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Connaitre, evaluer, proreger

LE DIRECTEUR GENERAL Maisons-Alfort, le 20 mars 2018

NOTE
d’appui scientifique et technique
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail

relative a I’efficacité des biocides répulsifs contre les tiques et aux modalités de leur utilisation

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et
de l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également & assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’autre part I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont rendus publics.

En septembre 2016, la France s'est dotée d'un plan national de lutte contre la maladie de Lyme et les
maladies transmises par les tiques. Ce plan vise & développer les connaissances sur les maladies
transmissibles par les tiques afin d’améliorer les mesures de lutte et de prise en charge des patients,
mais également a mettre en ceuvre des mesures immédiates et concrétes en matiére de prévention, de
diagnostic et de soins afin de répondre aux besoins des malades.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA NOTE

1.1. Nature et contexte de la demande

Le premier axe stratégique de ce plan est défini comme « Améliorer la Surveillance vectorielle et les
mesures de lutte contre les tiques dans une démarche One Health — Une seule santé »

Dans le cadre de l'action 3 de cet axe stratégique, il est demandé a I'Anses de tester l'efficacité des
biocides répulsifs contre les tiques et de préciser les modalités de leur utilisation, notamment pour les
travailleurs.

Dans le cadre du Réglement biocides (UE) 528/2012", les produits biocides répulsifs appartiennent au
type de produit 19 (TP19) relatif aux produits utilisés pour lutter contre les organismes nuisibles (qu’il
s’agisse d’invertébrés comme les puces ou de vertébrés comme les oiseaux, les poissons ou les
rongeurs), en les repoussant, y compris les produits utilisés pour I'hygiene humaine ou vétérinaire,
directement sur la peau ou indirectement dans I'environnement de 'homme ou des animaux.

Le Réglement biocide prévoit deux grandes étapes d’évaluation :

- Iévaluation des substances actives : les produits biocides doivent contenir des substances
actives inscrites sur la liste de I'Union Européenne des substances actives approuvées. Le
processus d’évaluation de ces substances actives pour aboutir a leur approbation (ou non
approbation) est réalisé pour toutes les substances actives notifiées au programme d’examen

! Reglement (UE) N° 528/2012 du Parlement européen et du Conseil du 22 mai 2012 concernant la mise a
disposition sur le marché et I'utilisation des produits biocides.
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biocide figurant dans le réglement délégué (UE) n°1062/2014° (Annexe 5). Le statut des
substances actives (approuvées, non approuvées, en cours d’évaluation) est disponible sur le
site de I'agence Européenne des produits chimiques (ECHA®) ;

- I'évaluation des produits biocides : une fois les substances actives approuvées, les produits
biocides sont évalués conformément aux conditions requises a I'article 19 du réglement sus-cité.

Aujourd’hui, certaines substances actives sont encore en cours d’évaluation. Les produits ne sont donc
pas encore soumis a autorisation de mise sur le marché (AMM) selon le réglement biocide (UE)
n°528/2012. Durant cette période dite « transitoire », chaque Etat membre de I'Union européenne
applique ses dispositions nationales pour la mise sur le marché des produits biocides. En France, en
période transitoire, les produits biocides n’ont pas d’AMM et sont donc libres de mise sur le marché®,
aprés déclaration a l'inventaire francais des produits biocides (base SIMMBAD)>.

Les produits dont la totalité des substances actives sont approuvées doivent faire I'objet d’'une demande
qui sera évaluée en vue de la délivrance éventuelle d'une AMM. En France, 'Anses est en charge de
réaliser I'évaluation scientifique et de délivrer TAMM. L’évaluation par ’Anses des produits revendiquant
une action répulsive vis-a-vis des tiques comprend systématiquement une évaluation de leur efficacité,
ainsi que des évaluations des risques pour ’homme et I'environnement — le tout contribuant a la définition
des conditions d’emploi.

A I'heure actuelle, selon leur composition, les produits répulsifs contre les tiques en vente en France n’ont
donc pas le méme statut :
- certains ont recu une AMM a I'issue d’une évaluation compléte
- pour certains, des demandes d’AMM ont été déposées et les évaluations sont en cours
- pour d’'autres enfin, les substances actives sont encore en cours d’évaluation, et les produits ne
sont pas encore soumis a AMM. Aucune évaluation n’a donc été menée.

1.2. Objet de la note

Pour répondre a la demande figurant dans l'action 3 du plan Lyme, I'Anses a tout d’abord établi d’'une
part la liste des substances actives TP19 en cours d’évaluation ou approuvées et pour lesquelles une
efficacité répulsive contre les tiques est attendue, et d’autre part la liste des produits répulsifs en France
revendiquant un usage « répulsif contre les tiques ».

Par ailleurs, des tests d'efficacité in vitro complémentaires sur l'efficacité vis-a-vis des tiques ont été
commandités a I'Institut de Biologie de I'Université de Neuchétel. Ces essais visent a fournir les données
sur l'efficacité de substances actives sur deux stades du cycle de vie (nymphes, adultes) des tiques
Ixodes ricinus (principal vecteur de la maladie de Lyme en France) et a préciser l'efficacité d'une
sélection de mélanges de substances actives répulsives sur les nymphes d'Ixodes ricinus.

L’ensemble de ces éléments permet a 'Anses d’émettre des recommandations quant aux substances
actives d’intérét pour la protection contre les tiques. Il est a noter qu’en raison d’'une part du nombre trés
important de produits sur le marché en France et, d’autre part, de l'impartialité requise vis-a-vis des
industriels, les recommandations de I'’Anses portent nécessairement sur des substances actives plutét
que des formulations commerciales.

