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RESUME

Les Culicidae ou moustigues ont une grande importance meédicale et
vétérinaire. lls sont considérés comme un probleme de santé publique, a cause de
leur nuisance et de leur capacité a transmettre des agents pathogénes. L’élimination
des maladies parasitaires a transmission vectorielle repose sur la lutte contre le
vecteur. Cette lutte ne peut étre efficace sans un bon programme de contréle de ces
vecteurs.

L’espéce Culex pipiens, vecteur compétent des arbovirus tels que le Virus du
West Nile (VWN) et le Virus de la Fievre de la Vallée de Rift (VFVR), sont largement
répandus en Algérie. En absence de vaccins efficaces, I'utilisation des insecticides
demeure le seul moyen de contrdle de ce vecteur. La lutte anti-vectorielle, reste I'outil
le plus efficace et le plus accessible pour contréler les populations de vecteurs.

Malheureusement, I'utilisation intensive des insecticides chimiques a conduit
au développement de la résistance chez ce moustique. Il existe plusieurs
mécanismes par lesquels ces insectes résistent aux insecticides, les deux
mécanismes les plus étudiés sont : la modification de la cible d’insecticide, ainsi que
'augmentation de la production des enzymes de dégradation de ces insecticides.
Peu de donnée sur les mécanismes de résistance sur le Culex pipiens en Algérie.
Cependant, aucune donnée n’est présente sur les mécanismes de résistance chez
les populations naturelles de Culex pipiens en Algérie. De ce fait, notre objectif était
d’étudier pour la premiere fois la mutation ace-1 G119S ace-1 associée a la
résistance aux organophosphorés (OP) et aux carbamates (CX) dans I'Est algérien.

Dans un premier volet et afin de révéler I'espéce la plus dominante et vectrice
de maladie, nous avons réalisé un inventaire des moustiques pour la premiere fois
dans la wilaya de Khenchela. La collecte a été faite dans sept régions durant la
période de Mai 2020 jusqu’au Septembre 2021 .L’étude de la systématique a réveélé
la présence de 10 espéces ,appartenant a cing genre: Culex pipiens (Linneaus,
1758), Culex territans (Walker,1856), Culex theileri (Theobald, 1903),Culex modestus
(Ficalbi,1890), Culiseta longiareolata (Macquart,1838), Culiseta annulata (Schrank,
1776), Aedes geniculatus (Olivier, 1791), Aedes vexans(meigen,1830),
Orthopodomyia pulcripalpis (Rondani,1872), Uranotaenia unguiculata

(Edwards,1913). De cet inventaire il ressort que I'espece Cx. pipiens est la plus



abondante (44.26%) suivi by Cs. longiareolata (39.57%). Ce résultat donne des
informations tres importantes sur la biodiversité, la répartition et la relation entre les
facteurs écologiques et 'abondance des espéces, pour un programme de contréle
efficace.

Dans un deuxieme volet, nous avons évalué dans un premier temps le statut
de sensibilité chez les populations de la province d’Annaba vis-a-vis du téméphos
puis calculer les fréquences de génes de résistance ace-1 (G119S). Les larves de
Culex pipiens , de la wilaya d’Annaba (Annaba ville, Sidi Ammar, El Hadjar, Hdjer Ed
Diss et Oued el Anneb), ont été testées pour leur sensibilité vis-a-vis du temephos
selon le protocole de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Les résultats des
bioessais ont montré que chez les 5 populations étudiées le taux de résistance est
variable selon la région. Par ailleurs, les femelles adultes collectées, de la wilaya
d’Annaba, Batna et Khenchela ont été testées pour la recherche de la mutation ace-
1 par PCR-RFLP. L'analyse des génotypes d’ace-1 a montré que les fréquences
alléliques du 119S présentent presque chez toutes les populations . Les fréquences
des alleles de résistance ace-1 étaient relativement modérées (< 0,4). Leurs
analyses dans les trois wilayas ont révélé que la mutation G119S a tendance a étre
plus fréequente dans les sites urbains que dans les sites ruraux, ce qui confirme
impact de l'urbanisation sur la sélection des génes de résistance. Ces résultats
mettent en évidence I'urgence de gérer le probléme de résistance aux insecticides
chez la population naturelle du moustique Culex pipiens.

A notre connaissance, les fréquences de cette mutation sont étudiées pour la
premiere fois en Algérie dans les populations naturelles de Culex pipiens. Ces
résultats fourniront des informations importantes qui pourraient aider les autorités
sanitaires du pays a développer leurs programmes de lutte anti-vectorielle d’'une

maniere plus adaptée a cette espece de moustique, vecteur potentiel des arbovirus.

Mot clé : Biodiversité, Est d’Algérie, Culex pipiens, Insecticides, Résistance, ace-1.



ABSTRACT

Culicidae or mosquitoes have a medical and veterinary importance. They are
considered as a problem of public health, because their nuisance and their ability to
transmit pathogens. Elimination of vector-borne parasitic diseases is based mostly on
vector control strategies. This fight can’t be effective without a good control program
for these vectors.

The species Culex pipiens, competent vectors of arboviruses such as West
Nile virus and Rift Valley fever virus, are widespread in Algeria. Due to the lack of
effective vaccine against these diseases, vector control, remains the most efficient
and accessible tool to monitor vector populations.

Unfortunately, continuous and extensive application of insecticides leads to
the development of insecticide resistance, and has become the major obstacle to
control the vector-borne diseases. The major means of resistance to insecticides in
vectors are the alterations in the insecticide target sites, and metabolic resistance by
a sharp increase in the expression of detoxification enzymes. Few data is present on
the resistance mechanisms of Culex pipiens in Algeria but there is a lack of data on
resistance to insecticides in the natural population of Culex pipiens. Therefore, our
aim was to study, for the first time, G119S ace-1 mutation associated with resistance
to organophosphates (OP) and carbamates (CX.).

In first part, and in order to improve the knowledge on the specific diversity of
the culicids fauna in the region of Khenchela (North-East of Algeria), an inventory of
mosquitoes was carried out for the first time in this region. Larval collection was
conducted in seven sitesfrom May 2020 to September 2021.

Systematic study revealed the presence of 10 species belonging to 5 genera;
including Culex pipiens (Linneaus, 1758), Culex territans (Walker, 1856), Culex
theileri (Theobald, 1903), Culex modestus (Ficalbi, 1890), Culiseta longiareolata
(Macquart, 1838), Culiseta annulata (Schrank, 1776), Aedes geniculatus (Olivier,
1791), Aedes vexans (Meigen, 1830), Orthopodomyia pulcripalpis (Rondani, 1872)

and Uranotaenia unguiculata (Edwards, 1913).



The species Cx. pipiens was the most abundant (44.26 %) followed by Cs.
longiareolata (39.57%). Our findings provide very important information on
biodiversity, distribution and the relationship between species abundance and
ecological factors. Therefore, the results can be very useful for the design and
implementation of effective control programs.

In second part, we studied status of susceptibility to temephos in the
population of Culex pipiens, larvae of Culex pipiens of annaba (5 populations) were
tested for susceptibility to temephos according to the WHO protocol. The results of
the bioassays showed that the resistance levels differ according to the insecticide.
However, adults females of Annaba, Batna and Khenchela were tested for the
presence or the absence ace-1 mutations using PCR-RFLP. The resistance R allele
was found in most samples, its frequency remains globally moderate .Their analyses
in three cities revealed that the G119S mutation tends to be more frequent in
urban than in rural sites. Our results highlight the urgent need to manage insecticide
resistance in natural population of the Culex pipiens mosquito.

To our knowledge, the frequencies of this mutation are studied for the first
time in Algeria in natural populations of Cx. pipiens complex. These results will
provide important data information that could help country's health authorities to
develop their vector control programs in a more suitable way for this mosquito

species, a potential vector for arboviruses.

Key words: Biodiversity, Culex pipiens, east Algeria, resistance, insecticides, ace-1.
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INTRODUCTION

Les insectes sont les premiers Arthropodes, a avoir peuplé la terre. lIs
constituent le groupe d’étre vivants le plus important englobant les trois quarts des
espéeces animales décrites [1].

Les insectes hématophages occupent une place toute particuliére a cause des
nuisances considérables qu’ils peuvent occasionner et des pathogénes qu’ils
peuvent transmettre [2]. L’hématophagie concernerait 14 000 espéces d’insectes [3].

En terme d'importance mondiale pour I'homme, les moustiques sont
considérés comme le premier groupe d’insectes vecteurs de maladies Suivi par les
acariens, les tiques et enfin les puces [4].

Les membres de la famille des Culicidae ou moustique comptent plus de 3500
especes réparties dans le monde entier, ils jouent un role tres efficace et actif dans
un écosystéme puisqu’ils deviennent des prédateurs ou des proies [5,6].

Les Culicidae ont une grande importance médicale et vétérinaire. lls sont
considérés comme un probleme de santé publique, a cause de leur nuisance et de
leur capacité a transmettre des agents pathogenes [2].

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les maladies a transmission
vectorielle sont responsables plus del7% des maladies infectieuses et causent plus
de 700000 déces chaque année, les plus dangereuses sont le Malaria, la Dengue,
le Virus du West Nile (VWN) et Chikungunya...etc.

Plusieurs espéces de moustiques sont des vecteurs de zoonoses d’incidences
médicales et vétérinaires [7], Anopheles (Anopheles) labranchiae(Falleroni, 1926
)est considérée comme vecteur majeur du Paludisme au Maghreb [8] .

En Algérie, les Culicidés sont les insectes piqueurs les plus nocifs pour la
population humaine et continuent de transmettre des maladies infectieuses [9]. Notre
pays était un foyer de paludisme dans les années soixante, avec 100.000 cas
autochtones par an [10].L’Algérie a enregistré, 2726 cas de malaria en 2020 [11].

