous différentes conditions
environnementales contrdolées pour s’assurer qu’ils ne deviennent pas plus virulents (voir plus haut).
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b. Possibilité de transfert horizontal de génes de, vers, et/ou via Wolbachia

On note qu'a I'échelle de I'évolution, les infections par Wolbachia sont un facteur possible de
transfert horizontal de génes (via un transfert latéral, qui est un transfert d'ADN entre un organisme
symbionte et son hote). Au moins deux phénomeénes ont été documentés :

- une intégration de fragments de génome de Wolbachia dans le génome de I'arthropode hote.

Les transferts de genes latéraux de Wolbachia a ses hotes ont été rapportés dans de nombreux
exemples, incluant des cas ou les génes transférés s’expriment au sein du génome de I'héte, ol
ils semblent avoir acquis une nouvelle fonction (Hotopp et al., 2007). Ce phénomene a
également été rapporté chez le moustique Ae. aegypti qui exprime des génes provenant d’un
transfert ancien de Wolbachia, alors que cette espece de moustique est actuellement dépourvue
de cette bactérie (Klasson et al., 2009). Ces échanges peuvent concerner de tres larges segments
génomiques, comme cela a été montré dans le génome de Drosophila ananassae (Klasson et al.,
2014);

- une intégration au sein du génome de Wolbachia de génes d'hbtes arthropodes via un phage
spécifique a Wolbachia.

Par exemple, dans la publication de Bordenstein et Bordenstein (2016), les phages WOVitAl et
WOCauB2/3, respectivement trouvés chez des Wolbachia de guépe parasitoide et de
|épidoptére, sont porteurs de genes d'origine eucaryote (dont un apparenté a des toxines
d'arachnides, reflétant des changements d'hétes de Wolbachia et de son phage au fil de leur
évolution) (Bordenstein and Bordenstein, 2016). Les génes eucaryotes cooptés par le phage
semblent lui procurer des avantages fonctionnels. Lorsque le phage s'intéegre au génome de
Wolbachia (sous forme de prophage), ces génes eucaryotes se retrouvent donc incorporés au
génome de la bactérie. Les co-infections par plusieurs souches de Wolbachia sont une occasion
d'échanges génétiques entre Wolbachia via les phages (Bordenstein and Bordenstein, 2016). Ces
génes pourraient également, en théorie, étre transférés aux hotes.

Ces exemples illustrent la possibilité d'échanges de genes entre espéeces a I'échelle évolutive. Il sera
difficile d'en évaluer la fréquence statistique et les conséquences dans le cadre de transinfections
artificielles de moustiques par Wolbachia, la rareté de ces événements empéchant leur étude en
laboratoire. Alors que I'évolution rapide de résistances aux insecticides chez les moustiques liées a
I'activité humaine (lutte antivectorielle, agriculture) est un exemple d'influence humaine directe,
rapide et mesurable, on peut s'attendre a ce que I'effet éventuel de transinfections sur I'évolution
future des génomes de moustiques par transfert horizontal reste trés faible.

c. Possibilité de « transfert de Wolbachia » entre espéces de moustiques

Les bactéries Wolbachia sont transmises par les moustiques femelles a leur descendance. On peut
donc supposer que ces bactéries restent spécifiques a une espece donnée de moustiques.

Cependant, les génomes de Wolbachia portent la signature d'échanges entre des Wolbachia connues
pour coloniser différentes espéces aujourd’hui (Baldo et al., 2006). Le mécanisme sous-jacent est
inconnu, mais ces observations suggerent que ces différentes Wolbachia auraient cohabité au sein
du méme hote. Le mécanisme de transfert de bactéries Wolbachia entre différentes especes est
toutefois inconnu a ce jour.

Dans le but d’identifier des spécificités associées aux techniques utilisant des moustiques GM (la
technique RIDL d’Oxitec et les techniques de forcage génétique a des fins d’élimination et a des
fins de modification de population), une analyse comparative de différentes techniques de lutte
antivectorielle a été réalisée. Cette analyse a pris en compte des techniques représentatives des
principales catégories de lutte, aussi bien classiques (de type chimique, biologique, physique et
environnementale), qu’émergentes (basées sur des lachers de moustiques irradiés (TIS), porteurs
de Wolbachia (Tll, propagation d’IP), ou GM). L’analyse a essentiellement considéré les différents
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objectifs que ces techniques permettent d’atteindre, leur potentiel d’efficacité et de durabilité,
leurs contraintes techniques, ainsi que les risques pour I’environnement et la santé auxquelles
elles peuvent étre associées.

a

L’analyse a été conduite a un niveau qui met en évidence des spécificités pour chacune des
techniques étudiées. Il est néanmoins possible d’en dégager les grandes tendances suivantes.

Les moustiques GM considérés dans I'analyse partagent une caractéristique commune : ils sont
tous transgéniques et expriment de nouveaux produits, nécessitant une analyse de risques
appropriée, menée au cas par cas des constructions génétiques. L’expression de nouveaux produits
permet une autre propriété commune, qui est de pouvoir exprimer un marqueur moléculaire, utile
au suivi des moustiques relachés et de leur descendance transgénique.

A part cette caractéristique, il ressort de cette analyse que pour la majorité des points considérés,
les techniques utilisant des moustiques GM ne constituent pas un bloc homogeéne et distinct des
autres techniques, mais partagent des caractéristiques en commun avec différents sous-ensembles
d’autres techniques.

Ainsi, 'ensemble des techniques basées sur des lachers de moustiques, qu’ils soient GM ou non,
partagent :

- le méme type de contraintes techniques, spécifiques aux élevages et aux lachers de
moustiques, avec des variations selon la biologie des espéces de moustiques considérées
(adaptation des protocoles d’élevage), et selon les stratégies de lutte dans lesquelles elles
s’inscrivent (adaptation de la taille et de la durée de fonctionnement des élevages, et
éventuelle nécessité de sexage, verrou technologique majeur pour la plupart de ces
techniques) ;

- la spécificité d’action de la lutte, située au niveau de I'espéece de moustiques relachés et
des éventuelles espéces interfertiles, spécificité associée a un impact environnemental et
sanitaire direct minimal, et a la nécessité d’effectuer autant d’interventions que d’espéces
non interfertiles vectrices d’'un méme agent pathogene dans une région donnée ;

- la problématique associée a I’éventuelle persistance et a I’éventuel caractére envahissant
des moustiques relachés et des modifications qu’ils portent, qui se pose de maniere
différente selon I'objectif des techniques considérées (réduction vs modification de
population), et doit tenir compte des possibilités de fertilité résiduelle des males relachés ;

- la problématique associée aux éventuels lachers de femelles, avec des analyses variables
selon I'objectif et les spécificités des techniques considérées ;

- une efficacité dépendant de la compétitivité des moustiques relachés ;

- une meilleure efficacité a faible densité de moustiques cibles, nécessitant la combinaison
de ces techniques avec des méthodes classiques de lutte, telles que les biocides, efficaces a
forte densité, ou leur utilisation hors des saisons de forte pullulation de moustiques
endémiques, ou en amont de I’établissement d’espéces invasives ;

- un temps d’action de plusieurs mois pour atteindre I'objectif visé, impliquant une
utilisation hors situation d’urgence sanitaire, et une gestion intégrée avec des techniques a
efficacité quasi immédiate, comme les biocides.

D’autres caractéristiques indépendantes du caractéere GM sont définies non par des techniques
particulieres mais par les objectifs qu’elles visent [réduction (a différents degrés) vs modification
de population]. En termes d’objectifs, la technique RIDL d’Oxitec permet d’atteindre un objectif de
réduction de population, comme des techniques classiques de lutte antivectorielle ; mais a la
différence des techniques classiques, elle pourrait permettre, en théorie, de poursuivre cette
réduction jusqu’a une élimination de population locale, comme le peuvent d’autres techniques
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émergentes de lutte (TIS, TIl); les techniques de FG permettent, d’une part, d’éliminer une
population locale et en théorie d’éradiquer une espéce (la capacité d’éradication, spécifique a
cette technique, reste toutefois irréalisable a ce jour du fait de développements prévisibles de
résistance), et d’autre part, de modifier une population, comme la technique émergente de
propagation d’une IP via Wolbachia.

Ainsi, I'ensemble des techniques permettant de réduire la densité d’une population de
moustiques, qu’elles utilisent des moustiques GM (RIDL et FG a des fins d’élimination) ou non (TIS,
TIl, et des techniques de lutte biocide, biologique, physique et environnementale) partagent :

- un impact environnemental associé a la raréfaction de la population des moustiques cibles
et dépendant du role de I'espeéce ciblée dans I'écosystéme. Cet impact est variable selon,
entre autres, le caractére autochtone vs invasif de I’espéce considérée, son milieu urbain vs
naturel, I'existence de prédateurs spécialistes, le degré de réduction de la population
(simple réduction vs élimination locale vs éradication de I’espéce, sachant que I’objectif
d’éradication est théorique a ce stade, et que ce serait une spécificité de la technique de FG
a des fins d’élimination), la persistance des effets de la technique (fonction de I'isolement
de la zone traitée et des caractéristiques d’auto-entretien vs auto-limitation de la
technique, voir ci-dessous) et la spécificité de la technique (les techniques impliquant des
lachers de moustiques étant les plus spécifiques, voir plus haut). Il devra donc étre évalué
au cas par cas des techniques utilisées, des espéces et des régions ciblées ;

- la possibilité d’un remplacement non intentionnel de la population ciblée par la population
d’une autre espece vectrice, qui se pose d’autant plus que le degré de réduction de la
population est important et qu’elle persiste dans le temps ;

- la question de la perte de I'immunité des populations antérieurement exposées, a
considérer a I’aune du bénéfice obtenu par la disparition de la maladie pour un temps.

De leur coté, les techniques dont I'objectif est de modifier la compétence vectorielle d’une
population (a savoir la technique de for¢cage génétique a des fins de modification, utilisant des
moustiques GM, et la technique de propagation d’une IP via Wolbachia), partagent :

- la caractéristique de modifier la compétence vectorielle de la population cible sans en
réduire la densité (c’est du moins I'objectif recherché), impliquant a priori un moindre
impact en termes de risques environnementaux et sanitaires mais nécessitant une
évaluation d’impact globale et sur la durée ;

- la persistance et le caractére plus ou moins envahissant des modifications induites, avec la
nécessité de considérer le devenir et I'effet a long terme des facteurs a I'origine de ces
modifications (Wolbachia, transgénes), incluant leur transfert potentiel a d’autres espéces.

Deux autres sous-ensembles de techniques présentent des caractéristiques qui s’opposent, alors
gu’ils incluent chacun des techniques utilisant des moustiques GM : les techniques auto-limitées
(qui ont des effets limités dans I’espace et le temps a moins d’étre entretenues) d’une part, et les
techniques auto-entretenues (dont les effets se répandent dans I’espace et durent dans le temps,
sans nécessiter d’intervention de maintenance) d’autre part, sachant qu’il existe un continuum bi-
dimensionnel (selon le temps et I'espace) de techniques entre ces deux extrémes (voir section
4.3.2). La technique RIDL fait partie des techniques auto-limitées, comme la technique TIS et Tll et
la plupart des techniques classiques de lutte antivectorielle (a part les modifications physiques
définitives et certaines techniques de biocontrole caractérisées par une persistance sur le terrain).
Les techniques de FG font partie des techniques auto-entretenues, ainsi que, a des degrés variables
selon la souche de Wolbachia utilisée, la technique de propagation d’IP via Wolbachia.