2 Réglement délégué (UE) n°1062/2014 de la Commission du 4 aoGt 2014 relatif au programme de travail pour
I'examen systématique de toutes les substances actives existantes contenues dans des produits biocides visé dans
le réglement (UE) n°528/2012 du Parlement européen et du Conseil.

3 European chemical Agency : http://echa.europa.eu/web/quest/information-on-chemicals/biocidal-active-substances
* Certains produits biocides ayant des usages particuliers sont soumis a un agrément délivré par la DGS. C’est le cas
des produits destinés a certains types de désinfection de I'eau (piscines publiques, eau potable) ou encore a la
thanatopraxie. Les produits biocides répulsifs ne sont pas soumis a agrément.

> https://simmbad.fr/public/servlet/produitList.html
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2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise — Prescriptions
générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ». L’expertise a été réalisée par la Direction de
I'évaluation des produits réglementés (DEPR) de I'Anses.

L’expertise s’est fondée sur les textes réglementaires et documents guides suivants :

. Reéglement (UE) N° 528/2012

. Guidance on the Biocidal Products Regulation - Volume Il Efficacy - Assessment and Evaluation
(Parts B+C) — (section PT18 Insecticide, Acaricides & other Biocidal Products against
Arthropods+ PT 19 Repellents & Attractants (arthropods))

La note a été mise a la consultation du comité d'experts spécialisés «Substances et produlits biocides» au
cours de la séance du 1* mars 2018 puis par voie électronique.

3. METHODOLOGIE

3.1. Liste des substances actives d'intérét

Dans un premier temps, I'Anses a établi la liste des substances actives d'intérét, a partir de trois sources
de données :

e La liste des substances actives en cours d’évaluation ou approuvées en tant que substance
active TP19 ;

e La liste des substances actives entrant dans la composition des produits disposant actuellement
d'une autorisation de mise sur le marché en France avec une efficacité revendiquée et
démontrée en tant que « répulsif contre les tiques » ;

e La liste des substances actives entrant dans la composition des produits figurant actuellement
dans l'inventaire frangais des produits biocides (SIMMBAD) et revendiquant une action répulsive
contre les tiques sans distinction d’utilisation (environnement, homme, animal). Ces produits dont
la ou les substances actives sont encore en cours d’évaluation sont mis librement sur le marché
et n'ont pas encore fait I'objet d’une évaluation.

3.2. Collecte des données d'efficacité

a. Données issues de I’évaluation des dossiers de demandes d’AMM et des dossiers
présentés en vue de I’approbation des substances actives

Les données récoltées sont issues des dossiers présentés en vue de I'approbation de substances actives
et produits évalués par la France ou d’autres Etats membres. Seuls sont pris en compte les dossiers pour
lesquels I'évaluation est finalisée (substance active approuvée) et/ou une AMM a été délivrée.

Ces données d’efficacité sont conformes aux requis du guide technique relatif a I'Efficacité des produits
biocides répulsif vis-a-vis des tiques (section 5.6.4.7 « Ticks » from Guidance on the Biocidal Products
Regulation - Volume Il Efficacy - Assessment and Evaluation (Parts B+C)).

Ainsi, les essais d’efficacité soumis dans le cadre d’'une demande d’AMM, pour un produit a application
cutanée, doivent suivre la méthode décrite dans le guide d’efficacité relatif au TP19 fondée sur la
méthode OPPTS 810.3700 de 'US EPA®:

Il s’agit d’'un essai de laboratoire réalisé avec 10 volontaires. Le produit est appliqué sur I'avant-bras, du
poignet au coude ; l'autre avant-bras non traité sert en général de témoin positif. Le bras est incliné a au
moins 30° afin de favoriser le déplacement des tiques vers la zone traitée (géotropisme négatif).

® US Environmental Protection Agency (US-EPA), Office on Prevention Pesticides and Toxic Substances (OPPTS),
810.3700-Product performance test guidelines. Insect repellents for human skin and outdoor premises (US-EPA,
2010)
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Une heure aprés I'application du produit, cing tiques indemnes de maladies’ sont déposées sur le dos de
la main (une tique a la fois), et leurs déplacements sont étudiés pendant 5 minutes (temps d’exposition).
Ce test est répété toutes les heures et ce jusqu’a la fin de la durée de protection revendiquée par le
pétitionnaire ou jusqu’a la non efficacité du produit (moins de 90 % des tiques repoussées). Une tique est
considérée comme repoussée lorsqu’elle ne franchit pas la limite entre la zone non traitée et la zone
traitée, ou lorsqu’elle se laisse tomber une fois entrée en contact avec la zone traitée.

Il est a noter que le guide laisse également la possibilité de soumettre des essais réalisés sur des
animaux (souris par exemple) selon le méme principe que ceux réalisés avec les volontaires humains,
mais ce type d’essai est plus rarement retrouvé dans les dossiers.

Le produit est réputé efficace si 90 % des tiques sont repoussées dans le temps de protection
revendiqué.

Cette méthodologie permet d’évaluer une dose de produit efficace (par surface de peau exposée), ainsi
qu’un temps de protection.

Ces données sont disponibles pour les substances actives DEET, IR3535, et acide laurique, ainsi que
pour les produits a base de DEET et d'IR3535.

b. Données issues de la littérature scientifique

Le recensement des données d'efficacité publiées dans la bibliographie scientifique a été effectué sur
Scopus sur la période 1995-2016. La recherche a porté sur les mots clés "tick", "repellent”, "Ixodes" et
("test" ou "bioassay"), dans les champs titre, résumé et mots clés.
Cette requéte a permis d'identifier 44 articles desquels ont été exclus ceux :

- n'apportant aucune information sur I'efficacité répulsive des substances en cours d’évaluation ou

approuvées en tant que substance active TP19,
- portant sur I'efficacité répulsive contre des espéeces autres qu’lxodes ricinus,
- portant sur I'efficacité de produits répulsifs dont I'application n’est pas cutanée.