L’apparition de nouvelles espéces et la disparition d’autres, sous l'effet de
modification Locale tel que: le réchauffement climatique, les modifications
environnementales ['urbanisation rapide et anarchique des pays en voie de

développement, les déplacements de populations liés aux conflits, la déforestation
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ou méme la généralisation des échanges, sont les principaux responsables de la
réémergence ou de I'émergence des maladies a transmission vectorielles[12,13] .

Pour effectuer une surveillance épidémiologique de lutte anti vectorielle (LAV)
efficaces, il est nécessaire d’avoir une bonne connaissance de la faune Culicidienne
par I'étude de la biodiversité des populations, leurs abondances, la dynamique et la
saisonnalité ainsi que leurs caractéristiques écologiques [14,15].

Dans ce contexte, plusieurs travaux ont été réalisés sur les Culicidés en
Algérie, LAFRI et al [16] se sont penchés sur l'inventaire des Culicidés dans 15
départements en Algérie, dans la région Tizi—ouzou les travaux de LOUNACI [17]et
CHAHED et al[18]et au Sud on note les travaux CLASTRIER et SENEVET[19] ,
BEBBA [20] & Oued Righ (Touggourt et Djamaa) et les travaux de MERABTI et
OUAKID [21]dans la région de Biskra. Dans les régions de I'Est, on signale les
travaux BERCHI [22]a Constantine, BOUDEMAGH et al [23], BENDALI et al [24] ;
BOUDJELLIDA et al [25],ARROUSSI et al [26] a Annaba; BELKHIRI et al [27] a
Batna. Cependant, aucune étude n’a été realisée dans la province de Khenchela
(Nord-Est de I'Algérie).

En Algérie, Culex pipiens est largement connu comme le moustique de la ville
[22]. Il est considéré comme le vecteur principal de plusieurs arbovirus tels que le
virus du West Nile et la fievre hémorragique de la Vallée du Rift.VWN qui circule
depuis longtemps en Afrique du Nord. Plusieurs épizooties /épidémies ont été
observé, trois au Maroc en 1996, 2003 et 2010 [28],trois en Tunisie 1997, 2003 et
2012 [29] et cas en Algérie en 1994 dans le Sahara centrale [30,31].

A ce jour, les arbovirus transmis par le moustique n’ont pas de traitement ni de
vaccin ; la lutte antivectorielle reste le seul moyen utilisé afin de limiter la
transmission des agents pathogénes [32,33].

Pendant plus d'un demi-siécle, cette lutte reposait principalement sur
I'utilisation des insecticides chimiques contre les insectes nuisibles principalement les
moustiques.

Selon 'OMS, quatre classes d’insecticides sont utilisées ; les pyréthrinoides
(PYRSs), les organochlorés (OCs), les organophosphorés (OPs) et les carbamates
(CXs) [34].

En Algérie, les organophosphorés (OPs) et les pyréthrinoides (PYRS) sont

utilisés comme traitement de démoustication.
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Néanmoins, la dépendance généralisée a ces substances chimiques, et leur
utilisation intensive, Dans le domaine agronomique et santé publique ont conduit a
'apparition d’une résistance aux insecticides chez de nombreuses espéeces de
moustiques. Il s’agit d’'une capacité acquise, par les moustiques, afin de survivre en
présence de doses létales d’insecticides [35].

La résistance aux insecticides est largement répandue dans le monde entier
[6].

Chez Culex pipiens, deux principaux meécanismes responsables de cette
résistance sont : la résistance métabolique et/ou la résistance par modification des
sites cibles des insecticides.

La résistance, par modification des sites cibles, est due a des mutations
ponctuelles au niveau des genes, qui codent pour des protéines sur lesquelles
agissent les insecticides en réduisant la sensibilité. Chez les C.pipiens, plusieurs
mutations ont été décrites : (i) Canal sodique voltage-dépendant codé par le gene
kdr, (ii) récepteurs de I'acide gamma aminobutyrique (GABA) codé par le gene Rdl et
(i) 'Acétylcholinestérase codé par le géne ace-1[36-37].

C. pipiens est sous controle de divers insecticides a travers le monde entier,
ce qui provoque une sélection d’alleles de résistance. Afin de mettre en place une
stratégie efficace permettant de gérer la résistance aux insecticides, les mécanismes
de résistance sélectionnés doivent étre connus. En Afrique du Nord, des statuts de
résistance aux insecticides et divers alléles de résistance ont été détectés chez C.
pipiens [38, 39, 40, 41, 42, 43,44, 45 ,46 et 47]. Des études antérieures sur la
mutation ace-1 chez les populations algériennes de Culex pipiens en conditions
contrblées ont montré la présence de G119S a été détectée dans tous les
échantillons étudiés ainsi que la présence de la mutation F290V mais avec une faible
fréequence [47]. ALOUT et al [46] ont confirmé la présence d'une duplication ace-1
combinant une copie ace-1S et une copie ace-1R dans un haplotype.A ce jour, il n’y
a aucune donnée sur les mécanismes moléculaires de résistance des populations
naturelles des moustiques en Algérie.

L’objectif de notre travail est d’étudier et de caractériser, pour la premiére fois,
les mécanismes moléculaires de la résistance aux insecticides chez les populations
naturelles de C.pipiens en Algérie.

Pour cela nous avons réparti notre travail en deux grandes parties :
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La premiére partie de notre étude a été consacrée a l'inventaire et a I'étude
taxonomique et écologique de la faune culicidienne de la wilaya de Khenchela , les
récoltes sont faites au niveau de sept régions (Khenchela, Bebar, EI Mahemmal,
Oued el Hatiba, Ain Djerboue, Ouled Amara et Ouled Azzedine) .

La deuxieme partie de ce travail portera sur la distribution de la mutation
G119S du gene ace-1, codant pour I'AChE, responsable de la résistance aux
organophosphorés (OP) et aux carbamates (CX) , dans quinze populations naturelles
du Nord-Est de I'Algérie. L'impact de l'urbanisation a également été étudié en
échantillonnant des sites ruraux et urbains dans trois wilayas bioclimatiques
différentes : Annaba (climat humide), Batna et Khenchela (semi-arides) d’'une part et
d’évaluer, le statut de résistance des moustiques Culex pipiens de la région de
Annaba aux larvicides (ttméphos) d’'une autre part.

Ces résultats pourraient étre utiles a I'échelle nationale, puisqu’ils décrivent
pour les mécanismes moléculaires de la résistance chez les populations naturelles
de Culex pipiens en Algérie. lls fourniront des informations appropriées pour la
conception et la mise en ceuvre des stratégies réussies de lutte contre cette espece,
et de pouvoir probablement cartographier la propagation de la résistance et afin de

connaitre l'origine de cette résistance.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Généralités sur les moustiqgues

1.1.1. Position systématique

Les moustiques font partie de I'ordre des Diptéres. Le deuxiéme ordre en
nombre d’espéces, plus de 250 000 apres celui des Coléoptéres. Les moustiques
appartiennent a la famille des Culicidés qui est considérée comme une grande
famille homogéne et tres diversifiée [48].

Les Culicidae se divisent en trois sous familles : les Toxorhynchitinae, les
Anophelinae et les Culicinae. Cette division se base sur différents criteres
morphologiques visibles tant au niveau des ceufs que des stades larvaires et
Imaginaux [2].

Régne: Animalia
Sous-regne: Metazoa
Embranchement: Arthropoda
Sous- Embranchement: Hexapoda
Super-classe : Protostomia
Classe:Insecta
Sous-classe:Pterigota
Infra-classe:Neoptera
Super-ordre: Endopterygota
Ordre: Diptera

Sous-ordre: Nematocera
Infra-ordre : Culicomorpha

Famille: Culicidae

1.1.2. Principales Caractéristiques morphologigue
1.1.2.1. L’adulte

La taille varie d’une espéce a l'autre de 5 a 20 mm. Le corps de I'adulte est

composé de trois parties distinctes : téte, thorax et abdomen [8] (Figure 1.1):
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1. Latéte
L’adulte se caractérise par une téte globuleuse formée de plusieurs piéces qui
comporte les organes sensoriels qui sont: (les antennes, les yeux et les pieces
buccales). Les yeux : représentent la partie majeure de la téte. lls sont réniformes,
trés grands et composés d'yeux €lémentaires (ommatidies) juxtaposeés. Les antennes
sont composées de 15 antennes plumeuses chez le méale et 16 antennes glabres
chez la femelle [49]. Elle porte aussi des appendices buccaux de type piqueur-

suceur [50].

Antennes

Palpes

Abdomen

Trompe

Pattes antérieures

Pattes postérieures

| mm

Figure 1.1 : Morphologie d’un adulte de Culicinae (Culex) [8].

2. Thorax:

Il comporte trois segments rigides fusionnés : le prothorax, le mésothorax et le
métathorax. Chaque segment porte une paire de pattes. Le prothorax ne porte
gu’une paire de pattes car il est trés réduit. Le mésothorax c’est la partie du thorax la
plus développée, il porte ; une paire de stigmates, une paire de pattes et une paire
d’ailes. Le métathorax est également trés réduit, et porte ; une paire de stigmates,
une paire de pattes et une paire d’haltéres (homologues d'une paire dailes

vestigiales) [51].
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3. L’abdomen :

Constitué de 10 segments dont huit seulement sont visibles extérieurement, ils
sont composés de tergite (plaque dorsale) et de sternite (plaque ventrale) et de
pleurite deux membranes latérales.

Les segments terminaux formant le génitalia (hypopygium) sont hautement
modifiés du fait de la présence des orifices génitaux et des appendices qui y sont
annexés. L’Hypopygium femelle a une morphologie relativement simple et possede

un réle taxonomique dans la distinction des genres [50].

1.1.3. Bio écologie des Culicidae

Les moustiques sont capables de s’adapter aux changements de conditions
environnementales et a diverses conditions climatiques [52,53].