Ainsi, les techniques auto-limitées (dont la technique RIDL) partagent :

- la propriété d’avoir des effets limités dans I’espace et le temps a moins d’étre entretenues,
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- l'avantage d’étre maitrisables et adaptables selon les résultats de surveillance,
- linconvénient de nécessiter une maintenance contraignante sur le long terme.

A l'inverse, les techniques auto-entretenues (dont les techniques de FG) partagent :

- la propriété d’avoir des effets qui se répandent (plus ou moins) dans I’espace et durent
dans le temps,

- Il'avantage de ne pas nécessiter de maintenance et de grosses infrastructures,

- linconvénient d’étre tres peu flexibles, voire théoriquement incontrdlables dans
I’éventualité ou la propagation de Wolbachia ou de la cassette de forcage génétique
considérée ne rencontrerait pas d’obstacles.

Ces caractéristiques peuvent varier pour une technique donnée selon la stratégie de lutte dans
laquelle elle est employée (réduction vs élimination), ou selon les propriétés des souches de
Wolbachia utilisées.

Les aspects évolutifs des techniques, en termes de pertes d’efficacité avec le temps (1) par
développement de résistance au mode d’action des techniques, (2) par développement de
résistance comportementale, ou (3) par dérive fonctionnelle, et leurs conséquences en termes de
risques environnementaux et sanitaires, sont moins aisés a récapituler en termes d’ensembles de
techniques car ils dépendent des mécanismes précis de fonctionnement de chaque technique.

On peut toutefois souligner deux nouveaux ensembles de techniques dont les caractéristiques
s’opposent en termes de développement de résistance, alors qu’ils incluent chacun des techniques
utilisant des moustiques GM : les techniques fonctionnant par le biais d’une cible génétique sont
propices a un développement de résistance au mode d’action des techniques. Elles incluent
certains biocides et les techniques de forcage génétique. Ce n’est pas le cas des autres techniques,
incluant la technique RIDL, mais aussi la TIS, la Tll, la propagation de I'IP via Wolbachia et les
autres techniques classiques de lutte, qui ont des mécanismes d’action n’impliquant pas de cible
génétique, ou impliquant des cibles trop nombreuses pour permettre un tel développement de
résistance.

A l'inverse, d’aprés les caractéristiques propres a chaque technique, le développement d’une
résistance comportementale est concevable pour la technique RIDL et les techniques utilisant
Wolbachia, peu probable pour les techniques de FG. Enfin, les risques de dérive fonctionnelle sont
plausibles pour RIDL et les techniques de FG, ainsi que pour les techniques utilisant Wolbachia. La
technique TIS se distingue notablement des autres techniques de lutte par le fait qu’elle ne semble
propice a aucune perte d’efficacité dans le temps.

Ainsi, cette analyse montre que pour la majorité des points considérés, les techniques utilisant des
moustiques GM ne présentent pas de caractéristiques communes propres a leur caractére GM,
mais se rapprochent différentiellement d’autres techniques de lutte selon les aspects considérés.
L’analyse des intéréts et des limites (incluant les risques) de ces techniques sera donc également
en partie valable pour des techniques n’utilisant pas nécessairement de moustiques GM.

Au-dela de ces points communs, les techniques de forcage génétique présentent des
caractéristiques propres, qui ne se retrouvent chez aucune autre technique, associées aux
propriétés invasives du systeme CRISPR-Cas9 utilisé dans une configuration ad hoc. Si les limites
techniques associées aux exemples d’application développés a ce jour permettent d’anticiper une
interruption de la propagation des cassettes de forgage génétique, I'évaluation de futures
applications devra prendre en compte le potentiel invasif particulier de ces techniques, et les
incertitudes associées a leur évolution sur le terrain. Le chapitre suivant traite des critéres
d’évaluation des risques des moustiques GM, et permettra de répondre, entre autres, a la question
de I'adéquation du cadre actuel d’évaluation des risques aux spécificités des techniques de forgage
génétique.
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5. Critéeres d’évaluation des risques des moustiques génétiquement
modifiés

La saisine demande spécifiquement au HCB de préciser « les critéres applicables pour I'évaluation
sanitaire et environnementale de ces insectes au niveau international, européen et national (y
compris DROM-COM) », « ces insectes » se référant a des moustiques génétiquement modifiés.

Pour répondre a cette demande, il est nécessaire de se pencher au préalable sur la réglementation
applicable a la dissémination d’OGM dans les différents territoires concernés. Considérant I'ampleur
de la demande, le CS s’est plus particulierement intéressé aux différents territoires frangais,
métropolitain et ultramarins, dont les différents statuts conduisent a faire référence a la législation
européenne et internationale.

5.1. Remarques préliminaires concernant la réglementation des moustiques GM

5.1.1. Réglementation applicable aux territoires francais

La réglementation de I'Union européenne s’applique en métropole et aux régions dites ultra-
périphériques, soit directement, soit aprés transposition réglementaire. Les régions ultra-
périphériques (RUP) sont les territoires de I’'Union européenne situés hors du « continent »
européen. Les RUP francaises regroupent I'ensemble des Départements - Régions d’Outre-Mer
(DROM : Guadeloupe, Guyane, Martinique, La Réunion, Mayotte) ainsi que la collectivité d’outre-mer
(COM) Saint-Martin. La réglementation applicable aux autres territoires d’outre-mer est définie
localement. Le sujet de leur réglementation fait I'objet d’'un développement dans le rapport du GT du
CEES.

Par ailleurs, la France et I’'Union européenne font partie des signataires du Protocole de Cartagena
sur la prévention des risques biotechnologiques relatif a la Convention sur la diversité biologique, qui
définit notamment les mesures applicables aux mouvements transfrontieres des « organismes
vivants modifiés » (OVM, terminologie du protocole de Cartagena correspondant a la notion d’'OGM,
a quelques nuances de définitions réglementaires pres, voir Annexes 13 et 14). Les territoires francais
qui ne font pas partie de I'Union européenne devront donc au moins appliquer le Protocole de
Cartagena.

5.1.2. Réglementation applicable aux techniques de lutte antivectorielle utilisant des
moustiques GM

L'utilisation de moustiques génétiqguement modifiés dans I'environnement est réglementée par la
directive 2001/18/CE, du moins quand leur statut d'OGM ne préte pas a confusion par rapport aux
définitions de cette directive, par exemple s’ils sont transgéniques. Certaines techniques de
modification génétique applicables aux moustiques font partie des techniques dont I'encadrement
réglementaire est actuellement débattu a la Commission européenne (mutagenése ciblée par
CRISPR-Cas9). Par ailleurs, les modifications génétiques qui résultent en un forcage génétique
souléevent des questions radicalement nouvelles en termes de risques. L’élaboration d’une
réglementation spécifique au forcage génétique fait I'objet de discussions au niveau international.

5.2. Proposition de critéres d’évaluation des risques des moustiques GM

Pour définir des « criteres applicables pour I'évaluation environnementale et sanitaire » de
I'utilisation des moustiques GM en lutte antivectorielle, la démarche suivie a été de considérer les
criteres d’évaluation applicables a la dissémination d’OGM dans I’environnement selon la directive
2001/18/CE et le Protocole de Cartagena, en réfléchissant aux deux questions suivantes :

(1) quelles réalités ces criteres permettent-ils de prendre en compte concernant les risques
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associés aux moustiques GM ?

(2) ces critéres sont-ils suffisants pour évaluer les risques associés aux moustiques considérés, et
si non, lesquels devraient étre ajoutés a priori ?

5.2.1. Principes applicables selon la directive 2001/18/CE

by

Principes applicables a [I'évaluation des risques pour I'environnement selon la Directive
2001/18/CE, Annexe Il :

1. Principe de I’évaluation au cas par cas

2. Principe de la comparaison a un équivalent non GM

3. Etapes de I'évaluation des risques : identification des caractéristiques pouvant avoir un effet
négatif, leurs conséquences potentielles, la probabilit¢é que chaque effet se produise,
I’estimation des risques (la probabilité que I'effet se réalise et I'ampleur des conséquences, s’il
se réalise), et la définition de stratégies de gestion des risques, le cas échéant

4. Informations a établir, le cas échéant (« as appropriate », c.-a-d. si nécessaire et pertinent), pour
aider a conclure sur le risque environnemental de la dissémination d’un OGM autre qu’une
plante supérieure (Annexe I, D.1) :

i.  Persistance et caractére envahissant
ii.  Avantages et désavantages sélectifs
iii.  Possibilité de transfert de génes a d’autres espéces
iv.  Interactions avec les organismes cibles et incidences potentielles sur I’environnement
v. Interactions avec les organismes non-cibles et incidences potentielles sur I’environnement
vi.  Effets sur la santé humaine
vii.  Effets sur la santé animale
viii.  Effets sur les processus biogéochimiques

ix. Incidences sur ’environnement des techniques utilisées pour la gestion de 'OGM

Concernant la dimension sanitaire de la question, il est a noter que les critéres applicables pour
I’évaluation sanitaire des OGM qui ne sont pas destinés a des fins alimentaires sont inclus dans les
critéres d’évaluation environnementale de la directive 2001/18/CE.

L’évaluation des risques a réaliser aux fins du Protocole de Cartagena (Annexe Ill) suit les mémes
grands principes que la directive 2001/18/CE ; les critéres particuliers ne sont pas précisés, méme si
les points a examiner sont indiqués (les organismes récepteur, donneur, l'insert, etc.). Les critéres
listés par la directive 2001/18/CE ont donc été considérés comme base de réflexion.

5.2.2. Déclinaison des critéres de la directive 2001/18/CE pour une utilisation de moustiques
GM en lutte antivectorielle

Saisie par la Commission européenne, I'EFSA a établi en 2013 un document d’orientation pour
I’évaluation des risques associés a la dissémination d’animaux GM dans I’'Union européenne sur le
fondement de la directive 2001/18/CE, incluant une section sur les moustiques GM (EFSA, 2013). Par
ailleurs, conformément aux dispositions du Protocole de Cartagena sur la prévention des risques
biotechnologiques, des critéres d’évaluation des moustiques vivants modifiés ont été définis par la
Convention sur la diversité biologique dans ses directives pour I'évaluation des risques posés par les
organismes vivants modifiés (BCH, 2012). Ces rapports ont été pris en compte pour la rédaction de
cette partie.
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Concernant les principes d’évaluation énoncés dans la directive 2001/18/CE, le principe de
I’évaluation au cas par cas reste entierement pertinent pour I'utilisation de moustiques GM dans
le cadre de la lutte antivectorielle et permettra notamment de considérer :

- I'objectif et la méthode de lutte antivectorielle,
- les caractéristiques bio-écologiques de I'espéce des moustiques ciblés,

- les caractéristiques moléculaires, génétiques, phénotypiques des moustiques reldchés et de
leur descendance éventuelle, ainsi que leur impact, intentionnel ou non intentionnel, sur
I’écosysteme,

- les milieux récepteurs visés, I'échelle considérée, les barrieres naturelles ou artificielles qui
pourraient éventuellement limiter la dispersion d’une population de moustiques.