La liste des articles finalement retenus (8 au total) complétée par une revue de la littérature scientifique
sur les répulsifs contre les tiques (Bissinger et Roe, 2009) est détaillée dans la bibliographie reportée en
annexe |.

La plupart des publications issues de cette requéte évalue [efficacité répulsive de formulations
commerciales, rendant difficile une comparaison de I'efficacité intrinséque des substances actives. En
effet, les coformulants peuvent avoir une influence sur I'efficacité du produit et notamment sur la durée de
protection, par conséquent deux formulations avec la méme concentration en substance active peuvent
avoir des durées de protection effective différentes.

Parmi les études portant sur les substances actives elles-mémes, trois rassemblent l'essentiel des
informations sur I'efficacité répulsive des substances actives d’intérét identifiées précédemment :

- une étude réalisée selon la méthode OPPTS 810.3700 de 'US EPA (Bichel et al., 2015)
compare l'efficacité du DEET, de I'lR3535 et de licaridine sur nymphes d’l. ricinus et d’l.
scapularis. Les auteurs concluent dans cette publication que I'R3535 et licaridine sont de
bonnes alternatives au DEET.

- larevue de la littérature scientifique publiée par Bissinger et Roe (2009) sur les répulsifs contre
les tiques permet de confirmer I'effet répulsif des substances actives en cours d’évaluation ou
approuvées en tant que substance active TP19 pour lesquelles cet usage n’est pas
nécessairement mentionné dans les dossiers d’approbation ou d’AMM.

- une publication de l'Institut de Biologie de I'Université de Neuchatel présente des données
obtenues par des tests in vivo (sur des volontaires selon un protocole assez proche de celui
exigé par le guide Efficacité biocide mais sans la détermination d’'un temps de protection) et in
vitro (sur plague de verre) sur des nymphes d’'Ixodes ricinus pour I'ensemble des substances
actives d'intérét en simple mélange dans I'éthanol (Kroeber et al., 2013). Cette étude permet de
déterminer les efficacités (% de tiques affectées) de différentes substances actives vis-a-vis de la
tique Ixodes ricinus sur une gamme étendue de concentrations appliquées, i.e. 0.001 mg/m2 al
mg/m?, et notamment la détermination de la dose conduisant & 75 % de tiques repoussées, dite

" Les essais expérimentauy, in vivo ou in vitro, sont réalisés uniquement avec des tiques saines, non vectrices de
Borrelia burgdorferi. A ce jour, il n’existe pas d’information indiquant si les tiques infestées ont un comportement vis-
a-vis des substances actives répulsives différent des tiques saines.
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« ED75 ». Elle compare également les résultats obtenus entre les deux méthodes (in vivo et in
vitro) sur I'ensemble des substances actives d'intérét, permettant de s'assurer de la cohérence et
de la validité de la méthode in vitro par rapport a la méthode in vivo.

Cette étude permet donc de proposer une alternative aux essais in vivo lors de I'évaluation
intrinseque de l'efficacité répulsive d’'une nouvelle substance active. Mais cette méthodologie in
vitro ne permet cependant pas de définir de temps de protection, puisque le produit « seche »
relativement rapidement sur la plaque de verre.

3.3. Tests d’efficacité in vitro complémentaires
a — Contexte

Pour compléter les données d’efficacité initialement collectées selon les modalités décrites ci-dessus, la
réalisation de tests d'efficacité complémentaires a été envisagée par I'’Anses.
La réalisation d’essais complémentaires in vivo a été écartée
- d’une part en raison des délais de mise en ceuvre (incluant I'obtention d’autorisations requis par
de tels essais en vertu des articles L.1121-1 du code de santé publique sur la recherche
interventionnelle) incompatible avec linstruction dans les délais requis de la réponse aux
objectifs de I'action 3 du plan national de lutte contre la maladie de Lyme.
- d’autre part en raison du biais apporté par la réalisation d’essais sur des produits formulés, qui ne
permet pas d’inférer I'efficacité intrinséque de la substance active.

La méthodologie alternative développée par I'Institut de Biologie de I'Université de Neufchatel, a donc été
privilégiée. Les résultats d’efficacité sur nymphes de tiques obtenus in vitro par Kroeber et al. (2013) ont
été complétés. Des tests in vitro complémentaires, selon le méme protocole, ont donc été commandités
afin de déterminer l'efficacité intrinséque:

- de substances actives considérées isolément sur des adultes d'Ixodes ricinus. En effet, quelques
publicationss'g suggerent que l'efficacité d’une substance active varie en fonction du stade de
développement.

- d'une sélection de mélanges de substances actives répulsives sur les nymphes d'Ixodes ricinus,
dans la perspective d’identifier les avantages potentiels de telles associations.

b — Protocole

Le protocole suivi est celui décrit dans l'article de Kroeber et al. (2013).

Les substances actives et mélanges de substances actives ont été sélectionnés par I'’Anses parmi les
substances actives d’intérét (constituée selon la méthode décrite ci-dessus, résultats figurant ci-apres) en
raison de la disponibilité des résultats relatifs a leur efficacité. Celle-ci a été évaluée :

e sur des tiques Ixodes ricinus au stade adulte (femelle) : géraniol, DEET, acide laurique, acide
décanoique, citriodiol, IR3535 et icaridine.

e sur des tiques Ixodes ricinus au stade nymphal pour les mélanges suivants : géraniol + IR3535,
géraniol + citriodiol, géraniol + acide laurique, DEET + citriodiol, IR3535 + citriodiol, icaridine +
citriodiol.