Les Culicidea sont capables de peupler les gites les plus variés, les gites se
difféerent selon la température, le pH, et selon les especes :

e Les Aedes préférent beaucoup plus les creux d'arbres [54,55].

e Les Anopheles se développent dans les eaux relativement propres telle que
les eaux permanentes et stagnantes ou les eaux douces et ensoleillées et se
retrouvent abondamment dans le zones urbaines ou I'hygiéne n’est pas
assuree.

e Les larves de Culex se retrouvent dans les gites les plus divers des milieux
urbain et périurbain, plus particulierement ceux riches en matiéres organiques
[56].

1.1.3.1. Cycle de vie

Le cycle de développement des moustiques dure environ douze (12) a vingt

(20) jours et comprend quatre (4) stades : I'ceuf, la larve, la nymphe (pupe) et I'adulte
(Figure 1.2).

Toutes les espéces de moustiques sont des insectes holométaboles a
métamorphose compléte la larve ne ressemble pas a I'adulte [52]. lls ont au cours de
leur cycle de vie : une vie aquatique pour les ceufs, les larves et les nymphes et une
vie aérienne pour les adultes. Seules les femelles sont hématophages. Chez la
plupart des espéces, un repas sanguin est nécessaire pour la femelle afin de porter

ses ceufs a maturité.
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L’émergence se caractérise par le passage de la vie aquatique a la vie
aérienne. Aprés I'émergence se passe lI'accouplement, puis les femelles effectuent le
cycle trophogonique : recherche d’un repas de sang, repos pour la maturation

ovarienne des ceufs, puis ponte.

1. La phase aquatique : débute quelques jours aprés la fécondation, Les
femelles pondent entre 50 et 500 ceufs, dans différents milieu, 2 a 4 jours
aprés le repas de sang. Cette phase se caractérise par trois stades (ceuf,
larve et nymphe).

a. CEufs : quelques jours apres la fécondation, suivant I'espéce, les ceufs sont
pondus par les femelles dans différents milieux.La taille des ceufs est
d’environ 0.5 mm, blanchatre au moment de la ponte, ils s’Tassombrissent dans

les heures qui suivent [56].
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Figure 1.2 : Cycle de vie du Moustique [57].

> lls sont pondus isolément a la surface de I'eau et munis de flotteurs chez les

Anopheéles, ce qui les rend insubmersibles
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> lls sont groupés en nacelles flottantes de 50 a 200 ceufs chez les Culex. lIs
éclosent généralement au bout de 2 a 5 jours (Figure 1.3).
» Les Aedes pondent leurs ceufs isolément sur des supports a proximité
immédiate de la surface de I'eau, ou a méme le sol sec.
La montée des eaux provoque I'éclosion de la larve [58].
b. Lalarve:
Les larves de moustiques peuvent étre présentes dans des étendues d’eau
permanente ou temporaire, naturelle ou artificielle, fortement polluées ou pures,
grandes ou petites ; méme les plus petites accumulations d’eau dans les vases,
seaux, empreintes et pneus sont des habitats larvaires potentiels [52].
Elles se déplacent par saccades et se nourrissent, soit a la surface, soit au fond du
gite larvaire [50].
Leur évolution s’accomplit en quatre stades, les 3 premiers stades présentent
généralement des caractéres chétotaxiques variable, ne permettant pas leur
identification. Cependant la morphologie larvaire la plus couramment décrite est celle
du quatrieme stade, Le corps de la larve est subdivisé en trois parties bien distinctes
[59] (Figure 1.4) :

Figure 1.3 : Nacelle d’ceufs de Culex pipiens [22]

> Téte: La téte de la larve de moustique est fortement chitineuse, |égérement

allongée et plus au moins aplatie. Elle se compose de trois plaques

chitineuses, I'une dorsale impaire et médiane ; le fronto-clypeus, les deux
autres latérales et symétriques.

Les pieces buccales constituées de longues soies courbées, ayant un rble

préhensile. Les antennes, insérées sur les coOtés, sont généralement longues et

spéculées, elles portent une touffe de soies largement utilisée en systématique [50].
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> Le Thorax : Représenté par une masse indivisée de forme légerement
globuleuse, large aplatie dorso ventralement, qui portent sur les cotés
plusieurs groupes de soies disposées en éventail, [53], surtout utilisée dans la
détermination systématique des larves d'anophéles [59].

» L’abdomen : plus souple que le thorax, 'abdomen des larves des culicidés se
compose de neuf segments. A la partie dorsale du huitiéme segment se
situent les orifices stigmatiques : sessiles chez les Anophelini, ils s’ouvrent a
'extrémité d’un tube chitineuse ou siphon chez les Culicini. Le neuviéme
segment donne insertion au systeme complexe des soies anales ainsi qu’a
deux d’appendices hyalins, les papilles encadrantes elles-mémes l'orifice anal.
Le siphon, plus ou moins allongé selon les espéces, facilite la respiration de la
larve [60].

siphon

segment anal

antennel derniers segments I

Figure 1.4 : Morphologie d’un adulte de Culicinae [8].

c. Lanymphe:
La nymphe se métamorphose en adulte en 2 a 4 jours, elle ne se nourrit pas elle
puise dans les réserves stockées au stade larvaire. La nymphe a une forme de
virgule. La téte et le thorax sont fusionnés avec dans le prolongement un abdomen
plus fin terminé par une paire de pattes permettant de se déplacer dans I'eau. Elle
respire par I'intermédiaire de deux trompettes situés sur le céphalo- thorax. Durant ce
stade a lieu le processus de métamorphose, au cours duquel les organes de la larve
subissent une histolyse pour mettre en place le corps de I'adulte. A la fin de cette

période, la nymphe donne un adulte, male ou femelle [50].
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2. La phase aérienne : pendant cette phase le moustique est capable de voler.
Il faut 1 & 1,5 jours aux adultes pour ajuster leur métabolisme. Les femelles
atteignent leur maturité sexuelle au bout d'1 a 2 jours alors que les males
I'atteignent au bout d’'un jour. Les femelles sont plus grandes que les males
iIssus d’'une méme émergence [52,53].

Les deux (2) sexes s'accouplent en vol ou dans la végétation et ont une
distance de vol d’'un a deux km. Les méales percoivent le bourdonnement
produit par le battement rapide des ailes des femelles, grace aux longs poils
dressés sur leurs antennes, qui s'approchent des essaims lors du vol nuptial.
Au moment de la fécondation, le male laisse un stock de sa semence chez la
femelle. Elle les maintient en vie, jusqu'a sa mort. La femelle conserve cette
semence, dans une ampoule globulaire ou spermathéque. Elle ne s'accouple
donc qu'une seule fois. Aprés la fécondation, les femelles partent en quéte
d'un repas sanguin duquel, elles retirent les protéines et leurs acides aminés,
nécessaires pour la maturation des ceufs. Des que la femelle est gravide, elle
se met en quéte d'un gite de ponte aquatique, pour le développement de ses
larves [61,62].

1.1.4. La répartition géoqraphique des moustiques

A. Dans le monde

En termes de distribution géographique les moustiques sont cosmopolites, ils sont
présents pratiquement dans tous les continents [52]. Le Culex pipiens est I'espéce la
plus largement distribué dans le monde, les Anophélesont aussi une répartition
quasiment mondiale a I'exception des zones polaires (nord du Canada, Alaska, nord
de la Sibérie, Groenland, Islande, Antarctique). Le genre Aedes a été signalé au
début du siecle dernier dans le continent Asiatique, par la suite une expansion
brutale a eu lieu en Europe en 1980 et récemment le continent Africain et Américain

ont été touchés [63].

B. En Algérie
En Algérie, six genres sont regroupés dans les sous familles d’Anophelinae et de

Culicinae (Tableau 1.1), dont ils se trouvent dans différentes parties de I'Algérie
(Figure 1.5).

Les Aedes sont signalés comme des espéces propres aux villes cotieres.
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Figure 1.5 : Distribution géographique des moustiques en Algérie [63]




Tableau 1.1 : Les espéces de Culicidae inventoriées en Algérie [64].
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Sous famille des Anophelinae

Sous famille Culicinae

Genre Anopheles Genre Aedes Genre Culex Genre Culiseta GenreUranotaeni
aetOrtinpodomyia
Anopheles (Anopheles) | Aedes (Stegomyia) Culex (Maillotia) | Culiseta (Culisella) | Uranotaenia

algeriensisTheobald,1903

Anopheles (Cellia) cinereushispaniola
Theobald, 1903
Anopheles
clavigerMeigen, 1804.
Anopheles (Cellia) dthaliPatton, 1905.
Anopheles (Anopheles)
labranchiaeFalleroni,1926.

Anopheles (Anopheles)
marteriSenevet etPrunelle, 1927
Anopheles (Myzomyia)
multicolorCaamboliu,1902.

Anopheles (Anopheles) petragnaniiDel
Vecchio, 1939.

(Anopheles)

Anopheles (Anopheles)
plumbeusStephens,1828.
Anopheles(Myzomyia)
rufipesbroussesiEdwards, 1929.
Anopheles (Myzomyia)
rhodesiensisrupicolaLewis, 1929.
Anopheles (Myzomyia)

sergentiisergentiiTheobald, 1907.
Anopheles (Myzomyia)

superpictusGrassi, 1899.

aegyptiLinné, 1762.

Aedes (Ochlerotatus)
albineusSeguy,1923.

Aedes (Ochlerotatus)
berlandiSeguy,1921.

Aedes (Ochlerotatus)
biskraensisBrunches, 1999.
Aedes (Ochlerotatus)
caspiusPallas, 1771.

Aedes (Ochlerotatus) echinus
Edwards,1920.

Aedes (Finlaya)
geniculatusOlivier, 1791.
Aedes (Ochlerotatus)
mariaeSergentetSergent, 1903.
Aedes (Ochlerotatus)
pulcritarsisRondani,1872.
Aedes (Ochlerotatus) punctor,
Kirby, 1937.

Aedes (Ochlerotatus)
guasirustiusTorresca’amares,
1951.

Aedes (Aedimorphus)
vexansMeigen,1930.

Aedes (Aedimorphus)
vittatusBigot, 1861.

arbieeniSalem, 1938.
Culex(Neoculex)
deserticolaKirkpatrick,
1924.