Le principe de la comparaison a un équivalent non GM est également pertinent, et permettra de
prendre en compte, comme comparateurs, non seulement la lignée parentale non GM du
moustique modifié, mais aussi le moustique ciblé dans la zone destinée a la dissémination.
L'approche comparative de I'évaluation des risques devra ensuite étre adaptée aux contextes et
objectifs particuliers des différents types de techniques de lutte antivectorielle :

i. dans le cas d’un objectif de réduction de population, I'impact des moustiques GM stériles
ou stérilisants pourra étre comparé a ceux d’autres méthodes de lutte visant la réduction,
comme la lutte chimique ou biologique, ou certaines méthodes de lutte physique et
environnementale ;

ii. dans le cas d’un objectif de modification de population, I'impact associé a la nouvelle
population de moustiques GM pourra étre comparé a celui du moustique ciblé associé a
son régime de gestion usuel, dans chaque milieu ol la nouvelle population est susceptible
de s’installer.

Les étapes classiques d’évaluation des risques sont également pertinentes a suivre pour
I’évaluation des moustiques GM. L’analyse des caractéristiques génétiques et moléculaires des
moustiques GM pourra classiquement inclure I'analyse de la construction génétique et la
méthode de modification, le nombre de sites d’insertion et de copies du/des transgéne(s), la
structure et la séquence de l'insert, les régions flanquantes, I'analyse bioinformatique des ORFs®,
la stabilité et I'héritabilité du/des transgéne(s) et du/des caractére(s) associé(s), ainsi que
I'expression du/des transgéne(s), en précisant si de nouvelles protéines sont présentes dans la
salive des moustiques. Pour les approches de forcage génétique, des vérifications
supplémentaires s’imposent: il s’agit notamment d’examiner la version de I’endonucléase
utilisée et la spécificité des gRNA employés sur le génome de I'espece-cible pour évaluer la
probabilité de mutations collatérales et, le cas échéant, pouvoir estimer les conséquences
associées ; il s’agit aussi d’examiner si les gRNA pourraient reconnaitre des séquences dans le
génome d’autres (sous-)especes non-cibles en cas d’interfertilité. Les analyses comparatives
incluront en particulier la comparaison de la sensibilité des moustiques GM a différents agents
pathogénes et la compétence vectorielle associée, a celles des moustiques non GM et des
moustiques ciblés dans la zone destinée a la dissémination.

Les critéres listés dans la directive 2001/18/CE permettent de prendre en compte les aspects
suivants de I’évaluation des risques de l'utilisation de moustiques GM dans le cadre de la lutte
antivectorielle, étant entendu qu’ils devront étre affinés au cas par cas des dossiers :

i. Persistance et caractére envahissant

8 ORF (Open Reading Frame) : cadre ouvert de lecture, détecté par des programmes bioinformatiques, correspondant a une séquence
d’ADN qui peut coder, si elle est préalablement transcrite, un peptide ou une protéine.
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La persistance et le caractére envahissant des moustiques GM relachés et de leur éventuelle
descendance au sein de la méme espéce ou avec une (sous-)espece interfertile, le cas
échéant, témoignent de la dissémination des modifications génétiques. Peuvent étre
considérés ici les points suivants :

o les caractéristiques bio-écologiques de I'espece de moustiques relachés (et ciblés) et
I'impact de la modification sur ces caractéristiques :
= |a biogéographie de I'espéce et I'impact potentiel de la modification,
= |e potentiel de survie, multiplication et dispersion de I'espéce et I'impact

potentiel de la modification.

Les spécificités de la zone de dissémination ciblée et les barrieres naturelles ou artificielles
éventuelles considérant la bio-écologie de I'espéce ciblée peuvent étre prises en compte
dans cette analyse.

o la possibilité de transfert vertical de genes :

= au sein de la méme espéce (et considérer I'impact de la modification sur la
biologie reproductive),

= avec des (sous-)especes interfertiles: considérer I'isolement reproductif de
I’'espece de moustique ciblée et I'impact éventuel de la modification.

Les caractéristiques de persistance et de caractere envahissant ne sont pas considérées
comme des risques en tant que tels: leurs conséquences en termes de risques pour
I’environnement devront étre évaluées.

ii. Avantages et désavantages sélectifs

L'impact (avantage ou désavantage sélectif) conféré par la modification sur le moustique GM
est évalué pour chaque parametre considéré dans la liste de critéres.

Possibilité de transfert horizontal de génes

Ce critere permet de prendre en compte les possibilités de transfert des transgenes a des
organismes de l'environnement autres que ceux de la descendance des moustiques GM
relachés. Peuvent étre considérés ici les points suivants :

o le transfert de transgenes a d’autres insectes, incluant d’autres especes de moustiques
(non compatibles sexuellement),

o le transfert de transgénes aux microorganismes du microbiote du moustique ou de
I’environnement.

Cette analyse devra prendre en compte :

o les caractéristiques moléculaires des transgenes, incluant la présence d’éventuels
éléments mobiles ou la présence d’homologies a des genes bactériens,

o des mécanismes plausibles de transfert horizontal, via des intermédiaires biologiques
entre insectes ou par recombinaison homologue chez des bactéries,

o I'exposition, aux moustiques GM, des organismes receveurs potentiels.

Si la possibilité d’un transfert horizontal de transgenes est identifiée, les conséquences sur
I’environnement et la santé doivent ensuite étre évaluées, en prenant en compte :

o la possibilité de transfert vertical ultérieur dans la descendance de I'organisme receveur,
c.-a-d. la possibilité que le transfert horizontal atteigne les cellules germinales de
I'organisme receveur,
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iv.

V.

o la possibilité de persistance chez des bactéries receveuses, c.-a-d. la possibilité que le
transgene transféré ne confere pas de désavantage sélectif a ces bactéries,

o la possibilité d’expression des transgenes chez les organismes receveurs (ex : spécificité
d’action d’'un mécanisme de forcage génétique, spécificité des promoteurs, usage de
codons, présence d’introns...),

o la prévalence du caractéere dans les organismes receveurs et dans I’'environnement
receveur.

Interactions avec les organismes cibles et incidences potentielles sur 'environnement

Les organismes cibles pouvant étre définis ici comme les moustiques visés par la lutte
antivectorielle mise en ceuvre via des moustiques GM et, indirectement, les agents
pathogénes qu’ils transmettent, les points suivants peuvent étre considérés dans cette
section :

o les conséquences de la dissémination des moustiques GM sur la population des cibles :

= en cas de lacher accomplissant 'objectif recherché (réduction, élimination ou
modification d’une population voire éradication d’une espéce),

= en cas de dérive génétique dans la population de moustiques GM relachés,
= en cas de lacher non intentionnel de femelles,

o le risque, pour les non-cibles, découlant d’'une modification ou de la réduction
intentionnelle de la population des cibles (ce point est développé dans les interactions
avec les organismes non-cibles),

o lerisque de développement, chez les moustiques et les pathogénes cibles, de résistance
au mécanisme de lutte antivectorielle mis en ceuvre, que I'objectif soit une modification
ou une réduction de population. Cette éventualité conduirait a une perte de I'efficacité
de la technique de lutte mise en ceuvre, dont les conséquences éventuelles sur
I’environnement devront étre évaluées.

Interactions avec les organismes non-cibles et incidences potentielles sur I'environnement

Les organismes non-cibles couvrent tous les organismes autres que les cibles intentionnelles
de I'action des moustiques GM. Peuvent étre considérés ici les points suivants :

o l'impact indirect des moustiques GM via le réseau trophique sur les proies et prédateurs
directs et indirects des organismes cibles, en cas de leur modification en une population
non équivalente, ou de la réduction ou élimination de leur population (voire éradication
de leur espece), et les conséquences potentielles sur les services écosystémiques
(pollinisation, lutte biologique...) éventuellement associés. Cette analyse doit notamment
considérer :

= si les moustiques cibles sont autochtones ou allochtones invasifs, I’élimination
locale d’'une espéce invasive pouvant éventuellement conduire a un retour a un
état de I'écosystéme prévalant avant son introduction,

= ¢’il existe des prédateurs spécialistes des cibles dans la zone ciblée par la lutte
antivectorielle,

= <’il existe des prédateurs non spécialistes des cibles, mais dont la survie dépend
temporairement des cibles (par exemple en saison humide), dans la zone ciblée
par la lutte antivectorielle,

= sile milieu ciblé est naturel ou fortement anthropisé ou urbanisé,

= sjl'effet recherché ou provoqué est temporaire ou permanent,
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vi.

O

O

I'impact associé a une écotoxicité potentielle des moustiques GM et de leur éventuelle
descendance pour des organismes non-cibles,

le risque de remplacement non intentionnel de la population cible, si sa niche écologique
est rendue partiellement ou totalement vacante par la lutte antivectorielle, par une
population non équivalente, et les conséquences associées (ex. : émergence de vecteurs
secondaires potentiellement préjudiciables),

I'impact sur les populations d’éventuels hotes des pathogenes vectorisés par les cibles.

Effets sur la santé humaine et animale

Considérant la spécificité des moustiques en tant qu’insectes nuisants et vecteurs d’agents
pathogénes responsables de maladie, les éléments particuliers suivants peuvent étre
considérés dans cette section :

@)

I'impact de la modification génétique sur la nuisance des moustiques relachés et de leur
éventuelle descendance par rapport a la nuisance de leurs cibles sauvages locales, pour
les hommes et les animaux,

I'impact de la modification génétique sur la compétence vectorielle des moustiques
relachés et de leur éventuelle descendance par rapport a la compétence vectorielle de
leurs cibles sauvages locales pour différents agents pathogenes,

le risque de sélection de nouvelles souches de pathogenes que les moustiques GM
seraient capables de transmettre et qui seraient plus virulentes que les souches
initialement ciblées, en conséquence de la pression de sélection exercée par la technique
appliquée,

le risque d’augmentation de la population de femelles piqueuses, plus ou moins vectrices
et plus ou moins fertiles, dans I’environnement, suite a un lacher non intentionnel de
femelles dans le cadre d’une stratégie nécessitant un lacher exclusif de males et ses
conséquences,

le risque d'une perte d’efficacité de la technique de lutte antivectorielle, et ses
éventuelles conséquences en termes de risque pour la santé,

le risque d’introduction de nouveaux agents pathogenes dans I'environnement en
conséquence de lachers (intentionnels ou non intentionnels) de moustiques femelles
infectés au cours de I'élevage,

le risque indirect de perte d'immunité d’une population en cas de réduction d’incidence
d’une maladie causée par un pathogene transmis par les moustiques cibles.