Dans le cas de l'exposition des tiques adultes aux substances actives d'intérét, les essais ont été
conduits a la dose ED75 (dose efficace sur 75 % de tiques) estimée dans la publication de Kroeber et al.
(2013) dans l'essai in vitro.

Dans le cas de l'exposition des nymphes aux substances actives en mélange, 50 % de la dose
permettant de dériver une ED75 (voire une dose inférieure a 50%) préalablement déterminée in vitro a
été considérée pour chaque substance dans le mélange (cf. annexe 2).

Pour I'ensemble des tests, le N,N-diéthyl-m-toluamide (DEET) a servi de contrble positif et I'éthanol de
controle négatif.

8 Guideline for the testing and evaluation of the efficacy of antparasitic substances for the treatment and prevention of
tick and flea infestation in dogs and cats, EMEA/CVMP/EWP/005/200-Rev.3, 2016.

w.B Bissinger, R.M. Roe, Tick repellents: past present and future. Pest. Biochem. Physiol. 96 (2010) 63-79.
D—— ]
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4. SYNTHESE DES RESULTATS

4.1. Liste des substances actives d'intérét

Le Tableau 1 liste les substances actives approuvées ou en cours d’évaluation dans le cadre du
Réglement biocides en tant que TP19. Pour chacune, I'existence ou I'absence de données relatives a
I'efficacité répulsive contre les tiques a été identifiée. Pour chaque substance active pour laquelle des
données (issues des dossiers reglementaires ou de la littérature) en faveur d’une efficacité répulsive
contre les tiques ont été identifiées, le nombre de produits la contenant qui figurent actuellement dans
linventaire frangais des produits biocides (SIMMBAD) en tant que « répulsif contre les tiques » est
indiquée dans le Tableau 2.

Tableau 1 : liste des substances actives répulsives TP19 évaluée dans le cadre du réglement
Biocide (UE) 528/2012

Existence de
Substance (FR) EMR* No CAS Statut dor,mees en fa\_/e’ur
d’une efficacité
répulsive anti-tiques
. N Approuvée -
Acide nonanoique AT 112-05-0 01/02/2013 Non
Undécane-2-one (Méthyl- 1o, Approuveée - .
nonylcetone) ES 112-12-9 01/05/2014 Oui
. . Approuvée - .
N,N-diéthyl-m-toluamide (DEET) SE 134-62-3 01/08/2012 Oui
S Approuveée -
Cis-tricos-9-ene AT 27519-02-4 01/10/2014 Non
Acétate de (Z,E)-tétradéca-9,12- N Approuveée -
diényle AT | 30507-70-1 01/02/2013 Non
Géraniol FR 106-24-1 En cours oui
d’évaluation
Dioxyde de carbone FR 124-38-9 En cours Non
d’évaluation
. . Approuvée - .
Acide laurique DE 143-07-7 01/11/2015 Oui
. . N Approuvée - .
Acide décanoique AT 334-48-5 01/09/2015 Oui
Pyréthrines et pyréthroides ES 8003-34-7 En cours Oui
d’évaluation
Mélange de cis- et trans-p- En cours .
menthane-3,8 diol/ Citriodiol UK 42822-86-6 d’évaluation Oui
N-acétyl-N-butyl-B-alaninate 2. Approuveée - .
d'éthyle (IR3535) BE | 52304-36-6 01/11/2015 Oui
. Approuveée - .
Margosa, extraits DE 84696-25-3 01/04/2019 Oui
Lavande, Lavandula hybrida, PT 91722-69-9 En cours Oui
extraits d’évaluation
Carboxylate de Sec-butyl 2-(2- En cours
hydroxyethyl)piperidine-1/ DK 119515-38-7 ' : Oui
. d’évaluation
Icaridine
Metofluthrine UK | 240494-71-7 En cours oui
d’évaluation

* EMR : Etat Membre Rapporteur
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Tableau 2 : Nombre de produits présents dans l'inventaire SIMMBAD revendiquant un usage
« tiques » (extraction janvier 2017)

. . . Existence de données en
. Nombre de produits déclarés sur , . o
Substance active i faveur d’une efficacité
SIMMBAD avec usage « tiques » S
anti-tiques
Géraniol 497 Oui
Undécane-2-one / Methyl-nonyl- 0 Oui
ketone
N,N-diéthyl-m-toluamide (DEET) 26 Oui
Acide laurique 1 contenant également du géraniol Oui
Acide décanoique 1 contenant egale,mle_nt (_ju margosa Oui
usage veétérinaire
Pyréthrines et pyréthroides 121 Oui
Mélange de cis- et trans-p- .
menthane-3,8 diol / Citriodiol 69 oul
N-acétyl-N-butyl-B-alaninate d’éthyle .
(IR3535) 58 oul
Margosa, extraits >500 Oui
Lavande, Lavandula hybrida, 246 oui
extraits
Carboxylate de Sec-butyl 2-(2- 34 oui
hydroxyethyl)piperidine-1 / Icaridine

Pour la suite, seules les substances actives présentes dans des produits TP19 déclarés dans la base
SIMMBAD et pour lesquelles des données robustes indiquant une efficacité contre les tiques existent
dans la littérature ou dans des dossiers réglementaires, ont été retenues pour I'analyse.

4.2. Collectes des données d’efficacité

a) Données soumises dans le cadre de I'’évaluation des substances
actives et de l'autorisation de mise sur le marché des produits biocides
TP19

Parmi les 6 substances actives d'intérét approuvées au 01/02/2018 et pour lesquelles existent des
données en faveur d'une efficacité répulsive anti-tiques, seules 3 ont fait I'objet d'une évaluation de
I'efficacité contre les tiques dans le cadre de leur approbation. Ce sont I'lR3535, le DEET et I'acide
laurique :

- Pour l'acide laurique, le produit représentatif est une lotion a 10 % m/m qui appliquée a 0.3 —
0.4 g d’acide laurique / cm?, offre une protection de 6 a 8 h contre I. ricinus.