Culex (Neoculex)
hortensisFicalbi,1924.
Culex (Neoculex)
impudicusFicalbi, 1889.
Culex (Culex)
laticinctusEdwards, 1913.
Culex (Culex)
mimeticusNoe, 1899.
Culex (Culex)
perexiguusTheobald,
1903.

Culex (Culex)
pipiensLinné, 1758.
Culex (Culex)
theileriTheobald, 1903.
Culex (Neoculex)

territanswalker, 1856.
Culex(Barraudcus)
modestus Ficalbi, 1890.
Culex(Barraudius)

pussillus Macquart, 1850.

fumipennisStephe
ns, 1825.

Culiseta (Culisella)
litoreaShute, 1928.
Culiseta (Culisella)
morsitansTheobald
, 1901.

Culiseta (Culiseta)
subochreaEdward
s, 1921.

Culiseta (Culiseta)
annulataChrank,
1770.

Culiseta
(Allotheobaldia)
longiareolata
Macquart, 1828.

(Uranotaenia)
anguiculata,
Edwards, 1913.
Ortinpodomyiapulc
ipalpisRondani,
1822.




32

1.1.5. Les principales maladies transmises par le moustique

Lorsque le moustiqgue absorbe son repas sanguin il peut prendre également
des agents infectieux présents chez I'h6te. La plupart du temps ces derniers sont
éliminés par digestion mais dans certains cas les virus ou parasites peuvent passer
la paroi de I'estomac. lIs se multiplient alors dans les cellules épithéliales de 'intestin
puis infectent les différents organes et tissus du moustique. Enfin ils atteignent les
glandes salivaires. lls peuvent étre transmis chez un nouvel hote lors de la prochaine
piqure. Seuls les moustiques infectés peuvent transmettre des maladies [65].

lls sont impliqués dans la transmission du paludisme, de la fiévre jaune et de
la dengue, des nombreuses encéphalites arbivirales, diverses filarioses [2] (Tableau
1.2).

Les maladies les plus répandues sont :

1.1.5.1. Le paludisme

Le paludisme appelée aussi malaria, Un parasite protozoaire du genre
Plasmodium est a l'origine de cette maladie, il est transmis a 'Homme par la piqure
de moustiques du genre Anopheles. En 2021, il était responsable du déces de
619000 personnes, dont 86% eétaient des enfants. L'Afrique fut la région la plus
touchée avec 91% des déces. Le paludisme concerne majoritairement les enfants de
moins de cing ans et les femmes enceintes, pres de 95% des cas sont enregistrés en

Afrique subsaharienne [66].

1.1.5.2. Le Chikungunya

La fievre Chikungunya (CHK) est causée par un arbovirus du genre

alphavirus, transmis par des moustiques Aedes, notamment par Ae. Aegypti, c’est
une maladie aigué caractérisée par une fievre, une éruption et des arthralgies

invalidantes [67].

1.1.5.3. La Denque

C’est I'arbovirose majeure dans I'espéce humaine et elle est en constante

progression. Le virus de la dengue appartient au genre Flavivirus de la famille des
Flaviviridae. La dengue est une infection virale transmise a I'étre humain par des
moustiques femelles, principalement de I'espéce Aedes aegypti, mais aussi dans une

moindre mesure Aedes albopictus [67]. En 2022, il était responsable du déces de
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1296 personnes. Aucun vaccin n’étant actuellement disponible, la prévention se

résume a la lutte anti vectorielle et aux mesures de prévention individuelle [68].

1.1.5.4.Le Virus du Nile Occidental (West Nile Virus)

Le virus du Nil occidental (VNO) peut provoquer une maladie neurologique

chez 'homme et entrainer la mort. C'est un arbovirus qui appartient au
genre flavivirus. En général, les moustiques du genre Culex sont les principaux

vecteurs de maladies, en particulier Culex pipiens [68].

1.1.5.5. La Fievre Jaune

C’est une maladie hémorragique causée par un arbovirus appartenant au
genre flavivirus et il est transmis par certaines espéces de moustique de genre
Aedes. Le virus est endémique dans les régions tropicales d’Afrique d’Amérique
Centrales et dAmérique du Sud [66].

1.1.5.6. Lafievre de la Vallée du Rift

Zika est une maladie due a un arbovirus. Ce virus appartient a la famille des

Flaviviridae comme c’est le cas également du virus de la dengue. Zika se transmet
par l'intermédiaire de moustiques du genre Aedes : Aedes albopictus et Aedes

aegypti [66].
Tableau 1.2 : Quelques maladies transmises par les moustiques [66].

Pathologie Espéce vectrice Virus
Syndrome fébrile Aedes sp Flavivirus
(Zika) (Flaviviridae)
Encephalite Cx. Flavivirus
Japonaise , . (Flaviviridae)
quinquefasciatus
Sindbis Culex sp Alphavirus
(Syndrome fébrile (Togaviridae)
exanthémes)
Syndrome  fébrile | Anophelessp Alphavirus
algique (Togaviridae)
La peste équine Aedes Orbivirus

Culex

Anopheles
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1.2. La lutte anti-vectorielle

La lutte anti-vectorielle repose essentiellement sur la lutte physique, lutte biologique
et la lutte chimique :
1.2.1. Lutte physique

Préconisée par 'OMS, cette premiére approche consiste essentiellement a
vider ou modifier les récipients contenant de faibles volumes d’eau (ex. pneus,
bidons, soucoupes) car ils constituent des gites de ponte préférentiels pour le
moustique et favorisent le développement des larves [69].

1.2.2. Lutte biologique

Elle repose sur l'utilisation d’organismes vivants ou de produits dérivés
d’organismes vivants pour le contréle des populations de moustiques. Parmi ces
agents biologiques, les plus populaires sont les bactéries pathogénes Bacillus
thuringiensis var. israenlensis (Bti) ou Bacillus sphaericus qui produisent des toxines
actives dans le tube digestif des larves de moustiques [69].

1.2. 3. Lutte chimique

La lutte chimique consiste a I'utilisation des insecticides chimiques. Chaque
famille chimique est liée a son site d’action au niveau de l'insecte qui peut étre au
niveau du systéme nerveux, au niveau de la mitochondrie ou au niveau des
hormones de croissance [69].

Aujourd’hui quatre grandes classes sont recommandées par 'OMS en santé
publique en matiére de lutte antivectorielle, il s’agit de : organochlorés (OCs), les

organophosphorés (OPs), les carbamates (CXs) et les pyréthrinoides (PYRS)) [70].

1. Les organochlorés (OCs)

Sont des toxiques qui alterent le fonctionnement des canaux sodium
indispensables a la transmission de l'influx nerveux. Ces molécules ont été les
premieres découvertes, notamment avec la synthese du DDT (Figure 1.6). Leur
spectre d’action est large. lls agissent en bloquant les canaux sodium voltage
dépendants du systéme nerveux en position ouverte, et empéchent ainsi la
repolarisation des membranes permettant la transmission normale du signal nerveux
(Figure 1.7). Les effets se traduisent donc par une hyperexcitation des nerfs qui
aboutit a une paralysie de l'organisme, puis a la mort si I'effet se prolonge. Un
programme mondial d’éradication du paludisme basé sur l'utilisation massive de DDT

contre les moustiques a été lancé en 1955 par 'OMS, Ce programme d’envergure
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sera abandonné en 1969 suite a I'apparition de nombreux cas de résistance des

populations de moustiques au DDT en réponse au traitement intensif [71].

Les autres insecticides organochlorés ; le lindane (I'hexachlorocyclohexane :
HCH) en 1946, I'aldrine, la dieldrine en 1949 ciblent I'acidey-aminobutyrique (GABA)

[72].
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Figure 1.6 : Formule chimique du DDT [73]

Le probleme avec ces insecticides était leur impact sur I'environnement, car ils

sont tres stables non biodégradable dans I'environnement et ont des effets toxiques

a cause de leur accumulation dans les chaines alimentaires. Chez les humains, le

DDT peut causer des effets neurologiques, cancérigenes ainsi que sur la fertilité [74].
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Figure 1.7 : Modes d'action des insecticides chimiques (organochlorés et
pyréthrinoides de synthéses) [75]
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2. Les organophosphorés (OPs)

Les progrés en chimie organique ont ensuite permis le développement des
molécules organophosphorées. Certaines de ces molécules ont un pouvoir
insecticide, comme par exemple le malathion ou le téméphos (Figure 1.8). lls
agissent sur les étre vivant par inhibition de I'acétylcholinestérase. Lors de la
transmission d’'un message nerveux, le neurotransmetteur acétylcholine est libéré
dans les synapses. Une fois le message transmis par le biais de I'acétylcholine, cette
derniére est rapidement dégradée par une enzyme, I'acétylcholine estérase, ce qui
permet au systéme de revenir au repos. Le réle des OPs est alors d’empécher cette
dégradation, entrainant I'accumulation d’acétylcholine dans les synapses, saturant
I'organisme de signaux nerveux excitateurs et entrainant une paralysie (conduit a la

tétanie musculaire) puis la mort de I'organisme [73] (Figure 1.9).

—"F

Figure 1.8 : Formule chimique du téméphos [76].

Ces insecticides sont encore largement utilisés dans le monde en agriculture, mais
également en lutte antivectorielle contre les moustiques principalement avec
I'utilisation du malathion comme adulticide par pulvérisation et du téméphos comme
larvicide. Ces insecticides présentent une forte toxicité pour la faune non cible,

notamment les abeilles et la faune aquatique [77].
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Figure 1.9 : Modes d'action des organophosphates et des carbamates [75].