D’autres risques classiques pour la santé peuvent étre considérés, notamment :

@)

le risque de toxicité des moustiques GM et de leur éventuelle descendance par rapport a
leurs comparateurs non GM pour leurs prédateurs ou pour les hommes, par des voies
d’exposition plausibles (ex : piglre ou inhalation involontaire),

le risque d’allergénicité associée a des moustiques GM et a leur éventuelle descendance
par rapport a leurs comparateurs non GM en cas de piqlre de leurs hbtes ou via
I’exposition des employés travaillant dans les élevages de production de ces moustiques
GM.

Effets sur les processus biogéochimiques

Les microorganismes impliqués dans les processus biogéochimiques peuvent étre considérés
et traités comme des organismes non-cibles (voir critére ci-dessus). Peuvent également étre
considérés les points spécifiques suivants :
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o la contribution accrue ou moindre des insectes, a leur mort, a la décomposition de la
matiére organique dans le sol et I'eau,

o la possibilité d’un impact sur la composition de la microflore du sol,

o la possibilité d’'un impact de I’élimination d’une population de moustiques cibles sur
I’équilibre microbiotique de son habitat (notamment au niveau larvaire dans le cas des
especes endémiques).

viii. Incidences sur I’environnement des techniques utilisées pour la gestion de 'OGM

L'impact sur I'environnement des techniques de gestion requises par les techniques de lutte
antivectorielle via I'utilisation de moustiques GM pourra étre comparé a l'impact sur
I'environnement des techniques de gestion requises par les techniques de lutte
antivectorielle usuelles qu’elles sont destinées a compléter/remplacer.

5.2.3. Analyse et conclusion

Ces critéres sont-ils suffisants pour évaluer les risques associés aux moustiques considérés, et si non,
lesquels devraient étre ajoutés a priori ?

Si chaque nouveau dossier doit étre évalué au cas par cas, le CS du HCB, suite a I'analyse du groupe
de travail, n’identifie a priori pas de risque particulier pour I’'environnement qui ne puisse étre
couvert par les critéres généraux listés dans la directive 2001/18/CE. Par ailleurs, indépendamment
des critéres définis par la directive 2001/18/CE, développés par I'EFSA dans son document
d’orientation sus-mentionné (EFSA, 2013), et des criteres d’évaluation définis conformément aux
dispositions du Protocole de Cartagena par la Convention sur la diversité biologique dans ses
directives pour I'évaluation des risques également sus-mentionnées (BCH, 2012), 'OMS a publié un
rapport de recommandations pour I’évaluation des moustiques génétiguement modifiés incluant une
section sur I’évaluation des risques (WHO, 2014). Selon les membres du groupe de travail, ce rapport
n’inclut pas de criteres d’évaluation des risques pour I'environnement qui ne soient couverts par la
directive 2001/18/CE®.

Si les criteres généraux d’évaluation des risques conviennent, le CS du HCB, aprés le groupe de
travail, souligne toutefois des éléments radicalement nouveaux apportés par le forcage génétique,
considérant le caractére intentionnellement invasif de la modification recherchée, qui a le potentiel
théorique d’atteindre tous les individus d’une espece dans lI'environnement, que ce soit pour
I’éradiquer ou la modifier. Par dessein, la dissémination n’est plus limitée dans le temps ou I'espace.
L’évaluation des risques associés au forcage génétique devra donc étre adaptée a ce changement
d’échelle et d’objectifs. La gestion des risques associée devra également étre adaptée. Il est rappelé
gu’aucune technique de forgage génétique n’a encore atteint le stade d’aboutissement technique
permettant d’envisager une dissémination dans I’'environnement — les discussions en sont plutét au
stade des bonnes pratiques de recherche en milieu confiné, eu égard aux précautions a prendre pour
éviter qu’une cassette de forcage génétique ne se dissémine non intentionnellement dans
I’environnement. Des techniques capables de contrer ou limiter le forcage génétique, également en
cours de développement, pourraient permettre d’éviter une dissémination éventuellement non
souhaitable d’un tel systeme de modification de population.

En réponse a la question posée dans la saisine, on peut donc conclure que les critéres listés dans la
directive 2001/18/CE, réglementairement applicables a [I’évaluation des risques pour
I’'environnement associés a une dissémination de moustiques GM dans I’'Union européenne, sont
scientifiquement pertinents et a priori suffisants pour I’évaluation des risques associés a
I'utilisation de moustiques GM dans le cadre de la lutte antivectorielle. Une déclinaison

particuliere, comme prévu par 'approche au cas par cas de la directive, devra étre effectuée pour

® On note que I'évaluation préconisée par le rapport de 'OMS prend en compte les bénéfices en plus des risques.
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I’évaluation des risques associés aux techniques de forgage génétique, qui pourrait faire I'objet d’un
rapport plus approfondi.

Par ailleurs, au-dela de cette question sur les critéres d’évaluation des risques posée par la saisine, on
note que la possibilité de dissémination transfrontaliere de moustiques GM pose un probléeme en
matiére de gestion. En effet, les mouvements transfrontaliers intentionnels et non intentionnels
d’organismes vivants modifiés doivent actuellement étre notifiés sur le fondement du Protocole de
Cartagena, chaque partie (ou signataire du Protocole) étant tenue de prendre des mesures
appropriées pour empécher les mouvements transfrontaliers non intentionnels. Ceci étant
difficilement réalisable pour des moustiques GM capables de propager une modification, cette
question devrait étre traitée au niveau international et susciter une harmonisation réglementaire
supranationale.

5.3. Prolongement de la réflexion aux autres techniques de lutte émergentes

La TIS ne semble pas réglementée au niveau européen®. En |'occurrence, le lacher de moustiques
stérilisés par irradiation réalisé en Italie (Bellini et al., 2013) n’a pas nécessité d’autorisation ou
d’évaluation de risques préalable (Bellini, communication personnelle). La publication
correspondante fait référence aux normes internationales pour les mesures phytosanitaires de la
FAO et de la Convention internationale pour la protection des végétaux, dans le cadre desquelles le
lacher d’insectes stériles est traité dans les directives pour I'exportation, I'expédition, I'importation
et le lacher d’agents de lutte biologique et autres organismes utiles (Bellini et al., 2013; FAO, 2016).
Les moustiques stérilisés par irradiation seraient donc considérés comme des agents de lutte
biologique et la TIS s’apparenterait a du biocontréle. La réglementation ad hoc au niveau francais
serait a clarifier.

Enfin, la question du statut réglementaire des insectes artificiellement infectés par Wolbachia n’a pas
encore été soulevée dans I'Union européenne car aucune demande de dissémination n’y a été
soumise a ce jour. |l est possible que, selon les définitions réglementaires de la directive 2001/18/CE,
un moustique infecté de maniére artificielle (transinfecté) par une bactérie endocellulaire puisse étre
considéré comme génétiquement modifié. Dans ce cas, I'utilisation de tels moustiques pourrait soit
étre soumise aux exigences réglementaires correspondantes, soit étre exemptée du champ
d’application de la directive apres réflexion et décision au niveau communautaire. Il est également
possible qu’une analyse juridique conclue a un statut de biocide pour Wolbachia utilisé ainsi en lutte
antivectorielle. On note qu’au niveau international, I'utilisation de ces moustiques n’a pas été
considérée comme relevant du champ d’application du Protocole de Cartagena a ce jour en raison de
I'interprétation de la définition des OVM (Marshall, 2011). Il est intéressant de noter que Wolbachia
est réglementée en tant que biopesticide aux Etats-Unis (Dobson et al., 2016) et en tant que
substance vétérinaire en Australie (De Barro et al., 2011; Dobson et al., 2016).

Quel que soit le statut réglementaire des insectes artificiellement infectés par des bactéries
Wolbachia dans I’'Union européenne®, le CS estime qu’une évaluation selon des criteres adaptés de
la directive 2001/18/CE pourrait étre réalisée de facon pertinente.

8 Selon la directive 2001/18/CE, les moustiques reldchés dans le cadre d’une stratégie de TIS classique sont stériles, et en tant que tels, ils
ne correspondent pas a la définition réglementaire d’'un organisme et donc d’'un OGM. Quant aux éventuels moustiques irradiés qui
auraient conservé leur fertilité, ils sont considérés OGM car leur matériel génétique a été modifié d’une maniére qui ne s’effectue pas
naturellement par multiplication et/ou par recombinaison naturelle ; ils sont cependant exemptés de I'application de la directive en tant
que produits de mutageneése qui n’ont pas impliqué I'utilisation de molécules d’acide nucléique recombinant.

® | e HCB a interrogé la Commission européenne sur le sujet dans un courrier datant du 2 juin 2016.
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6. Intéréts et limites de ['utilisation des moustiques génétiquement
modifiés en France

La question n° 4 de la saisine demande d’ « indiquer quels pourraient étre les bénéfices et les risques
de l'utilisation des moustiques GM pour la France, y compris les DROM-COM, notamment d’un point
de vue socio-économique et éthique ». Le CS se propose de souligner ici les intéréts et les limites de
I'utilisation des moustiques GM concernant les aspects scientifiques et techniques.

L'analyse des spécificités des techniques utilisant les moustiques GM par rapport aux autres
techniques de lutte antivectorielle (chapitre 4) permet d’en identifier les intéréts et limites, en
termes d’objectifs visés, de potentiel d’efficacité et de durabilité, de contraintes techniques et de
risques pour l'environnement et la santé. Plutét que de reprendre I'analyse exhaustive des
caractéristiques développées dans les chapitres précédents, on en soulignera ici les points saillants.

6.1. Intéréts et limites de la technique RIDL d’Oxitec

On rappelle que le HCB n’a pas été formellement saisi d’une évaluation des risques associés a la
dissémination volontaire de moustiques RIDL. Aucun dossier ne lui a été soumis. Les éléments
développés ici sont d’ordre indicatif et général.

La technique RIDL est une variante de la technique de I'insecte stérile classique visant la réduction ou
I’élimination locale d’une population de moustiques. Les intéréts et limites de la technique sont
discutés relativement aux caractéristiques des techniques permettant d’atteindre les mémes
objectifs, incluant des techniques existantes de lutte antivectorielle et d’autres techniques
émergentes impliquant des lachers de moustiques stériles ou stérilisants sans propriété de forcage
génétique, a savoir les techniques TIS et TII.

La technique RIDL est basée sur des lachers de moustiques d’une lignée transgénique stable et bien
caractérisée, avec un mécanisme de létalité dominante induite bien défini. Pour comparaison, la
technique TIS est basée sur des lachers d’une diversité de moustiques stérilisés par irradiation ; la
technique TII est basée sur des lachers de moustiques de lignées transinfectées avec Wolbachia,
stérilisants du fait de la propriété d’'incompatibilité cytoplasmique conférée par la bactérie.