- Pour le DEET, le produit représentatif est un aérosol a 15 % m/m, qui appliqué a 0.23 mg de
DEET / cm?), montre moins d'une heure de temps de protection sur 'espéce Amblyomma
americanum.

- Pour I'IR3535, des solutions entre 5 et 30 % m/m démontrent des durées de protection de 2 & 4h
vis-vis d’Ixodes ricinus et |. scapularis.

7116



Appui Scientifique et Technique de I’Anses
Saisine n°® 2018-SA-0105

Au 01/02/2018, seuls des produits a base de DEET (12 produits) disposent d’une autorisation de mise
sur le marché avec un usage «tique » en France. L’évaluation de produits a base d’IR3535 est
actuellement en cours de finalisation pour des usages « tiques ». Pour les autres substances actives déja
approuvées (acide décanoique, acide laurique, méthyl-nonylcetone), aucun usage «tique » n’est
actuellement évalué ou autorisé pour les produits en cours d’évaluation. L’évaluation des produits a base
d’extrait de Margosa débutera le 01/04/2019 (date d’approbation de la substance active).

Il est a noter que, pour tout type d’applications confondu, l'inventaire biocides SIMMBAD compte au
moins un millier de références commerciales revendiquant une efficacité contre les tiques (tableau 2).
Ces produits feront I'objet d’'une évaluation lorsque les substances actives contenues dans ces produits
seront approuvées a la liste des substances actives biocides de I'Union. En cas de non approbation, les
produits devront étre retirés du marché.

Le Tableau 3 présente de fagon anonymisée les 8 produits de référence disposant d’'une AMM nationale
pour un usage répulsif contre les tiques, leur teneur en substance active, la dose d’application, I'espéce
et le stade de développement testé ainsi que le temps de protection compléte (déterminé selon la
méthode OPPTS 810.3700 de I'US EPA (voir description dans la section 3.2.a.).

L’autorisation de mise sur le marché est assortie’® d’'un résumé des caractéristiques du produit (RCP),
qui indique les instructions d’emploi et mesures de gestion nécessaire pour garantir une efficacité du
produit et une utilisation sans risques inacceptables.

Les données issues des dossiers d’AMM permettent de constater que les durées de protection pour des
produits sont tres variables : de 0,5 a 8 heures. Cette variation n’est pas directement liée a la dose
d’application ni la teneur en substance active dans le produit : dans le cas du DEET par exemple, pour
des doses d’application trés proches, la durée de protection peut varier sensiblement (par ex. une
formulation offre 5h de protection pour une application & 0,32 mg de DEET / cm2 et une autre ne
montrera que 0,5h a 0,33 mg de DEET / cm?). L'efficacité d’un produit dépend donc également fortement
de sa formulation.

Tableau 3 : liste des produits disposant d’'une AMM nationale pour un usage répulsif contre les
tigues

D D . .
Produits sugcstti?lgce Teneur (%) d’app?if:gti_on d’applic?:t?on en Duree ?h(zﬁig)tectlon
en produit substance active
Produit A DEET 7 1,55 mg/cm2 0,11 mg/cm?2 3
Produit B DEET 29,1 1,67pL/cm? 0,50 mg/cm?2 3
Produit C DEET 38,8 1,67pL/cm? 0,67 mg/cm?2 4
Produit D DEET 48,5 1,67uL/cm?2 0,84 mg/cm? 5
Produit E DEET 48,5 1,67uL/cm? 0,84 mg/cm?2 5
Produit F DEET 50 0,4 mg/cm2 0,20 mg/cm? 7
Produit G DEET 25 0,6 mg/cm? 0,10 mg/cm? 4
Produit H DEET 30 1.67 mg/cm2 0,50 mg/cm?2 6

b) ED75 estimées par Kroeber et al. (2013) par tests in vivo et in vitro

Le Tableau 4 récapitule les doses effectives sur 75 % des tiques au stade nymphal estimées par des
tests in vivo et in vitro par Kroeber et al. (2013) pour chacune des substances actives d'intérét. La faible
efficacité observée dans les essais in vivo et in vitro avec I'extrait de Margosa (huile de neem) ne permet
pas de calculer des valeurs ED75.

10| es décisions d’autorisation sont consultables sur le site de I'Anses : https://www.anses.fr/fr/decisions_biocide
D
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Tableau 4 : ED75 (mg/cm?) estimée par test in vivo et in vitro pour chacune des substances
actives d'intérét (tiré de Kroeber et al., 2013)

Test in vivo Test in vitro Ratio
Icaridine 0,013 0,002 5,9
IR3535 0,012 0,005 2,4
DEET 0,013 0,006 2,1
Acide décanoique 0,020 0,006 3,3
Citriodiol 0,035 0,020 1,7
Acide laurique 0,058 0,010 5,6
Géraniol 0,131 0,158 0,8
Huile de citronnelle 0,463 0,194 2,4
Huile de lavande 1,508 0,271 5,6

A partir de ces résultats, Kroeber et al. (2013) distinguent 3 groupes de substances actives :
e Pour les tests in vivo :
1) Icaridine, IR3535, DEET et acide décanoique avec des ED75 comprises entre 0,013 and
0,020 mg/cm?;
2) Citriodiol et acide laurique avec des ED75 comprises entre 0,035 and 0,058 mg/cm2 ;
3) Géraniol, huile essentielle de citronnelle et huile essentielle de lavande avec des ED75
comprises entre 0.131 et 1.508 mg/cm?.
e Pour les tests in vitro :
1) Icaridine, IR3535, DEET et acide décanoique avec des ED75 comprises entre 0,002 et
0,006 mg/cm?;
2) Citriodiol et acide laurique avec des ED75 comprises entre 0,01 et 0,02 mg/cmz;
3) Géraniol, huile essentielle de citronnelle et huile essentielle de lavande avec des ED75
comprises entre 0,158 et 0,271 mg/cmz.