3. Les carbamates(CXs )
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Les carbamates ont été développés en méme temps que les OPs durant la seconde

moitié du 20eme siécle, se sont des dérives de l'acide carbamique tel que le

propoxur [78] (Figure 1.10).

lls agissent comme les organophosphorés ; en inhibant I'acétylcholinestérase au

niveau du systeme nerveux central. Les CXs ont été utilisés dans les années 1950 et

ont montré une toxicité plus marquée que les organophosphorés avec un co(t plus

eleve [79].
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Figure 1.10 : Formule chimique de propoxur [76]

4. Les pyréthrinoides de synthése (PYRS)

Insecticides dits « de troisieme génération >, depuis la fin des années 1970, les

OCs ont été remplacés par la classe des pyréthrinoides (PYRS) pour la lutte

antivectorielle, et ceux-ci ont été largement utilisés en agriculture et en santé



38

publique, et plus particulierement contre les vecteurs du paludisme [80]. Comme les
organochlorés, ils tuent I'insecte en bloquant le fonctionnement des canaux sodium
voltage-dépendant (VDSC) indispensables a la transmission de l'influx nerveux.

Les PYRs sont subdivisés en deux types ; | et Il. Le type | (la perméthrine Figure
1.11, A) caractérisé par I'absence du groupe cyano, capable d’induire la paralysie de
insecte. Tandis que le type Il (deltaméthrine Figure 1.11, B et lambda-cyhalothrine
Figure 1.11, C) [73,81] contient un groupe cyano et entraine des mouvements
convulsifs. Au cours du potentiel d'action, les PYRs de type Il prolongent le flux
desodium plus que le type | entrainant un effet plus intense [82].
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Figure 1.11 : Formules chimiques de quelques pyréthrinoides(A : la
perméthrine. B : la deltaméthrine. C : la lambda-cyhalothrine)[73].
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1.3. Larésistance aux insecticides

L’utilisation intensive et répétée des insecticides chimiques de synthése a eu
des conséquences néfastes sur les écosystémes, en particulier, I'apparition de la
résistance chez les insectes ravageurs avec des effets indésirables chez les espéces
non cible comme I’Homme et les insectes dits bénéfiques [83].

La résistance a été définie par le comité OMS d’experts des insecticides en
1957 comme « I'apparition d’'une souche d’insectes capable de tolérer des doses de
substances toxiques qui exerceraient un effet létal sur la majorité des individus
composant une population normale de la méme espéce ». La résistance se traduit
par une diminution de la mortalité observée dans une population soumise a un
traitement constant, elle se manifeste par I'apparition d’individus tolérant des doses

normalement Iétales pour les individus dits « sensibles » (Figure 1.12).
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Figure 1.12 : l'effet des insecticides chez les populations sensibles et résistantes [75].

La résistance aux insecticides chez les populations de moustiques se
développe de facon inquiétante. Ce phénomene affecte en premier lieu la santé
publique sur une échelle mondiale vu qu'il est responsable de l'incidence élevée des
maladies humaines ou animales [84]. La densité des populations de moustiques
résistants augmente proportionnellement a l'augmentation de ['utilisation des

by

insecticides et par conséquent une transmission vectorielle. Face a ce constat
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alarmant, il est indispensable de mieux comprendre ces mécanismes de résistance,
afin de prolonger l'efficacité des insecticides actuels pour assurer la viabilité de la
lutte antivectorielle. Plusieurs travaux ont été effectués dans le monde et en Afrique
du Nord afin de caractériser les mécanismes moléculaires responsable de la
résistance [40,85]. Cependant peu de travaux ont été réalisés sur la résistance des
insectes nuisibles aux insecticides chimiques en particulier les moustiques en
Algérie.

La résistance des moustiques aux insecticides peut étre due a plusieurs
meécanismes (Figurel.13), comme résistance comportementale (un comportement
d’évitement de la molécule insecticide), la, résistance cuticulaire (une diminution de
la pénétration de la molécule dans l'organisme), et résistance métabolique
(modification du métabolisme) ou encore une modification de la cible biochimique de
'insecticide par mutation de la protéine cible de l'insecticide [80]. La résistance par
modification de cible et la résistance métabolique sont considérées comme les deux

causes principales de la résistance chez les moustiques [86].
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Figure 1.13 : Principaux mécanismes de résistance aux insecticides chimiques chez
le moustique [87].
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1.3.1. Larésistance comportementale

La résistance comportementale correspond a un changement du comportement de
insecte. Ce mécanisme permet de réduire ou d’éviter le contact avec ces produits
toxiques et donc d’améliorer la survie de l'insecte [88].

C’est un mécanisme mal connu, car il est difficile de suivre le comportement d’un
insecte aulaboratoire. De cette facon, [Iutilisation massive de moustiquaires
imprégnées d’insecticide en Afrique semble par exemple avoir entrainé une
modification de comportement des femelles du genre Anopheles, qui décalent leur
période de repas sanguin vers la période diurne ou optent pour un régime plus
zoophile [89].

1.3.2. Larésistance cuticulaire

La résistance cuticulaire est engendrée par une modification de la composition ou un
épaississement de la cuticule de l'insecte, limitant la pénétration de la molécule,
diminuant ainsi son efficacité. L’observation microscopie électronique a balayage
montre que |'épaisseur de la cuticule d'une population d’An. funestus était

positivement corrélée a sa tolérance a la perméthrine [90].

1.3.3 La résistance métabolique

Lorsque l'insecte est en contact avec l'insecticide, ce dernier pénétre, atteint les
enzymes cibles de I'organisme et entrave leur fonctionnement normal. La résistance
métabolique se traduit au niveau cellulaire et moléculaire et entraine généralement
des niveaux de protection plus élevés par rapport aux résistances comportementales
et physiologiques [80].

La résistance métabolique résulte, soit d’'une augmentation de I'expression des
enzymes par amplification génique, soit d’'une mutation sur le promoteur de la
transcription du géne, ou de mutations qui augmentent I'efficacité catalytique de
’enzyme vis-a-vis de l'insecticide [91].

Cette résistance consiste en une dégradation de la molécule insecticide par des
enzymes, appartenant généralement au systéme de détoxication de linsecte.
Certaines de ces enzymes montrent de bonnes capacités a dégrader les molécules
insecticides, les rendant moins toxiques ou plus hydrophiles et facilitant ainsi leur
excrétion. Ces enzymes peuvent étre classées en deux catégories : les enzymes de

phase | et les enzymes de phase Il [84].
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La phase | de ce processus de détoxification inactive les xénobiotiques par des
réactions d’oxydation, d’hydrolyse et de réduction. Elles permettent d’introduire des
groupes polaires tels que I'hydroxyle (-OH), le carboxyle (-COOH), le thiol (-SH) et
'amine (-NH2) dans linsecticide. Ainsi, les métabolites primaires deviennent plus
solubles dans 'eau et par conséquent sont stockés ou excrétés [92].

Les réactions de conjugaisons, ou réactions de la phase IlI, qui permettent la
combinaison des groupements préexistants ou des groupements fonctionnels ainsi
introduits, avec des métabolites endogénes fortement hydrophiles (glycosides,
glutathion ou acides aminés), ce qui en favorise I'excrétion [93,94] (Figure 1.14).
Toutefois, les réactions de phase | ne sont pas toujours suivies d’une réaction de
phase I, et inversement certains xénobiotiques peuvent directement subir des
réactions de phase Il sans modification de phase | au préalable.

On distingue ainsi trois familles principales d’enzyme de détoxication connues pour
jouer un role dans la résistance aux insecticides : les monooxygénases a cytochrome
P450 (CYPs), les glutathion S-transférases (GSTs) et les carboxylestérases (COES)
[80].
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Réactions de phase | Réactions de phase Il

Figure 1.14 : Métabolisme biochimique des xénobiotiques chez les insectes [84].
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a. Les cytochromes P-450 monooxygénases

Chez les insectes, les cytochromes P-450 monooxygénases sont des
enzymes dusysteme MFO (Oxydases a Fonctions Multiples), impliquées dans le
métabolisme des hormones et des phéromones ainsi que dans la protection contre
de nombreux xénobiotiques, hotamment les toxines et les insecticides [95].

Les P450 sont fréquemment représentés par plus de 100 genes dans le
génome des insectes, de sorte que l'identification de ceux qui sont impliqués dans la
résistance aux insecticides soitdifficile. Certains d'entre eux sont inductibles par les
xénobiotiques et exprimés a un niveau supérieurdans les tissus de détoxification
classiques (intestin moyen, corps gras, tube de Malpighi), bien quede telles
propriétés ne garantissent pas leur contribution réelle & la résistance aux insecticides
[96].

Les P-450 catalysent les réactions d’oxydation afin de dégrader les composés
xénobiotiques. Cette réaction nécessite la présence du nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH) et une molécule d’oxygéne. Les P-450 recoivent
les électrons du NAPDH, grace a 'enzyme NAPDH cytochrome P-450 réductase,
pour introduire un atome d’oxygene dans le substrat et de former une molécule d’eau
avec I'autre atome d’oxygéne, selon la réaction suivante [97] :

Substrat (S) + NADPH + H* + 02 — S(O) + NADP+ + H20.

Les cytochromes P450 ont été signalés comme responsables de la
résistanceaux PYR, CX, OC (DDT) et OPs, de nombreuses études montrent leur réle
dans la résistance d’insectes comme Drosophila melanogaster et Muscadomesticaa
différents insecticides [98,99]. Ainsi, une surexpression du gene CYP6P3 chez An.
gambiae était associée a la résistance au DDT et aux pyréthrinoides, tout comme
celle de CYP6M2 qui diminuait la sensibilité aux carbamates.

Les P450s apparaissent également étre largement impligués dans la
résistance desmoustiques aux insecticides. Globalement les familles CYP6 et CYP9
représentent lamajorité des genes de P450s candidats a la résistance métabolique,
c’est-a-dire potentiellement impliqués dans la métabolisation des insecticides chez

les moustiques An.gambiae , Ae. Aegyptiet C. quinquefasciatus [100,101].

b. Les glutathion S-transférases (GST)

Les glutathionS-transférases ont un role important dans la détoxication de

substances xénobiotiques et interviennent en catalysant la conjugaison de ces
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substances au glutathion endogéne. Dans la réaction de conjugaison, le résidu du
site actif de la GST interagit avec le groupement sulfhydrile du Glutathion, afin de
générer le thiolate anion (GS-). Ainsi, le GS- généré sera capable d’attaquer les
composants lipophiles et donc la formation de la Glutathion-S-conjuguée [102]
(Figure 1.15) . Les enzymes GST sont présentes chez la plupart des insectes. lIs
représentent une grande famille de généralistes enzymes détoxifiantes (six classes
de GST ont été identifiées dans le génome d'An. gambiae) et ont donc de larges
spécificités de substrat [103] .