Pertinence de I'objectif visé pour les territoires francais

La lignée OX513A, seule lignée développée aujourd’hui a un niveau opérationnel en application a la
technique RIDL d’Oxitec, est une lignée d’Ae. aegypti, vecteur de nombreux arbovirus dont les virus
de la dengue, chikungunya, Zika et la fievre jaune. Cette espece de moustiques n’est pas présente en
métropole. Les territoires francais qui pourraient bénéficier d’une lutte antivectorielle contre Ae.
aegypti sont les Antilles francaises, la Guyane francaise, la Nouvelle Calédonie, la Polynésie francgaise
et Wallis-et-Futuna (en vecteur secondaire a Ae. polynesiensis), ainsi que Mayotte et La Réunion. La
présence concomitante d’Ae. albopictus sur ces deux derniers territoires incite toutefois a s’assurer
de pouvoir mettre en ceuvre, simultanément a la lutte ciblée contre Ae. aegypti, un moyen de lutte
aussi efficace contre Ae. albopictus, pour éviter le remplacement d’Ae. aegypti par Ae. albopictus.
L'hypothese du remplacement d’Ae. aegypti par Ae. polynesiensis pourrait aussi étre considérée en
amont d’une application de la technique RIDL en Polynésie frangaise ou a Wallis-et-Futuna.

Pour comparaison, la technique TIS n’est pas limitée par une lignée spécifique d’une espece donnée
de moustiques. Elle pourrait théoriquement étre mise en ceuvre pour toute espéce de moustiques
locaux, incluant les moustiques d’Ae. albopictus présents sur le territoire métropolitain, ou des
anophéles vecteurs de paludisme et de filaires présents sur certains territoires d’outre-mer comme
Mayotte. Concernant la technique TII, des lignées de moustiques transinfectées avec différentes
souches de Wolbachia ont été développées pour Ae. aegypti, mais également Ae. albopictus et Ae.
polynesiensis, avec notamment des essais prometteurs réalisés sur Ae. polynesiensis en Polynésie
francaise.
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Aptitudes de la technigue et conséquences

La technique RIDL, comme les techniques TIS et TIl, peut viser deux objectifs différents : un objectif
de réduction de la densité d’une population de vecteurs, et un objectif d’élimination d’une
population de vecteurs. Si le premier objectif peut étre réalisé par des techniques existantes, ce n’est
pas le cas du second. En matiere de lutte contre les maladies vectorielles, I'élimination peut étre
préférable en ce qu’elle est plus durable, selon I'isolement de la zone d’intervention. Elle engendrera
toutefois un risque éventuellement plus important pour I'environnement, selon le réle de I'espece
ciblée dans I'écosysteme. Le risque de remplacement non intentionnel par un autre vecteur sera
accru. Les populations de la région traitée pourraient devenir plus sensibles a de nouvelles épidémies
suite a une perte d’'immunité, risque qui serait toutefois a considérer a I'aune du bénéfice obtenu par
la disparition de la maladie pour un temps.

Spécificité d’action et conséquences en termes de risques et d’efficacité de la lutte antivectorielle

La technique RIDL, comme les techniques TIS et Tll et toutes les techniques qui fonctionnent par le
biais d’'un accouplement entre moustiques relachés et moustiques cibles sauvages, a une spécificité
d’action directe qui ne dépasse pas I'espece concernée et d’éventuelles especes interfertiles. Ae.
aegypti se caractérise par une forte barriere reproductive. Aucune autre espece de moustiques n’est
connue pour étre sexuellement compatible avec elle. La lignée RIDL OX513A ciblera donc
spécifiquement la réduction ou I'élimination des populations de moustiques Ae. aegypti, sans impact
direct sur d’autres organismes de |'environnement ou sur la santé humaine. Ceci est a mettre en
regard de l'impact variable, mais généralement plus important, des autres techniques de lutte sur
I’environnement et la santé. Par exemple, la deltaméthrine, qui est I'insecticide adulticide le plus
utilisé pour lutter contre les moustiques en France, a un mode d’action non sélectif. Elle présente
une toxicité tres élevée pour les organismes aquatiques ainsi que les abeilles et les pollinisateurs, ce
qui conduit a de fortes restrictions et précautions d’utilisation.

Toutefois, si la spécificité d’action d’une technique de lutte antivectorielle permet de réduire son
impact sur I’environnement, elle ne va pas nécessairement dans le sens de I'efficacité de la lutte vis-
a-vis d’'une maladie : une trop grande spécificité peut étre préjudiciable a I'efficacité de la lutte vis-a-
vis d’'une maladie. En I'occurrence, de nombreux virus transmis par Ae. aegypti le sont également par
Ae. albopictus et Ae. polynesiensis. Dans les régions ou ces especes coexistent, une lutte par lacher
de moustiques Ae. aegypti préservera les moustiques Ae. albopictus et Ae. polynesiensis. Une
technique supplémentaire, ciblant Ae. albopictus ou Ae. polynesiensis, devra donc lui étre associée.

Persistance et caractéere envahissant

Le transgene des moustiques OX513A ne persiste pas dans I’environnement du fait de la Iétalité qu’il
induit dans la descendance des males relachés. Les individus transgéniques faiblement disséminés du
fait de la pénétrance incompléte du trait sont bien caractérisés et n’entrainent pas de persistance du
transgéne a terme. Pour comparaison, dans le cadre de la TIS, les mutations ne persistent pas dans
I’environnement du fait de la stérilité des moustiques relachés. Les mutations aléatoires propagées
en cas de fertilité résiduelle d’individus irradiés sont inconnues ; un risque associé a leur ségrégation
dans la population est toutefois peu probable. Dans le cadre de la Tll, Wolbachia ne peut se répandre

dans la population a partir des males relachés, méme en cas de fertilité résiduelle dile a une
éventuelle IC incompléte, a moins d’un lacher accidentel de femelles.

Durabilité, pertes d’efficacité et risques associés

Alors que le risque de perte d’efficacité par développement de résistance au mode d’action des
techniques est commun chez certains biocides et en constitue I'une des limites majeures, il est
improbable chez les moustiques RIDL, comme chez les techniques TIS et TlI, car leurs modes d’action
respectifs n’impliquent pas de cible génétique. Ceci pourrait conférer un avantage significatif en
termes de durabilité de ces techniques émergentes.
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Un développement de résistance comportementale des moustiques cibles sauvages contre les
moustiques RIDL est toutefois concevable du fait de I'utilisation d’une lignée unique sur les différents
sites d’intervention, méme quand ils sont éloignés du lieu d’origine du fond génétique de la lignée. Si
le développement d’une telle résistance pourrait compromettre I'efficacité de la technique RIDL dans
une région donnée, il ne serait a priori pas associé a un risque pour I'environnement ou la santé.
Pour comparaison, les moustiques porteurs de Wolbachia utilisés dans la technique TII pourraient
également faire I'objet de résistance comportementale. Un tel développement de résistance serait
improbable contre les moustiques irradiés utilisés dans la technique TIS.

Enfin, la technique RIDL pourrait perdre sa fonctionnalité en cas de dérive génétique de tTAV. La
fonctionnalité de tTAV fait I'objet de surveillance, une inactivation serait rapidement corrigeable
dans le temps. Sur le terrain, la perte de fonction de tTAV conduirait a la survie de la descendance
des moustiques males RIDL relachés. Si aucun risque ne semble a priori associé a une éventuelle
dissémination des genes du patrimoine génétique de la souche d’élevage de RIDL et de cette cassette
dans lI'environnement, une évaluation appropriée des risques associés (compétence vectorielle,
avantage sélectif, toxicité...) devra étre faite sur la base des informations du dossier du pétitionnaire.
La technique TIl pourrait également perdre sa fonctionnalité en cas de lacher important de femelles.
Aucun mécanisme biologique de perte de fonctionnalité n’a été identifié concernant la technique TIS.

Technigue auto-limitée et conséquences

La technique RIDL, comme les techniques TIS et Tll ainsi que de nombreuses techniques existantes de
lutte, comme les biocides, est une technique dite auto-limitée, en ce que ses effets sont limités dans
I'espace et le temps a moins d’étre entretenue. De ce fait, la technique RIDL présente I'avantage
d’étre maitrisable et adaptable selon les résultats de surveillance. A I'inverse, elle sera tres lourde a
maintenir sur le long terme. On note qu’elle sera plus coliteuse dans le cadre d’'une stratégie de
réduction de population que dans le cadre d’une stratégie d’élimination de population, qui
bénéficierait d’'une mise en ceuvre plus limitée dans le temps.

Suivi - surveillance

En termes de surveillance, les moustiques RIDL portent un marqueur fluorescent associé a la cassette
génétique de létalité répressible, ce qui permet un suivi efficace des moustiques transgéniques dans
I’environnement et donne des possibilités d’adapter la mise en ceuvre de la technique. Ce dispositif
de surveillance est plus efficace que celui des moustiques TIS, qui peuvent étre couverts de poudre
fluorescente a la sortie de I'élevage. Si le marquage des moustiques TIS permet également de les
suivre et d’en moduler les lachers en conséquence, il ne permet pas de détecter leur éventuelle
descendance en cas de fertilité résiduelle, ni de distinguer les ceufs descendant des moustiques TIS
pour mesurer |'efficacité de la technique. Un marqueur moléculaire spécifique a Wolbachia peut étre
utilisé pour la TII.

Prescriptions / restrictions d’utilisation

La technique RIDL, comme les techniques TIS et Tll, nécessite plusieurs mois pour réduire voire
éliminer une population de moustiques, cette durée variant selon de nombreux paramétres comme
la zone ciblée, la densité initiale de moustiques cibles, le nombre de moustiques relachés,
I'isolement, etc. Par ailleurs, ces techniques ne sont pas efficaces a fortes densités de population de
moustiques ciblés. Elles nécessitent la réduction préalable de la densité des moustiques par
I'application des techniques classiques de lutte, réputées efficaces a fortes densités. Ainsi, la
technique RIDL, comme les autres techniques basées sur des lachers de moustiques, ne peut étre
envisagée comme solution rapide a une situation de crise ou comme solution premiere face a une
population de moustiques de forte densité. Elle devra étre intégrée a une gestion utilisant différentes
combinaisons de techniques sur la durée.
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Contraintes techniques et logistiques

D’importantes contraintes techniques d’infrastructures et de logistique sont associées aux élevages
et aux lachers de moustiques pour I'application de la technique RIDL, comme pour la TIS et la TII.
Appligquées a des fins de réduction de population, ces techniques nécessitent des élevages de masse
fonctionnels et stables sur la durée pour assurer des lachers inondatifs et récurrents (ceci serait a
nuancer quand ces mémes techniques sont utilisées a des fins d’élimination). La qualité des
conditions d’élevage est primordiale pour assurer une bonne compétitivité des moustiques relachés.
Les techniques de sexage, indispensables pour éviter de relacher des moustiques femelles
(pigqueuses, vectrices, mais sans possibilité de descendance) représentent un verrou technologique
majeur associé aux lachers de moustiques. Enfin, le contréle de la qualité du sang utilisé pour nourrir
les femelles d’élevage est essentiel en termes de prévention de risques, de fagon a éviter tout risque
d’introduction de pathogénes dans I’environnement en cas de lacher accidentel de femelles.