Les résultats des deux méthodes mettent en évidence les mémes tendances, démontrant ainsi la
robustesse de la méthode in vitro pour caractériser I'activité intrinséque des substances actives. Si les
tests in vitro ne permettent pas d'estimer une durée de protection, ils permettent de classer les
substances en fonction de leur efficacité.

4.3. Tests in vitro complémentaires
a) Effet de 7 substances actives sur des femelles d’Ixodes ricinus

Cette série d’essais visait a comparer l'efficacité de chaque substance d’intérét pour les stades de
développement adulte et nymphe des tiques. Les mémes substances que précédemment testées au
stade nymphal ont été reprises hormis les huiles essentielles de citronnelle et de lavande et l'extrait de
Margosa, compte-tenu de leur efficacité moindre déja observée sur le stade nymphal par comparaison
avec les autres substances actives.
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Tableau 5 : proportion de tiques affectées (%) pour chacune des substances actives (test in vitro
sur tiques femelles adultes Ixodes ricinus réalisé a la dose correspondant a ’ED75 sur la tique au
stade nymphal)

ng/OC?nez " Moyenne Ecart type
Témoin (éthanol) - 25,0 22,6
DEET (témoin positif) 0,006 729y 18,5
Icaridine 0,002 63,9 ¥ 9,6
IR3535 0,005 72,2¥% 26,8
Citriodiol 0,02 77,8 ¥¥ 19,2
Acide décanoique 0,006 83,3 vy 14,4
Acide laurique 0,01 91,7 v¥ 8,3
Géraniol 0,158 94,4 vy 4,8

* dose ED75, valeur issue de la publication de Kroeber et al. (2013)
¥ différence significative par rapport au contréle négatif (P<0.05) **

vy différence significative par rapport au contrdle négatif (P<0.01)**

Dans cet essai il apparait que les femelles, testées pour la premiére fois sur plaque en verre, ont un
comportement différent des nymphes. Dans les contréles négatifs d’éthanol, seules 60 % des tiques
femelles montaient, contre 88% chez les nymphes (résultat des tests présentés en chapitre 4.3.b). Prés
d’'un quart des tiques femelles a montré une réponse typique de tiques affectées en marchant vers le bas
(comportement dit « repoussé»). Cela a réduit la différence entre les résultats issus du contrdle négatif et
ceux des tests avec les produits et, ainsi, le pouvoir discriminatif de la méthode. Néanmoins, I'observation
de différences significatives (P<0.05) entre le contrdle négatif et les produits testés, permet aux auteurs
de I'étude de conclure que la méthode est applicable aux femelles adultes d’Ixodes ricinus.

Les 7 substances actives testées contre des tiques adultes ont démontré un « bon » (équivalent ou
supérieur a celui du DEET, le contrdle positif) effet répulsif contre les femelles de la tique I. ricinus. Les
deux acides carboxyliques (I'acide décanoique et I'acide laurique), ainsi que le géraniol ont montré
I'efficacité la plus élevée. L'analyse statistique avec le test post hoc de Tukey ne reléve pas de
différences significatives entre les produits testés mais montre des différences significatives entre ces
derniers et le contréle négatif (P<0.05).

Concernant la dose d’application correspondant a la dose entrainant un effet sur 75% des tiques au stade
nymphal, les résultats obtenus tendent & montrer que :

- Pour acide laurique et géraniol, I'efficacité de la substance active est plus grande pour les adultes
que les nymphes,

- Pour le DEET, I'lR3535, le citriodiol et I'acide décanoique, I'efficacité est similaire,

- Pour licaridine, I'efficacité semble Iégérement inférieure.

Ainsi, ces résultats préliminaires ne semblent pas montrer de différence forte d’efficacité selon les stades
de développement. La mise en ceuvre de I'essai sur tiques adulte est cependant délicate. Ces premiers
résultats mériteraient d’étre confirmés du fait des limites des tests mis en ceuvre ici, évoquées
précédemment.

H analyse statistique : GLM Bayésien et test post hoc de Tukey
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b) Effets de mélanges de substances actives sur des nymphes d’Ixodes ricinus

Cette deuxieme série d’essais visait a évaluer I'efficacité de mélanges de substances actives répulsives.
Un focus a été mis sur les substances actives les plus efficaces telles qu’identifiées par les tests
précédents.

L’étude a été menée en deux parties, chacune avec son groupe de témoins positifs et négatifs. Dans la
premiére partie, 6 mélanges de substances actives, chacune appliquée a la moitié de sa dose ED75, ont
été évalués. Dans la deuxiéme partie, 3 de ces mélanges ont été testés en diminuant la dose soit de
I'une soit de 'autre des substances actives d’'un mélange.