La famille GST se développe soit par épissage alternatif, soit par duplication
locale de genes. Des analyses génétiques quantitatives ont identifié un locus de
caractere quantitatif (QTL) pour la résistance au DDT chez An. gambiae, au sein de
laquelle il existe un groupe de huit GST.Dans ce cas, le GSH joue le role d’un
cofacteur et la détoxification se fait par déhydrochlorination [104].

Depuis la découverte des glutathion S-transférases dégradant des
organophosphorés, de nombreuses études montrent I'importance de ce systéme
enzymatique dans la résistance aux insecticides. On retrouve en effet deux
métabolites provenant de réactions de désalkylation et déarylation [84] (Figure
1.16).
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Figure 1.15 : Réaction de conjugaison du Glutathion (GSH) aux
xénobiotiques (X)[102]

Les GSTs peuvent avoir également un role indirect dans la résistance aux

PYRs et ceci par détoxification des produits issus de la peroxydation lipidique [105].

c. Les carboxylestérases

Les estérases constituent un groupe important d’enzymes qui catalysent

introduction d’'une molécule d’eau au niveau d’une liaison, amide ou ester,
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spécifique du substrat. En ce qui concerne la résistance aux insecticides, on
distingue deux catégories [106] :
(@) les carboxylestérases ayant une action directe dans la dégradation

d’organophosphorés et (b) les estérases non spécifiques qui fixent I'insecticide sans

le dégrader.
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Figure 1.16 : Réactions de désalkylation et de désarylation des OPs[97].

| et Il : Réactions de désalkylation. I, IV et V : Réactions de désarylation.R1 : Radical alkyl,

R2 :Radical aryle, L : groupe éliminé (Leaving group).

Chez les insectes, les estérases sont impliquées dans la digestion, dans la
neurotransmission, dans la reproduction ainsi que dans le métabolisme des
hormones [37].

Elles sont surtout localisées sur le réticulum endoplasmique des cellules du
tube digestif, des tubes de Malphigi, du systeme reproducteur et du corps gras
également dans le cytoplasme.

La résistance aux insecticides basée sur les estérases est tres répandue.
Ellesconstituent le principal mécanisme de résistance des moustiques aux
insecticides OPs et le second pour la résistance au Carbs [107].

Chez le genre Culex, la résistance conférée par les estérases réside dans la
séquestration trés rapide de l'insecticide par ces enzymes puis de sa dégradation
lente [108]. Cette résistance est généralement due a un taux élevé de la protéine

carboxylestérase, jusqu'a 80 fois le niveau trouvé chez les individus sensibles [109].
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Cette surexpression est habituellement due a une sur-régulation ou par
amplification du géne codant pour une ou deux estérases différentes, appelées A et
B [80]. Les loci codant pour les estérases A et B, respectivement Est-3 et Est-2, sont

trés proches et se comportent comme un locus appelé Ester [110].

1.3.4. Larésistance par modification du site cible

Les insecticides chimiques comme les OCs, OPs, Carbs et PYRs se fixent sur
des protéines (cibles) du systeme nerveux du moustique, altérant alors leur
fonctionnement et entrainant la mort de l'insecte. Des mutations sur ces cibles
empéchant la fixation et l'action de linsecticide ont été découvertes sur les
differentes protéines ciblées par les insecticides chez des insectes résistants. Les
genes codant pour ces protéines sont affectés par des mutations ponctuelles. Ceci
se fait par un changement de I'acide aminé qui doit étre capable de diminuer I'affinité
des insecticides sans entraver totalement ou partiellement la fonction de la protéine
[106]. Les trois plus importantes mutations sont : la mutation du canal sodium
“voltage-dépendant” (Csvd),de l'acétylcholinestérase (AChE) et du récepteur de

I’'acide gamma aminobutyrique (GABAr) [37].

a. Modification du canal sodique voltage dépendant(Csvd),

Les canaux sodiques voltage-dépendants sont essentiels pour [linitiation et la
propagation des potentiels d'action dans le systeme nerveux et d'autres cellules
excitables. Lors de la dépolarisation de la membrane, les canaux sodiques s'ouvrent
et les ions sodium pénetrent dans la cellule, provoquant la phase d'augmentation
rapide des potentiels d'action en raison de la dépolarisation du potentiel de la
membrane. Environ une milliseconde aprés l'ouverture du canal, une particule
d'inactivation obstrue le pore du canal, dans le processus connu sous le nom
d'inactivation rapide. L'inactivation rapide joue un role clé dans la terminaison du
potentiel d'action [111].

En raison de leur réle critique dans la signalisation électrique dans les cellules
excitables, les canaux sodiques sont les principales cibles d'une variété de
neurotoxines naturelles et synthétiques, y compris les insecticides
pyréthrinoides. Les pyréthrinoides se lient de préférence aux canaux sodiques
ouverts et améliorent l'activation et inhibent l'inactivation (c'est-a-dire modifier la

transition de déclenchement des canaux), entrainant une ouverture prolongée des
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canaux sodiques. Au niveau cellulaire, la modification du déclenchement des canaux
sodiques par les pyréthrinoides provoque des tirs répétitifs et/ou un blocage de la
conduction nerveuse et, a terme, la paralysie de I'insecte effet "Knock-down" qui finit
par mourirburton [112] .

La résistance knock-down (kdr) est un mécanisme majeur de résistance causé par
des mutations dans les canaux sodiques. Ce mécanisme réduit I'affinité de liaison
des insecticides sur le site actif des canaux Na+ [106]. Cette résistance est due a
des mutations du géne kdren position 1014 dans le segment hydrophobe S6 du
domaine Il du canal sodique voltage dépendant [113] (Figure 1.17).
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Figure 1.17 : Modification du Canal Sodique Voltage Dépendant [113]

Plusieurs mutations ont été rapportées, mais les plus connues sont celles qui
sont associées a la résistance knock-down chez les moustiques y compris Cx.
pipienset qui sont au niveau du codon 1014 ; L1014F par substitution de la leucine
(TTA) par une phénylalanine (TTT) et L1014S par substitution de la leucine (TTA) par
une serine (TCA) [114,115]. Alors que la mutation L1014C correspondant a une
substitution de la leucine (TTA) par une cystéine (TGT), a été rapportée chez Cx.

pipiensmolestusen Chine [136].

b. Modification de I’acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase est la protéine la mieux connue en tant que cible des
organophosphorés et des carbamates. Cette enzyme est indispensable au bon
fonctionnement des synapses cholinergiques. Chez les insectes, elle se trouve

essentiellement dans le systéeme nerveux central [116].
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L’arrivé de l'influx nerveux dans la terminaison présynaptique provoque une
libération d’acétylcholine (ACh) qui se fixe sur les récepteurs de la membrane post-
synaptique. Cette fixation entraine I'ouverture des canaux sodium et potassium,
laquelle entraine la dépolarisation a l'origine de l'influx nerveux sur I'élément post-
synaptique. Le rble de I'acétylcholinestérase est I'’hydrolyse de I'acétylcholine ce qui
permet la fermeture des canaux associés au récepteur du neurotransmetteur. Dans
le cas ou cette enzyme est bloquée, la membrane post-synaptique reste
continuellement excitée. Les organophosphorés et les carbamates agissent en
inhibant I'activité catalytique de ’AChE. lIs se fixent sur le site actif de 'enzyme, a la
place de I'acétylcholine. L’accumulation de I’ACh dans la région synaptique provoque
une hyperexcitation des liaisons cholinergiques causant finalement la mort de
insecte [37] .

Les moustiques possedent deux genes AChE dus a une ancienne duplication
; le gene paralogue ace-1 et le gene orthologue ace-2. I'AChE1, codé par le géne
ace-1, qui estresponsable de l'activité catalytique de I'acétylcholinestérase et de la
résistance aux insecticides médiée par 'AChE chez les moustiques. Une mutation
naturelle qui confere une résistance aux organophosphorés et aux carbamates chez
les moustiques est une mutation de la glycine (GGC) a la sérine (AGC) en position
119 (G119S) dans I'AChEL. Cette substitution provoque une insensibilité aux OPs
donc la non fixation des OPs sur le site actif de I'enzyme AchE (Figure 1.18) [117].
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Figure 1.18 : Réle de ’AChE1 dans la transmission synaptique

Cette mutation a été rapportée chez Cx. pipiens [116,118]
Cx.quinquefasciatus[119] , Cx. tritaeniorhynchus [120] , An. albimanus[121] et An.
gambiae [37] .

Deux autres mutations ont été décrites : la F331W (substitution de la
phénylalanine par le tryptophane) qui est observée chez Cx. tritaeniorhynchus
[117,122], la F290V observée chez Cx. pipiens [46].

C. Modification du récepteur GABA

le récepteur GABA est codé par le gene rdl, c’est un canal ionique
membranaire ou vient se fixer I'acide aminobutyrique . C’est la cible de certains
insecticides OCs comme la dieldrine, le lindane ou des phénylpyrazoles comme le
fipronil. Ces insecticides se fixent sur ce récepteur, bloquant leur fonctionnement et
perturbant le flux d’ions chlorure dans le systéme nerveux entrainant la mort de
'insecte par hyperexcitation synaptique [123].

Une mutation non-synonyme dans le segment M2 de la sous-unité du
récepteur RDL entrainant le remplacement de I'acide aminée alanine en position
302 par une sérine (A302S) ou une glycine (A302G) engendre un phénotype de
résistance chez de nombreux insectes [124].