Risques associés a un ldcher accidentel de femelles

Les femelles RIDL sont piqueuses, vectrices mais ne peuvent avoir de descendance viable. Un lacher
accidentel de femelles pourrait entrainer un risque d’introduction de pathogenes dans
I’environnement, risque évitable par le contrdle qualité du sang fourni a I'élevage.

Pour comparaison, les femelles TIS sont également piqueuses, vectrices et stériles. Les femelles TII
sont piqueuses, moins vectrices que la TIS en cas d’'IP, et fertiles (mais stériles avec les males
sauvages en cas d’IC bi-directionnelle ou entiérement stériles en combinaison avec la TIS (TII-TIS, c.-
a-d. la TIl associée a de faibles doses d’irradiation stérilisantes), qui est 'approche préconisée par
I’AIEA en I'absence d’une technique parfaite de sexage). Un lacher de femelles fertiles dans le cadre
de la Tl pourrait de surcroit compromettre la stratégie de lutte.

Efficacité entomologique vs épidémiologique

L'intérét pour la technique RIDL est fondé sur la preuve de son efficacité, locale et ponctuelle, sur la
réduction de populations de moustiques de terrain. L'efficacité de la technique sur la transmission de
maladies vectorisées par ces moustiques, comme la dengue, Zika ou chikungunya, n’est pas encore
avérée. C'est également le cas pour la TIS et la Tll, a un stade moins avancé de développement.

Stade de développement

La technique RIDL a fait I'objet d’expérimentation de phase Ill et est en cours d’expérimentation de
phase IV. Les résultats de cette expérimentation de plus grande échelle seront critiques pour tester la
faisabilité de I'approche RIDL en conditions réelles. Pour comparaison, la TIl a fait I'objet d’essais
prometteurs a petite échelle, la TIS est moins avancée en termes de démonstration de réduction de
populations de moustiques sur le terrain mais de nombreuses expérimentations sont projetées.

Les intéréts et limites notables de la technique RIDL découlant de cette analyse sont résumés dans
I’encadré ci-apres.

En conclusion, les techniques RIDL, TIS et Tll sont des techniques voisines qui pourraient utilement
étre testées, de maniére précautionneuse et étape par étape, dans I'objectif de contribuer a la
lutte antivectorielle sur les territoires frangais, selon les vecteurs considérés, en combinaison avec
les techniques classiques actuellement utilisées. Elles permettraient notamment de réduire
I'utilisation des insecticides. Outre une réduction des risques d’exposition pour I’'Homme et
I'environnement, une moindre utilisation d’insecticides au profit de la mise en ceuvre de
techniques basées sur des lachers de moustiques préserverait leur efficacité en diminuant la
pression de sélection de résistances associées. Cela permettrait aussi de réserver I'utilisation des
insecticides a des cas spécifiques d’urgence sanitaire et d’épidémie. La technique RIDL est la plus
avancée mais ne permet pas a ce jour de lutter contre d’autres vecteurs qu’Ae. aegypti, pour
lesquels la technique TIS et la technique TII, éventuellement associée a de faibles doses
d’irradiation stérilisantes (TII-TIS), pourraient étre envisagées.
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Intéréts et limites de la technique RIDL sur I’exemple de la lignée OX513A*

Intéréts notables :
communs a RIDL, TIS et Tl (techniques de l'insecte stérile/stérilisant) par rapport aux techniques classiques :
- Impact direct minimal sur I’environnement et la santé (du fait de la spécificité d’action)

- Impact indirect sur I'écosysteme réduit par rapport a I'utilisation de biocides (I'espéce spécifiquement visée, Ae.
aegypti, étant invasive et urbaine, inféodée a des gites artificiels)

- Objectif visé : réduction, mais aussi élimination possible en situation isolée

- Durabilité : développement de résistance au mode d’action de la technique improbable (mais autres
mécanismes de pertes d’efficacité possibles pour RIDL et TII, voir limites)

commun a RIDL, TIS, Tll et FG a des fins d’élimination (techniques de réduction basées sur des Idchers de moustiques)
par rapport aux techniques de modification :

- Absence de persistance et de caractére envahissant (a part, pour RIDL, TIS et TIl, une faible proportion de
dissémination associée a une possible fertilité résiduelle, sans conséquences significatives)

commun a RIDL, TIS, Tl et la plupart des techniques classiques (techniques auto-limitées) par rapport aux techniques
auto-entretenues (FG) :

- Maitrisable et adaptable
spécifique a RIDL :

- Suivi par un marqueur moléculaire fluorescent (TII : marqueur moléculaire associé a Wolbachia ; TIS : poudre
fluorescente)

Limites notables :
communes a RIDL, TIS et Tll par rapport aux techniques classiques :
- Pas utilisable a fortes densités de populations de moustiques cibles
- Pas utilisable en urgence sanitaire
- Risque de remplacement non intentionnel de vecteur
- Nécessité de prévoir autant d’interventions que de vecteurs non interfertiles (du fait de la spécificité d’action)

- Besoin de grosses infrastructures et maintenance contraignante sur le long terme (techniques auto-limitées, a
opposer au FG, technique auto-entretenue)

- Plus efficace et plus durable en situation d’isolement de la population de moustiques ciblés
communes a RIDL et Tl :

- Risque de développement de résistance comportementale (perte d’efficacité, mais pas associé a un risque pour
I’environnement) concevable pour RIDL et TlI, peu probable pour la TIS

- Risque de dérive fonctionnelle possible pour RIDL (inactivation de la tTAV, perte d’efficacité rapidement
détectable et corrigeable, a priori pas associé a un risque mais souche a évaluer en cas de dissémination). Risque
aussi possible pour TII (lacher accidentel de femelles) mais improbable pour TIS (a moins d’un probléme avec la
source d’irradiation)

Limites liées au stade d’avancement des techniques :
communes a RIDL, TIS et Tl :
- Efficacité entomologique avérée seulement sur le court terme et a petite échelle
- Efficacité épidémiologique non encore avérée

- Technique de sexage a améliorer

86 . . . . . N N .
Les risques associés aux nouveaux produits résultant de I’expression des transgénes seront a analyser sur la base d’un dossier de
demande d’autorisation de dissémination. En I'absence de données spécifiques, le CS du HCB n’a pas considéré ce point dans cette analyse.
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6.2. Intéréts et limites du forgage génétique a des fins d’élimination de population

Les intéréts et limites du forcage génétique a des fins d’élimination de population sont discutés sur la
base de I'exemple présenté dans la section 3.3 et évalué dans le chapitre 4. Cet exemple, développé
chez I'espéce de moustique An. gambiae, principal vecteur du Plasmodium responsable du paludisme
en Afrique subsaharienne, est encore a un stade de recherche, mais a vocation a étre appliqué.
D’autres vecteurs pourront étre ciblés par la méme technique a I'avenir.

Cette technique n’a pas d’équivalent a ce jour ; elle s’apparente a une variante auto-entretenue des
techniques de l'insecte stérile. Son originalité provient de son aptitude a propager une stérilité dans
une population de moustiques cibles a partir d’'un nombre réduit de lachers de males stérilisants.

Pertinence de I'objectif visé pour les territoires francais

L’espece visée par I'application en cours de développement, An. gambiae, est présente sur un seul
territoire francais, Mayotte, ol elle est vectrice de Plasmodium et de filaires. L'espéce de moustique
An. arabiensis, encore présente a La Réunion a un niveau résiduel, pourrait également étre ciblée par
un lacher de moustiques An. gambiae du fait de leur interfertilité ; le paludisme et la filariose
lymphatique n’y ont toutefois plus été décrits depuis les années 1970. La Guyane francaise est
encore touchée par le paludisme (P. vivax), mais lI'espece vectrice, An. darlingi, n’est pas
sexuellement compatible avec An. gambiae.

Aptitudes de la technique

De par son mécanisme invasif, la technique de forcage génétique a le potentiel théorique d’éradiquer
une espece. Son utilisation dans un contexte isolé pourrait limiter I'élimination a une population
locale. A ce stade de développement technique, il est toutefois prévisible que la propagation de la
stérilité serait limitée par le développement de résistances dans la population cible, ce qui conduirait
a une simple réduction transitoire de population. Les conséquences d’une réduction ou d'une
élimination relatives au réle qu’occupe I'espece dans I'écosystéme et a son remplacement éventuel
par une autre espéece de vecteur, sont les mémes que celles décrites pour RIDL, TIS et TIl. Le forcage
génétique pose en plus la question des conséquences d’une possible éradication d’une espéce, a
évaluer a un niveau global.

Les intéréts et les limites de I'approche de forgage génétique a des fins d’élimination ont pu étre
identifiés sur la base de I'analyse développée dans les chapitres précédents.

Les intéréts incluent :
- une élimination théoriquement illimitée des moustiques vecteurs de la méme espéce,
- la possibilité de traiter une zone a grande échelle a partir d’'un nombre réduit de lachers,
- I'absence de besoin de maintenance et de grosses infrastructures d’élevage,
- la durabilité (a nuancer selon le développement de résistances),

- la spécificité d’action, limitée a I'espece ciblée, ce qui réduit les risques sur les organismes
non cibles et la santé,

- I'absence de persistance du transgene dans I'environnement,

- la possibilité de suivi par un marqueur moléculaire.

Les limites incluent :
- le manque de flexibilité et de possibilité de controle,

- le développement de résistances, prévisible au stade actuel de développement des
techniques,
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- la possibilité d’'un transfert non intentionnel d’'une cassette de forgage génétique et ses
conséquences,

- I'impact de I"élimination de populations de moustiques de I'espece ciblée sur I'écosysteme,
en particulier pour une espéce endémique en milieu naturel,

- la possibilité d’'un remplacement non intentionnel de I'espéce ciblée par une autre espéce
vectrice,

- la question de la perte de I'immunité des populations de la région ol I'espéece vectrice a été
éliminée,
- l'incapacité a répondre a une situation de crise sanitaire du fait de la durée nécessaire pour

atteindre un seuil de réduction de la population de moustiques apte a réduire la transmission
de la maladie,

I'incertitude associée a I'évolution du mécanisme de forgage génétique sur le terrain.

6.3. Intéréts et limites du forgage génétique a des fins de modification de population

Les intéréts et limites du forcage génétique a des fins de modification de population sont discutés sur
la base de I'exemple présenté dans la section 3.4 et évalué dans le chapitre 4. Cet exemple est
développé a un stade de recherche, chez le moustique An. stephensi, principal vecteur du
Plasmodium responsable du paludisme en Asie. D’autres vecteurs pourront étre ciblés par la méme
technique a I'avenir.

Y 7

A la différence des techniques précédentes, celle-ci vise a réduire la compétence vectorielle des
moustiques, sans affecter la densité de la population. La technique de propagation de I'IP via
Wolbachia vise le méme objectif et a déja fait I'objet d’expérimentations de terrain.

Pertinence de I'objectif visé pour les territoires francais

L'espéce visée par 'exemple de forcage génétique en cours de développement, An. stephensi, n’est
présente sur aucun territoire frangais. Les expérimentations de propagation de I'lP via Wolbachia
visent les moustiques Ae. aegypti. Les territoires frangais qui pourraient en bénéficier sont les mémes
gue ceux concernés par la lignée OX513A de la technique RIDL (voir 6.1).