Evaluation de mélanges binaires, avec chaque substance active a la moitié de sa dose ED75

Tableau 6 : proportion de nymphes d’Ixodes ricinus affectées (%) pour 6 mélanges

m%c;csﬁ]z Moyenne Ecart type

Témoin (éthanol) - 0 0

DEET (témoin positif) 0,006 72,2 % 21
DEET + citriodiol 0,003/0,01 75y 28,9
Icaridine + citriodiol 0,001/0,01 86,1 ¥ 12,7
IR3535 + citriodiol 0,0025/0,01 91,7 ¢ 14,4
IR3535 + géraniol 0,0025 /0,079 94,4 % 4,8
Acide laurique + géraniol 0,005/0,079 94,4y 9,6
Citriodiol + géraniol 0,01/0,079 100 ¥ 0

¥ différence significative par rapport au contrdle négatif (P<0.05)™*

Comme le montre le Tableau 6, hormis le mélange DEET + citriodiol, pour tous les mélanges testés il est
observé un taux supérieur de tiques affectées comparés au DEET seul (témoin positif). Ces différences
ne sont toutefois pas significatives. Tous les mélanges testés et le contrble positif DEET se révelent étre
significativement supérieurs au controle négatif (P < 0.05).

Les mélanges contenant du géraniol montrent un net effet répulsif en mélange avec I'lR3535, le citriodiol
et l'acide laurique (94 a 100% de tiques affectées). En groupant les mélanges contenant du géraniol
d’'une part et du citriodiol (sans géraniol) d’autre part, les mélanges avec géraniol (IR3535 + géraniol,
acide lauriqgue + géraniol, citriodiol + géraniol) sont significativement plus efficaces que le DEET (P <
0.05).

Evaluation de 3 mélanges binaires a des concentrations variables de substances actives

Pour cette deuxiéme partie de I'étude, les mélanges binaires suivants ont été sélectionnés : géraniol +
citriodiol, géraniol + IR3535 et IR3535 + citriodiol. Chacune des substances actives d’'un mélange a été
testée a la moitié de son ED75 et a des doses inférieures. Les résultats sont reportés dans les Tableaux
7, 8 et 9 ci-dessous.
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Tableau 7 : proportion de tiques affectées [% moyen (écart type)] pour le mélange citriodiol +
IR3535 (test in vitro sur nymphes d’Ixodes ricinus)

Controle controle
Citriodiol® positif négatif

(DEET)
mg/cm? 0,001 0,005 0,01" - -
@ | 0001 - 50,0 (22,0) ¥¥¥ | 83,3 (16,7) ¥¥¥ 58,3 06
2 | o0,0025" | 41,7(83) vy 86,1 (17,3)Yy¥ | 97,2 (4,8)yyy* | (53)¥¥¥ (2,2)

* moitié de la dose ED75, valeur issue de la publication de Kroeber et al. (2013)
¥yy différence significative par rapport au contrdle négatif (PsO.OOl)ll
* différence significative par rapport au contréle positif (PsO.OS)ll

Tableau 8 : proportion de tiques affectées [% moyen (écart type)] pour le mélange géraniol +
IR3535 (test in vitro sur nymphes d’Ixodes ricinus)

Controle controle
Géraniol positif négatif
(DEET)
mg/cm? 0,005 0,01 0,05 0,079# - -
11,1
a 0,001 - - - (19,2) *** 58,3 06
g 0.0025" 5,6 50,0 80,6 94,4 (5,3) ¥¥¥ (2,2)
! (4,8) *** (22,0) ¥¥¥ (19,2) ¥¥¥ (9,6) ¥¥¥

# moitié de la dose ED75, valeur issue de la publication de Kroeber et al. (2013)
yyy différence significative par rapport au controle négatif (P<0.001) **
= différence par rapport au controle positif (P<0.001) **

Tableau 9 : proportion de tiques affectées [% moyen (écart type)] pour le mélange citriodiol +
géraniol (test in vitro sur nymphes d’Ixodes ricinus)

Controle controle
géraniol positif négatif
(DEET)
mg/cm? 0,005 0,01 0,05 0,079# - -
41,7 (16,7)
% 0,001 - - - yyy
5 61,1(17,3) 58,3 0,6
2 0,005 Yyy (5,3) ¥y (2,2)
5 001" ) 41,7 (8,3) 66,7 (22,0) 91,7 (8,3)
! YYY YYY YYY

# moitié de la dose ED75, valeur issue de la publication de Kroeber et al. (2013)
¥¥y différence significative par rapport au contréle négatif (P<0.001) 1

Les trois mélanges (géraniol + citriodiol, IR3535 + géraniol et IR3535 + citriodiol), ou chaque substance
active a été testée a la moitié de sa dose ED75, ont démontré des effets répulsifs trés satisfaisants et trés
similaires (P = 0.99, GLM Bayésien avec le test post hoc de Tukey), supérieur au controle positif DEET a
sa dose ED75.

Lorsque la dose d’'une des deux substances actives en mélange binaire est diminuée (la dose de la
deuxiéme SA restant a la moitié de sa dose ED75), une réduction d’efficacité en termes de proportion de
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tiques affectées est observée pour les trois mélanges testés. Néanmoins, l'efficacité de certains
mélanges a des doses inferieures a la moitié de 'ED75 est supérieure au controle positif. C’est le cas par
exemple du mélange IR3535 + citriodiol ou IR3535 + géraniol. A noter qu’aux doses les plus faibles,
certains mélanges sont si peu efficaces qu’ils ne difféerent pas du contréle négatif.

CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS DE L’ANSES

Les produits répulsifs contre les tiques et les substances actives qu’ils contiennent sont soumis au
reglement biocides (UE) 528/2012. En Europe, 12 substances actives susceptibles de présenter une
efficacité contre les tiques sont approuvées ou en cours d'examen en vue de leur approbation. Les
résultats d’études de laboratoire, réalisées au moyen d’essais in vivo ou in vitro, confirment l'efficacité
répulsive de plusieurs molécules contre les tiques. C’est le cas en particulier de licaridine, I'R3535, le
DEET, l'acide décanoique, le citriodiol, I'acide laurique, ou encore le géraniol.