La résistance a été sélectionnée chez plusieurs espéces d’insectes y compris
les moustiques, il a été rapporté qu’An. Gambiae et An.arabiensis sont résistants a la
dieldrine en portant des mutations A302S et A302G. Cx.
pipiensquinquefasciatusetAe. Albopictus ont présenté également une résistance a la
dieldrine avec la mutation A302S. Par ailleurs, la substitution A296G a été observée
chez An. gambiaeet la substitution A296S a été associée a la résistance a la

dieldrine chez An.arabiensis, An. Stephensi et Ae. aegypti [88, 124].
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

L’objectif de notre étude est d’estimer la résistance du moustique dans la
région de Khenchela, Batna et Annaba, pour cela nous avons procédé a un
inventaire des différentes espéces de moustiques inféodés dans les régions d’une

part et évaluer sa sensibilité aux insecticides chimiques d’autre part.

2.1. Présentation de la région d’étude

Notre étude a été réalisée dans trois régions situées a I'est de I’Algérie et qui

sont : Khenchela, Batna et Annaba.

2.1.1. Présentation de larégion de Khenchela

La région de Khenchela est localisée au nord-est de I'Algérie au Sud-Est du
Constantinois et au contrefort du Massif des Aures, située a une altitude de 1122m et
a une Latitude 35° 25’ 55”et une longitude de 07° 08’ 40”. Sa superficie est d'environ
9715 km? composée de huit Daira réparties en 21 communes. Khenchela est
délimitée par (Figure2.1):

e La wilaya d'Oum El Bouaghi au Nord.
e La wilaya d'El Oued et Biskra au Sud.
e Lawilaya de Tébessa a I'Est.
e La wilaya de Batna a I'Ouest.

La zone d'étude se distingue par de bains minéraux dont le plus célebre est
Hammem al salhin.

Elle appartient a I'unité naturelle des hauts plateaux « Aurés », qui occupe la
partie médiane du territoire national et se caractérise géographiquement par deux
chaines montagneuses de I'Atlas : I'Atlas Tellien au Nord et I'Atlas Saharien au Sud
[125].



51

1. Topographie de larégion

La structure physique de la localité de Khenchela est hétérogéne. Elle se
caractérise par trois zones naturelles distinctes :

- Les Hautes plaines au Nord : Ce sont des plaines a fortes potentialités
hydriques qui offrent de grandes possibilités en matiere de développement agricole.
Elles couvrent 15% du territoire. Ces plaines sont caractérisées par la présence de
lacs et de Sebkhas (GuaraatTarf, Onk jemel,...)

- La Zone montagneuse : Occupe les parties centrales et Ouest de la localité
environ 36% de la superficie globale du territoire (les massifs des Aurés et les Monts
des Nememchas). Par ailleurs, le sommet du Lallakelthum au Mont Chilia (commune
de Bouhmama) est le plus haut sommet des Aures et le 2éme d'Algérie, avec une
hauteur de 2328 m.

- Les espaces steppiques et sahariens : Couvrent la moitié Sud de la localité
environ 49% de la superficie totale (région a vocation pastorale) [126].
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Figure 2.1 : Localisation géographique de la région de Khenchela
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2. Les reliefs
Le relief de la Wilaya de Khenchela est composé de quatre (04) grands ensembles
géographiques [127].

» Les montagnes :
Ces reliefs on les retrouve au Nord-Ouest sur le massif des Aurés représentés par
Djebel —Aidel a une altitude (2092 m), Djebel -Chentgomma (2115 m), Djebel -Bezez
(2141 m) et a I'Est dans les massifs de Nememcha représentés par Djebel -
Bouzendag (1390 m), Djebel — Sguiguine (1453 m), Djebel -Tedliste (1507 m). On
retrouve les massifs de Djebel -Djahfa (1707 m). Par ailleurs, le sommet du
Lallakelthum au Mont Chilia (commune de Bouhemama) est le plus haut sommet des

Aurés et le 2éme d'Algérie, avec une hauteur de 2328 m [128].

> Les plateaux :
Représenté par les plateaux d’Ouled Rechache situés au Nord- Est et

s’étendent sur les communes de : Mahemmel et d'Ouled Rachache.

> Les plaines :
Situées au Nord et Nord-Ouest de la Wilaya, elles comprennent : Bouhmama ,
M'toussa et Remila.
» Les parcours steppiques et les dépressions :
Situés dans la partie méridionale de la Wilaya. lls se distinguent par la

présence de chotts et par des terres sablonneuses [129].

3. Climat

La région de Khenchela est caractérisée par un climat semi-aride, avec un été
chaud et sec avec une température maximale moyenne de 34,9°C, en juillet, et un
hiver trés froid avec une température minimale moyenne de 1,85°C en janvier. La
pluviométrie moyenne annuelle est d'environ 508,83 mm [130].

3.1. Température

La température est I'un des éléments importants pour la caractérisation du

climat.
3.2. Les précipitations :
La pluviosité est un facteur écologique primordial, qui permet de déterminer le

type du climat.
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Elle conditionne le maintien et la répartition du tapis végétal, et la dégradation
du milieu naturel par le phénoméne d’érosion. Les précipitations exercent une action
prépondérante pour la définition de la sécheresse globale du climat.

La chute des pluies en Algérie est conditionnée par la situation géographique,
par la direction des axes montagneux par rapport a la mer et laltitude et parla
topographie. Cela provoque une irrégularité des précipitations a travers toute la
région : augmentation des pluies en altitudes, diminution de leur taux du Nord vers le
Sud [131].

3.3. L’humidité :

L'humidité relative est souvent appelée degré hygrométriqueest la teneur en
vapeur d’eau de 'atmospheére [132].

L’humidité relative de I'air varie en fonction des saisons. Durant 'été, elle
chute jusqu’a 27 a 29 % pour le mois d’Aout sous l'effet d’'une forte évaporation.
Cependant, en hiver, elle s’éléve jusqu’a 69 a 70 % en décembre dans la région de
Khenchela [133].

4. Stations de récolte dans la wilaya de Khenchela

Nous avons choisi 7 régions de la wilaya de Khenchela (Figure 2.1) :
4.1. Khenchela:

Les sites de prélevements dans la région sont situés au centre-ville, située
aune Latitude 35°27'16”et une longitude de 7°10'22” (Google Maps),les
prélevements ont été fait principalement dans des gites artificiels temporaires (bassin
d’eau douce, futs, récipients, abreuvoirs, pneu us€), ce sont des sites urbains et péri
urbains.

4.2. Bebar :

C’est une commune de la wilaya de Khenchela. Elle est située au Nord -Est
(20 km) du chef-lieu de la wilayaa une Latitude 34°45’39”et une longitude de
7°00’01”(Google Maps). Les gites choisis sont de différentes natures (naturelles et

artificielles) dans des sites urbains et agricoles.

4.3. El Mahemmel :
C’est une commune de la wilaya de Khenchela, située a 9km a I'Est de la ville
de Khenchela a une Latitude 35°20°24”et une longitude de 7°15’36” (Google Maps).

L'étude a été faite sur des sites urbains et ruraux.
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4.4, Ain djarboue :
C’est un village de la commune de Bebar a 16km au sud de Khenchelaa une
Latitude 35°14’55”et une longitude de 7°07°22” (Google Maps), les prélevements

ont été fait dans une région rurale.

4.5. Oued EIl Arabe :

Le site fait partie administrativement de la commune de Khirane aux confins
des trois communes : Khirane, Tamza et Babar ; limité au Nord et a I'Ouest par la
commune de Tamza, a I'Est par la commune de Babar et au Sud par la commune de
Khirane, a une Latitude 35°12’48”et une longitude de7°08’14” (Google Maps).

D:Ouled
azzedine

E:Oued el hatiba
F:Bebar

G:Ain djerboue

Figure 2.2 : Régions de prélevement de la wilaya de Khenchela (Original, 2021)
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2.1.2. Présentation de la région de Batna

La wilaya de Batna est localisée au Nord-est de I'Algérie, dans la région des
Aures. Située a une altitude de 1058m et aune Latitude 35°47°00”et une longitude de
6° 03'00”. Elle s’étend sur une superficie d’environ 13000 km?. Elle est bordée par la
wilaya de : Tébessa, Oum El Bouaghi et Khenchela a I'Est, au Nord- Ouest : Sétif et
M’sila, au Nord—-Est: Mila et au Sud : Biskra (Google Maps)(Figure 2.3).

? Sétif Onmel Bouaghi|

Batna - oy

N % ! 3
! . p > o ; -~ JKhenchela
~ Biskra g \

Figure 2.3 : Localisation géographique de la région de Batna.

1. Relief

La ville de Batna a été construite sur un relief en cuvette. Le territoire de la
wilaya s'inscrit presque entiérement dans lI'ensemble physique constitué par la
jonction de deux Atlas (Tellien et Saharien) ; ce qui détermine de ce fait, les
caracteres du climat et les conditions de vie humaines et représente la particularité
physique principale de la wilaya qui sont définis comme suit [134]:
Les hautes plaines telliennes : se situent au nord et matérialisent la limite nord de
la wilaya, particulierement avec la série des petits « chotts » tels que : Chott Beida,
Chott Taricht, Sebkhet EzZemoul etc... Dans cette partie de la Wilaya les altitudes

varient de 800 a 1000 m et les pentes excédent rarement 3 % [135].



56

» Les montagnes :

Les montagnes de la région font partie de I'atlas Tellien représenté par
'ensemble des monts du Hodna, du Bou Taleb, et les Monts de Belezma et
I’Atlas Saharien par les Aurés le Djebal deMetlili et les monts du zab, forment “
'ossature physique ” principale de la wilaya et de ce fait constituent 'ensemble
physique le plus important du point de vue superficie (cet ensemble représente
45 % de la surface totale de la Wilaya). Les altitudes varient de 700 m (Dj. Rebaa
sur le versant Nord des Monts du Zab) a 2328 métres d’altitude au Dj. Chélia
(considéré comme le plus haut point en Algérie du Nord et situé a la limite de la
wilaya de Khenchela) [135].