Aptitudes de la technigue

Dans cet exemple, la technique de forcage génétique permet de propager, dans la population ciblée,
une résistance a la transmission du pathogéne, par le biais d’un transgéne qui empéche le pathogene
de se développer au sein du moustique.

Les intéréts et les limites de I'approche de forgage génétique a des fins de modification ont pu étre
identifiés sur la base de I'analyse développée dans les chapitres précédents.

Les intéréts incluent :

- la propagation dans la population cible d’un facteur héritable permettant de réduire la
compétence vectorielle des moustiques,

- Il'absence d’impact, a priori, sur la densité de la population des moustiques cibles, ce qui
réduit le risque d’impact sur I’écosystéme,

- la possibilité de traiter une zone a grande échelle a partir d’'un nombre réduit de lachers,
- I'absence de nécessité de maintenance et de grosses infrastructures d’élevage,

- la durabilité (a nuancer selon le développement de résistances),
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- la spécificité d’action, limitée a I'espece ciblée, ce qui réduit les risques sur les organismes
non cibles et la santé,

la possibilité de suivi par un marqueur moléculaire.

Les limites incluent :
- le manque de flexibilité et de possibilité de controle,

- le développement de résistances a la propagation du transgene, prévisible au stade actuel de
développement des techniques,

- I'impact d’une pression de sélection sur les pathogenes,
- la question de la persistance du transgéne dans I'environnement,
- la possibilité de transfert d’'une cassette de forcage génétique et ses conséquences,

- la question de la perte de I'immunité des populations de la région ou les moustiques de
I’espece vectrice ont été modifiés,

- l'incapacité a répondre a une situation de crise sanitaire du fait de la durée nécessaire pour
rendre la population résistante a la transmission de la maladie,

- lincertitude associée a I'’évolution du mécanisme de forgage génétique sur le terrain.

Les deux approches de forcage génétique discutées dans cet avis font toujours I'objet de
développements. lls visent, notamment, a réduire I'évolution de résistances au for¢cage génétique,
a élaborer un mécanisme de forgage génétique dont la propagation serait limitée, et a concevoir
des outils capables de contrecarrer un forgage génétique existant. Par ailleurs, des recherches sont
en cours sur les modalités d’évaluation des effets sur le long terme du forgage génétique sur les
écosystémes. A ce jour, il est prématuré d’envisager une application de for¢cage génétique sur le
terrain. Concernant I'objectif de modification de population, I’approche alternative exploitant la
propagation de I'IP via Wolbachia est déja expérimentée sur le terrain quand bien méme les
mécanismes d’IP restent mal compris.

6.4. Nécessité d’une gestion intégrée des vecteurs

Il existe ainsi de nombreuses techniques de lutte dont le choix devrait étre guidé en fonction de
criteres liés a I'efficacité recherchée sur les composantes de la capacité vectorielle, a la biologie des
vecteurs et a leur comportement, au contexte épidémiologique (transmission saisonniere, prolongée
ou situation épidémique), environnemental et socio-économique, incluant les ressources humaines
et financiéres disponibles. De plus, ces méthodes doivent étre acceptées par la communauté pour
que les mesures soient mises en ceuvre le plus efficacement possible. Elles doivent également avoir
un impact minimal sur I'environnement, ce qui peut se traduire dans |'acceptabilité mais aussi dans
les modalités de mise en ceuvre (co-conception des innovations avec les bénéficiaires).

L'OMS propose une stratégie de gestion intégrée des vecteurs, définie comme « un processus
rationnel de prise de décisions dans la perspective d’une utilisation optimale des ressources affectées
au contréle des vecteurs » (WHO, 2012). Son objectif est d'améliorer I'efficacité et I'efficience des
interventions des programmes nationaux de contréle des vecteurs tout en limitant l'impact
écologique et en réduisant, autant que possible, le recours aux insecticides. Elle prend en compte le
fait que dans une méme région, un méme vecteur peut transmettre plusieurs agents pathogénes ou
gu'une méme méthode de lutte peut contrdler plusieurs vecteurs transmettant des pathogénes
différents. Le choix raisonné d'un nombre limité d'interventions permet ainsi de lutter dans certains
cas contre plusieurs maladies a la fois. La gestion intégrée des vecteurs repose sur 5 éléments clés :
(1) une forte collaboration intra secteur de la santé et intersectorielle, (2) une approche intégrée du
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controle des maladies a transmission vectorielle, (3) des prises de décisions basées sur des éléments
concrets, (4) une sensibilisation, une mobilisation sociale, et un cadre législatif, ainsi que (5) un
renforcement des capacités (voir Rapport du GT, chapitre 5).

L’ensemble des techniques de lutte antivectorielle pourra donc étre considéré dans le cadre de la
gestion intégrée des vecteurs, et la décision d’appliquer une technique plutot qu’une autre ou d’en
combiner certaines pourra étre déterminée selon des critéres précis (WHO, 2012). Les différentes
situations et systémes vectoriels rencontrés sur les territoires francais devraient étre caractérisés
selon ces criteres, lesquels devront tenir compte de la distinction entre situations d’anticipation ou
de réaction a une urgence sanitaire. La réflexion devra étre complétée par la prise en compte
d’éléments socio-économiques et éthiques (voir recommandation du CEES).

Par cet éclairage sur les techniques de lutte antivectorielle utilisant des moustiques génétiquement
modifiés et d’autres techniques émergentes basées sur des lachers de moustiques, cet avis devrait
permettre d’enrichir les options a disposition des pouvoirs publics dans leur approche intégrée de
la lutte antivectorielle. L’'intégration pratique de ces options a la palette d’outils de lutte
actuellement utilisés, selon les contextes particuliers des différents territoires francais, devrait
mobiliser des connaissances complémentaires a I'expertise du HCB.

Les techniques développées dans le cadre de la lutte antivectorielle ciblant les moustiques
pourront étre considérées contre d’autres vecteurs d’agents pathogénes responsables de maladies
qui ont un impact significatif en santé humaine et animale. En santé végétale, la lutte contre les
vecteurs de maladies ou les ravageurs de cultures pourrait également bénéficier d’approches
comparables.
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Annexe 1 : Saisine

rn'u-rra Fp.llr.-' Farvraivd
Rf—PL-HllI:LL-E PRAKCAISE

MINISTERE DE L'BCOLOGTE, o PEVELOPPEMENT DURARLE
ET DE L'ENERGIE

La ministre Paris,le 1 7 0CT, 2018

Madame la Présidente,

La récurrence des épidémies de maladies vectorielles transmises par les
moustigues (dengue, chikungunya....) est établie, principalement dans les
DOM. Le moustigue « tigre =, vecteur du chikungunya, est par ailleurs
désormais implanté en métropole.

La lutte anti-vectorielle appelle une combinaison d'actions de toutes natures,
dont la mise en place de bonnes pratiques par les citoyens et des stratégies de
destruction des larves et adultes résiduels.

La destruction des larves et des adultes s'appuie principalement sur des
substances chimigues insecticides.

La palette de molécules disponibles, efficaces et ne présentant pas de danger
sanitaire important pour les populations, est néanmoins réduite. Seule une
molécule « larvicide = et une molécule « adulticide » sont autorisées en
France, méme si quelques autres molécules autorisées dans d'autres pays
d'Europe sont en cours d'examen par 'Anses.,

Le développement de résistances a la molécule adulticide a été d'ores et déja
constate dans certaines régions. Le malathion a été uiilisé ces derniers mois
en Guyane, mals son usage a cesse suite a son classement par le CIRC
(centre intermalional de la recherche sur le cancer, dépendant de |'Organisation
mondiale de la santé OMS) comme « cancérogéne probable » en mars 2015.

Madame Christine NOIVILLE

Haut Conseil des Biotechnologies
244 boulevard Saint-Germain
75007 PARIS 07

Ptz de Aoquetmie - 246, bousevard Sant-Gemeais — TR00T Parks - Tal - 33 {001 4081 21 27
W deeloppemantdiuaiie pou i
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Dans ce contexte, le Gouvernement doit examiner avec rigueur toutes les
options & sa disposition. L'une dentre elles consiste & introduire des
populations de moustiques disposant d'un patrimoine génétique modifié par
rapport & celui des populations de moustiques Aedes aegypli présents sur
notre territoire et principaux vecteurs de la dengue et de la figvre jaune.

L'introduction de moustigues au patrimoine génétigue modifie vise a réduire la
survivance de la descendance des adultes vecteurs de maladies. Elle est
testée dans différentes régions du globe.

Alnsi, il existe par exemple des moustiques génétiguement maodifiés tels que
ceux développés par la société Oxytec. Le génome de ces moustigues est
maodifié pour y insérer un géne qui sera transmis & la descendance et stoppera
le développement larvaire, entrainant ainsi la diminution des populations de
moustigues. La société a procéde & des essais sur le terrain au Brésil, au
Panama, aux Tles Caiman et en Malaisie. Elle indique disposer de résultats
probants assurant une réduction de plus de 90% des populations. Toutefois
ceraines associations de prolection de l'environnement se sonl montrées
critiques considérant que |a technologie ne serait efficace gqu'avec des
nombres de lachers de moustiques trop importanis, et donc peu réalistes, Le
Gouvernement de Malaisie aurait d'ailleurs abandonné l'idée de recourir & cette
lechnologie aprés des essais menés en 2010, la jugeant peu efficace et trop
coliteuse. Par ailleurs, la stratégie méme de suppression de population est
sujette A critique dans la mesure ol elle pourrait entrainer le développement
dautres familles de mousliqgues qui pourraient également étre porteuses

d'agents pathogenes.

Une autre stratégie, développée par la Fondation Oswaldo Cruz basée & Rio
de Janeiro, consiste & "immuniser” les populations de moustiqgues Aedes
Aegypti en les infectant artificiellement par une bactérie Wolbachia les rendant
refractaires au virus de la dengue. Des expérimentations actuellement en
cours an Australie, au Vietnam, en Indonesie et au Brésil laisseraient entrevoir
des premiers résuliats prometteurs. Si cetle technique a l'avantage de ne pas
laisser de niche écologique vacanie, en remplagant les populations vectrices
de pathogénes par des populations non vectrices, le risque pourrait &tre que
ces populations deviennent plus competentes pour transmettre d'autres agents
pathagénes.

Dans ce contexte, je souhaite disposer de wvotre éclairage concernant
l'utilisation de moustiques génétiguement modifiés dans le cadre de la stratégie
de lutte anti vectarielle.

Le Haut Conseil des Biotechnologies &tablira un &tat des lisux de la recherche
et de la commercialisation de ces insectes génétiguement modifiés ainsi que
des technigues de production de ces insectes génetiguement modifiés et leurs
spécificités par rapport aux techniques déja utilisées.