En France, plus d’'un millier de produits revendiquant une efficacité répulsive contre les tiques sont
actuellement sur le marché. En raison de la mise en ceuvre progressive du Réglement biocide, la grande
majorité de ces produits ne sont pas encore soumis a AMM et n’ont par conséquent pas encore fait I'objet
d’'une évaluation. A ce jour, seuls les produits contenant exclusivement du DEET comme substance
active ont fait 'objet d’'une évaluation achevée (il est a noter que I'évaluation des produits contenant de
I'IR3535 est en cours de finalisation). L’autorisation de mise sur le marché est dans ce cas assortie d’'un
résumé des caractéristiques du produit, qui indique les instructions d’emploi et mesures de gestion
nécessaires pour garantir une efficacité du produit et une utilisation sans risques inacceptables. La liste
des produits disposant d’'une AMM et dont I'efficacité a donc été vérifiée est appelée a évoluer au fur et a
mesure de linstruction des dossiers et en fonction de calendrier d’approbation des substances actives
TP19 au niveau européen.

Les données issues des dossiers dAMM montrent que l'efficacité d’un produit dépend non seulement de
la (des) substance(s) active(s) qu’il contient, mais également de sa formulation. Il parait donc difficile de
recommander une substance active ou une association de substances actives plutdét qu’'une autre tant
que la durée de protection conférée par cette (ces) substance(s) active(s) inclue(s) dans la formulation
d’un produit n’a pas été testée selon les requis réglementaires.

Toutefois, les résultats des tests in vitro complémentaires menés sur les tiques adultes et nymphes
indemnes de maladies apportent des éléments de connaissance résumeés ci-apres.

Selon les essais in vitro, il existe peu de différences d'efficacité selon les stades de développement des
tiques. Néanmoins il conviendrait de conforter ces résultats par des essais réalisés in vivo, du fait des
limites méthodologiques de I'essai in vitro mis en ceuvre. A ce stade, les essais menés sur des tiques au
stade nymphal pour démontrer I'efficacité répulsive des substances actives ne sont donc pas remis en
cause.

Par ailleurs, les essais menés avec des mélanges de deux substances actives ont démontré un effet
répulsif efficace contre les nymphes d'l. ricinus supérieur au DEET (témoin positif). |l apparait ainsi que
certains mélanges de substances actives se révélent prometteurs en termes d’efficacité intrinséque. En
particulier, les résultats des essais in vitro montrent que, pour certaines associations de substances
actives, I'efficacité répulsive contre les tiques pourrait étre conservée tout en diminuant de plus de moitié
les doses. La recherche de synergies ou effets additifs entre substances actives ouvre des perspectives
en matiere de définition de produits au profil toxicologique plus favorable, tout en garantissant une
protection efficace contre les tiques. Cependant, du fait que lefficacité d’'un produit dépend non
seulement de la (des) substance(s) active(s) qu’il contient, mais également de sa formulation, les
résultats obtenus dans cette étude ne permettent pas de prédire avec certitude que les mélanges de
substances actives permettront d’obtenir des produits offrant une durée de protection améliorée contre
les tiques.
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Par ailleurs, il convient de souligner que les données présentées ici ne portent que sur I'efficacité.
Comme mentionné précédemment, I'évaluation menée préalablement a la délivrance d’une autorisation
de mise sur le marché pour un produit biocide, ainsi que le résumé des caractéristiques du produit, qui
indique les instructions d’emploi et mesures de gestion nécessaires, visent également a garantir une
utilisation sans risques inacceptables pour la santé humaine et I'environnement.

Des recommandations relatives aux modalités d'utilisation des produits ne peuvent donc étre proposées
de facon générale. Les modalités (doses et durée de protection notamment) garantissant I'efficacité
répulsive contre les tiques et l'absence de risques inacceptables pour la santé humaine et
'environnement sont évaluées et définies pour chaque produit lors de linstruction de la demande
d’autorisation de mise sur le marché. Le choix et les modalités d’utilisation des produits répulsifs doivent
donc s’appuyer sur les éléments définis dans les AMM pour chaque contexte d’usage.

Dr Roger GENET
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ANNEXE II:

Concentrations des mélanges considérées dans les tests d'efficacité in vitro sur I'efficacité vis-a-
vis des tiques commandités a I'Institut de Biologie de I'Université de Neuchatel :

e 0.003 mg/cm2 de DEET + 0.01 mg/cm? de citriodiol

e 0.0025 mg/cm? |IR3535 + 0.079 de géraniol

e 0.001 mg/cm? IR3535 + 0.079 de géraniol

e 0.0025 mg/cm? IR3535 + 0.05 de géraniol

e 0.0025 mg/cm? |IR3535 + 0.01 de géraniol

e 0.0025 mg/cm? IR3535 + 0.005 de géraniol

e 0.01 mg/cmz citriodiol + 0.079 mg/cm?2 de géraniol
e 0.005 mg/cm? citriodiol + 0.079 mg/cm? de géraniol
e 0.001 mg/cmz citriodiol + 0.079 mg/cm? de géraniol
e 0.01 mg/cmz citriodiol + 0.05 mg/cm?2 de géraniol

e 0.01 mg/cmz citriodiol + 0.01 mg/cm?2 de géraniol

¢ 0.0025 mg/cm? IR3535 +0.01 mg/cm? de citriodiol
e 0.001 mg/cm?IR3535 +0.01 mg/cmz2 de citriodiol

e 0.001 mg/cm?IR3535 +0.005 mg/cmz2 de citriodiol
e 0.0025 mg/cm? IR3535 +0.001 mg/cm? de citriodiol
e 0.0025 mg/cm? IR3535 +0.005 mg/cm? de citriodiol

16/16