Le Haut Conseil des Biotechnologies précisera quels sont les critéres

applicables pour I'évaluation sanitaire et environnementale de ces insectes au
niveau international, européen et national (y compris DROM-COM).
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Enfin, le Haut Conseil des Biotechnologies déterminera les résultats des
premiéres utilisations et expérimentations menées dans le monde et fndiguera
fuels pourraient &ire les bénéfices et les risques de |'utilisation de ces insectes
génétiguement modifiés pour la France, y compris les DROM-COM,
notamment d'un point de vue socio-economigue et éthigue.

Je souhaite que vous puissiez nous faire parl de vos résultals pour le mois de
mars 2016,

Je vous prie d'agréer, Madame la Présidente, l'expression de mes salutations
les meilleures.

égoléne ROY
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Annexe 2 : Comité scientifique du HCB et élaboration de I'avis

Le Comité scientifique (CS) du HCB est un comité pluridisciplinaire composé de personnalités
scientifiques nommeées au titre de leur(s) spécialité(s) en relation avec les missions du HCB.

La composition du CS est indiquée ci-dessous par ordre alphabétique des noms de famille. Ayant
évolué pendant les travaux du HCB, elle est précisée sur toute la durée de I'élaboration de cet avis :

- composition en vigueur suite au décret de nomination des membres du HCB du 30 décembre
2014 et a la loi du 2 décembre 2015 :

Claude Bagnis, Avner Bar-Hen, Marie-Anne Barny, Philippe Berny, Yves Bertheau (démissionnaire
depuis le 3 février 2016), Pascal Boireau, Thierry Brévault, Bruno Chauvel, Denis Couvet, Elie
Dassa, Nathalie Eychenne, Claudine Franche, Philippe Guerche, Joél Guillemain, Guillermina
Hernandez-Raquet, André Jestin, Bernard Klonjkowski, Marc Lavielle, Valérie Le Corre, Olivier
Lemaire, Didier Lereclus, Rémi Maximilien, Eliane Meurs, Nadia Naffakh, Didier Negre, Jean-Louis
Noyer, Sergio Ochatt, Jean-Christophe Pages, Daniel Parzy, Catherine Regnault-Roger, Michel
Renard, Patrick Saindrenan, Pascal Simonet, Marie-Bérengére Troadec, Bernard Vaissiére, Hubert
de Verneuil, Jean-Luc Vilotte.

- composition en vigueur suite a I'arrété du 10 avril 2017 portant nomination des membres du
HCB, publié le 28 avril 2017 :

Frédérique Angevin, Claude Bagnis, Avner Bar-Hen, Marie-Anne Barny, Pascal Boireau, Thierry
Brévault, Bruno Chauvel, Cécile Collonnier, Denis Couvet, Elie Dassa, Barbara Demeinex, Claudine
Franche, Philippe Guerche, Joél Guillemain, Guillermina Hernandez-Raquet, Jamal Khalife,
Bernard Klonjkowski, Marc Lavielle, Valérie Le Corre, Frangois Lefévre, Olivier Lemaire, Didier
Lereclus, Rémi Maximilien, Eliane Meurs, Nadia Naffakh, Didier Negre, Jean-Louis Noyer, Sergio
Ochatt, Jean-Christophe Pages, Xavier Raynaud, Catherine Regnault-Roger, Michel Renard,
Tristan Renault, Patrick Saindrenan, Pascal Simonet, Marie-Bérengére Troadec, Bernard
Vaissiere, Hubert de Verneuil, Jean-Luc Vilotte.

Les membres du CS du HCB remplissent annuellement une déclaration publique d’intéréts. lls sont
également interrogés sur l'existence d’éventuels conflits d’intéréts avant I'examen de chaque
dossier. Aucun membre du CS n’a déclaré avoir de conflits d’intéréts qui auraient pu interférer avec
I’élaboration de cet avis.

Cet avis a été élaboré par le CS du HCB a partir du rapport d’'un groupe de travail d’experts (voir
Annexe 3) sous la présidence du Dr Jean-Christophe Pages, la vice-présidence du Dr Pascal Boireau et
du Dr Claudine Franche, et la coordination scientifique de Catherine Golstein.

Les travaux du groupe de travail et le rapport en cours d’élaboration ont été discutés par le CS lors
des séances du 24 mars, du 28 avril et du 22 juin 2016. Des points plus succints sur I'avancement du
rapport ont été fournis lors des séances du 13 juillet et du 27 septembre. Le rapport en cours de
finalisation a été présenté lors des séances du 27 octobre et du 15 décembre, et discuté en vue de
I’élaboration d’un avis du CS le 26 janvier 2017. Le projet d’avis du CS a été discuté lors des séances
du 25 février, du 28 mars, du 27 avril et du 24 mai 2017. L’avis finalisé a été adopté par voie
électronique le 31 mai 2017.

148

Haut Conseil des biotechnologies - 244, boulevard Saint-Germain 75007 Paris - www.hautconseildesbiotechnologies.fr



Annexe 3 : Groupe de travail du CS et élaboration du rapport

Le groupe de travail du CS est composé essentiellement d’experts externes au HCB, sélectionnés
pour leurs compétences dans les disciplines a priori requises pour le traitement de la saisine. Des
experts supplémentaires ont été sollicités pour en compléter les compétences. Le groupe de travail
inclut notamment le directeur du Centre national d'expertise sur les vecteurs (CNEV). Le CNEV est
une structure multidisciplinaire permettant de mobiliser rapidement et efficacement, dans une
perspective d'aide a la décision, I'ensemble de I'expertise et des compétences francaises dans les
domaines de l'entomologie médicale et vétérinaire, de la lutte antivectorielle et des sciences
humaines et sociales appliquées a la lutte antivectorielle. Le HCB et le CNEV ont convenu de placer le
groupe de travail du CS sous I'égide des deux institutions.

Composition du groupe de travail :

Catherine Bourgouin, Institut Pasteur de Paris, Unité Génétique Fonctionnelle des Maladies
Infectieuses -CNRS URA 3012

Jérémy Bouyer, CIRAD, UMR CIRAD-INRA Controle des Maladies Animales Exotiques et
Emergentes, Chef de I'équipe vecteurs, Directeur de Recherches NICETT & Union Africaine,
Ethiopie

Fabrice Chandre, CNEV (Le Centre National d'Expertise sur les Vecteurs) et IRD, Directeur CNEV,
Maladies infectieuses et vecteurs : écologie, génétique, évolution et controle MIVEGEC (UM-CNRS
5290-IRD 224)

Jérémie Gilles, FAO-AIEA (I'Organisation des Nations unies pour I'alimentation et I'agriculture et
I’Agence Internationale de I'énergie atomique), Chef de la section moustiques du laboratoire FAO-
AIEA Insect Pest Control a Vienne

Christophe Lagneau, EID Méditerranée : (Entente interdépartementale pour la démoustication du
littoral méditerranéen), Directeur recherche & développement

Eric Marois, Université de Strasbourg, IBMC, Réponse Immunitaire et Développement chez les
Insectes (RIDI)

Mylene Weill, Université Montpellier 2 - CNRS, Directeur de recherche CNRS Institut des Sciences
de I’Evolution de Montpellier (ISEM)

Co-rapporteurs :

Pascal Boireau, Vice-président du Comité scientifique du HCB, Directeur du Laboratoire de santé
Animale de I'Anses,

Jean-Christophe Pages, Président du Comité scientifique du HCB, Directeur recherche et innovation
al'EFS

Coordinateur scientifique : Catherine Golstein, responsable scientifique au HCB.

Le groupe de travail a fait appel aux experts supplémentaires suivants a I'occasion du séminaire de
lancement et pour compléter ses compétences au fur et a mesure que de nouvelles questions le
nécessitaient :

Pierre Gallian, EFS (Etablissement frangais du sang), Référent activité Qualification Biologique du
Don & Référent Virus Emergents
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Marianne Maquart, CNR Arbovirus, IRBA (Centre National de Référence des Arbovirus, Institut de
recherche Biomedicale des Armées), Responsable adjoint du CNR des arbovirus

Bernard Cazelles, ENS (Ecole normale supérieure), MR 7625 CNRS-UPMC-ENS équipe : Eco-
Evolution Mathématique

Claudio Lazzari, Université Francois Rabelais de Tours Institut de Recherche sur la Biologie de
I'Insecte (IRBI), Professeur au Département de biologie animale et de génétique

Marie-Claire Paty, de I'Institut de veille sanitaire (InVS), a également été consultée ponctuellement.

Les membres du groupe de travail ont rempli une déclaration publique d’intéréts et un engagement
de confidentialité.

Modalités d’élaboration du rapport :

Le groupe de travail du CS s’est réuni les 2, 3 et 4 mars 2016. La premiére journée de travail a pris la
forme d’un séminaire de travail ouvert aux membres des deux comités du HCB et du groupe de
travail ad hoc du CEES. A travers un programme composé principalement d’interventions des experts
du groupe de travail du CS, complété de deux interventions sur les aspects socio-économiques de la
saisine, le séminaire de lancement avait un triple objectif : (1) présenter le contexte des épidémies
vectorielles et la problématique de la lutte antivectorielle, (2) faire un état des lieux des différentes
stratégies de lutte antivectorielle, leurs spécificités et leurs limites éventuelles, (3) faire émerger les
guestions et thématiques qui devront étre traitées dans les groupes de travail de chacun des
comités.

Des représentants® de la firme britannique Oxitec (récemment devenue filiale de la firme américaine
de biotechnologies Intrexon) ont été conjointement auditionnés le 3 mars 2016 par les groupes de
travail des deux comités. L'objectif de cette audition était de considérer les activités de recherche et
développement, les évaluations des risques effectuées dans le cadre de demandes de mise sur le
marché ou d’essais sur le terrain de moustiques génétiguement modifiés et les retours des
différentes expérimentations dans le monde de la premiere et encore unique société a ce jour a
proposer la commercialisation de moustiques génétiquement modifiés pour des objectifs de lutte
antivectorielle.

Le groupe de travail du CS a complété la préparation du rapport les 3 et 4 mars 2016 en réfléchissant
aux différents critéres pertinents a évaluer pour les différentes stratégies de lutte antivectorielle, et
sur la question plus précise de I'évaluation des risques des moustiques GM, abordée sous I'angle de
la directive 2001/18/CE. Une premiére évaluation comparative a été ébauchée. Un temps d’échange
a été ménagé pour répondre aux questions des membres du groupe de travail du CEES.

Le rapport du groupe de travail a été élaboré, discuté et finalisé entre les membres du GT par voie
électronique. Il a également bénéficié, par le biais de son coordinateur, d’interactions avec le Comité
scientifique. Le rapport est disponible sur le site Internet du HCB®.

& Ont été auditionnés Dr Hadyn Parry, Chief executive officer et Dr Andrew McKemey, Head of field operations. Dr Camilla Beech, Head of
regulatory affairs, n’a pu participer a ces auditions du fait d’'un empéchement de derniére minute.
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http://www.hautconseildesbiotechnologies.fr/sites/www.hautconseildesbiotechnologies.fr/files/file fields/2017/05/31/rapportgtcshcbecne
vadoptel70523.pdf.
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