> Les hautes plaines steppiques : situées dans la partie Ouest de la Wilaya
de Batna. Elles se trouvent encadrées au Nord par les Monts du Hodna, a
'Est par les Monts du Bellezma et le Dj. Metlili et au Sud par le versant Nord
des monts du zab constitué par les Djebels Ammar, Mekmizane et Bouzokma
[136].

2. Climat
La région de Batha est caractérisée par un climat variable, allant du semi-

aride au Nord a l'aride au Sud.

2.1.Latempérature

Les températures moyennes oscillent entre 4°C enregistrée au mois de
janvier et 35°C notée au mois de Juillet. En été, elle peut atteindre les 45°C a
'ombre. En hiver, la température descend en dessous de zéro la nuit, avec de

fréquentes gelées [137].

2.2.Les précipitations

La répartition spatiale de la pluviométrie moyenne annuelle differe selon
plusieurs parametres locaux spécifiques de chaque région dont [laltitude,
I'orientation et I'exposition jouent un réle principal. Cependant, dans la région de
Batna, la répartition des pluies sur les différents mois varie dans les trois grands
bassins versants considérés. Le taux de précipitation annuel est de 210 mm

(Station métrologique, 2019).
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2.3.L’humidité relative

L’Humidité relative de l'air indique que I'état de I'atmosphére est plus ou
moins proche de la condensation. Le taux moyen d’humidité est de 97 %.

L’humidité la plus élevée a été enregistrée pendant les mois de Décembre
et Janvier avec respectivement 74,58 % et 74,08 % et '’humidité la plus basse a
été observée durant le mois le plus chaud, juillet. La wilaya de Batna se
caractérise par des chutes de neige surtout au mois de Mars (Station
métrologique, 2019).

3. Les stations de récolte dans la wilaya de Batna

Nous avons choisi 3 régions dans la région de Batna (Figure2.4) :
3.1.Bouzorane
C’est une région urbaine, un village situé au Nord-Est de la ville de Batnaa
une latitude 35°56’01” et une longitude de 6°21°07” (Google maps).
3.2.Foum Toub
C’est une commune de la wilaya de Batna,située a 49km au Sud-Est du chef-
lieu de la wilaya, a une Latitude35°40’62”et une longitude6°55’21”. Le site choisi
c’est un puits traditionnel abandonné situé dans un verger de pomme (Google
maps).
3.3.Bouhilef
Située dans la commune de fesdis, c’est une commune de la wilaya de Batha
située a 10km au Nord-Est de la ville de Batna, a une Latitude35°59’72”et une

longitude 6°19'44”(Google maps).



A:Foum Toub

_B: Bouhilef

Figure 2.4 : Régions de prélevement de la province de Batna (Original, 2021)
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2.1.3. Présentation de la région d’Annaba

La wilaya d’Annaba est située a 600 km de la capitale Alger, a I'extréme Est
du pays, ouverte sur le littoral méditerranéen sur 80 kmet a 100 km de la frontiére
tunisienne. Située a une altitude de 5m et aune Latitude 36°53’N et une longitude de
07°46'.

Annaba est limitée par (Figure 2.5):

e La Mer Méditerranée au Nord.

e La Wilaya d'El —Tarf a I'Est.

e La Wilaya de Skikda A I'Ouest.

e La Wilaya de Guelma au Sud.

Elle est dominée par :

e Le massif de I'Edough : la wilaya d’Annaba est dominée a l'ouest par la
chaine de montagne de I'Edough (1 008 m d'altitude).

e L'oued Seybouse : D'une longueur de 127,5 km, il a son embouchure au
sud-est de la ville qui rejoint la mer Méditerranée.

e Le Lac de Fetzara: qui s'étend sur 18670 ha, il est situé a I'ouest de la ville, a

14 km de la mer Méditerranée [133].

Skikda ° . Annaba

Figure 2.5 : Localisation géographique de la région d’Annaba (Original, 2021)



60

1. Climat

Le climat de la région est du type méditerranéen, avec alternance d’une
saison pluvieuse et d’une saison séche, La pluviométrie est entre 600 et 700 mm par
an, dont 80% sont concentrés durant la saison pluvieuse entre les mois d’'Octobre a
Mars. La température moyenne est de 11°C en hiver et 25°C en été. L’humidité
relative moyenne mensuelle est de 68% a 75% [138].

2. Les stations de récolte dans la wilaya d’Annaba

Nous avons choisi 7 régions de la province d’Annaba (figure2.6) :
2.1.Annaba

Les stations ont été choisies au centre-vile d'Annabaa une
Latitude36°91°'50”et une longitude7°74’36” (Google Maps). La collecte des larves a
eté réalisée principalement sur des gites artificiels (Citernes, Cave...), ce sont des
sites urbains.

2.2.Sidi Ammar

C’est une commune de la wilaya d’Annaba, elle est située entre la commune
d’ElHadjar a I'est, Cheurfa au sud, Berrahal par I'ouest et d’El Bouni au norda une
Latitude36°81'76”et une longitude 7°72'59” (Google Maps). C’est une région
urbaine a forte densité de population.

2.3.Berrahal

C’est une commune de la wilaya d’Annaba située au Sud-ouest a 30 km du
chef-lieu de la wilayaa une Latitude36°83'98”et une longitude 7°43'43”. Elle est
limitée au Sud par les communes de Chorfa et d’Eulma et les communes d’El Bouni
et Sidi Amar, au Nord par les communes de Oued El Aneb et Treat et limitée a I'Est
et a 'Ouest par les communes de la wilaya de Skikda (Google Maps). Dans cette
région, I'étude a été faite sur des sites ruraux.

2.4.El Hadjer :

C’est une commune de la wilaya d'Annaba, situéea une Latitude36°80’13”et
une longitude7°73'44”. C’est une zone urbaine, les gites choisis sont de différentes
natures (eaux useées, bassin et réservoirs ...).

2.5.Ain el barda:

La commune d’Ain Barda est située a 38km au sud ouest d’Annaba,a une

Latitude36°64’52”et une longitude7°59’69”.
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2.6.Hdjardiss :

Distant de 13 km de la commune de Sidi Ammar, située a une
Latitude36°80°37” et une longitude 7°62’44”, la collecte des spécimens a été a
été faite principalement sur des gites artificiels (Citernes, bassins...), ce sont
des sites urbains.
2.7.0ued El anneb:

C’est une commune de la wilaya d’Annaba, elle est située au nord de la wilaya
(Latitude : 36°53'00" ; Longitude : 7°29'00"). Elle est connue par sa végétation et son
climatméditerranéen elle est située entre El Bouni, Seraidi par I'Est, Chetaibi, Treat
par I'Ouest et de Berrahal par le Sud (Google Maps). Dans cette région, I'étude a

été faite sur des sites ruraux.

&

mar D: Oued el Anneb

A: Ain el Berda B: Oued el Anne 7 C: Sidi Am
E: Berrahal

Figure 2.6 : Régions de prélévement de la province d’Annaba (Original ,2021)
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Le suivi de cette étude a tenu compte de la nature des gites soit naturels ou

artificiels, permanents ou temporaires, hypogés ou épigés et urbains ou ruraux
(Tableau 2.1).

Tableau 2.1.Caractéristiques des différents gites de collectes dans les trois wilayas
(Annaba, Batna et Khenchela)

Wilaya Site Type Artificiel Naturel
Annaba Urbain Bassin d’eau /
Sidi Ammar Urbain Vide sanitaire /
El Hadjer Urbain Fossé /
Annaba | Hdjer Eddis Urbain Réservoir /
Ain el berda Rural Fossé /
Berrahal Rural / lac
Oued el Aneb Rural / Flaque d’eau
Bouhilef Urbain Bac d’eau /
Batna Foum toub Rural Puits /
Bouzourane Rural Vide sanitaire /
Khenchela Urbain Baril Etang
Bebar Urbain Réservoir  d'une )
fontaine
El Mahemal Urbain Bassin d’irrigation | Marécage
khenchela Ain Djerboua Rural Trous d’arbre et
/ retenue de l'eau
de pluie
Oued el Hatiba | Rural / Oued




2.2. Matériel utilisé

1. Surterrain
> Matériel non biologique
Bouteilles en plastique,
Louche
Pipette pasteur,
Tube a essai,
Des cages (Appendice A).
> Matériel biologique

Des populations de moustiques de toutes especes confondues

Des nymphes
Des adultes.
2. Au laboratoire
» Matériel non biologique
Voir appendice A
» Matériel biologique
- Des larves du troisieme et quatrieme stade larvaire.

- Des femelles adultes.

63
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2.3. Méthodes utilisées

2.3. 1.Inventaire des culicidés

1. Surterrain
Un échantillonnage a été réalisé sur une période de 17 mois allant du mois de
mai 2020 au mois de septembre 2021 dans les wilayas de Khenchela, Batna et
Annaba, dans des zones urbaines et rurales.
Quinze régions, ont été retenu pour notre étude, de différentes natures :
(artificiels ou naturels). Les criteres pris en compte dans le choix des gites larvaires
sont : la présence des larves de Culicidés dans un lot de gite et I'accessibilité des

gites.

1. Méthode d’échantillonnage

Notre échantillonnage consiste en une récolte qualitative et quantitative a
raison de deux sorties par mois durant la période d’étude.

Il a été basé sur la collecte des larves, par la méthode de Dipping [139] a
I'aide d'une louche de 500 millilitres (Figure 2.7), cette derniére est plongée dans
I'eau puis déplacée d'un mouvement uniforme en évitant les remous, afin de récolter
des larves dans plusieurs endroits du gite et sans répétition.

Dans chaque prélévement, les larves ont été placés dans des bouteilles en
plastique remplis d’eau de gite, pour les conserver, tout en mentionnant la date, le

lieu et le numéro du gite(Annexe B).

Figure 2.7 : Collecte des moustiques par la méthode de Dipping (Original, 2021)
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La capture des adultes a été réalisée a l'aide d'un tube en verre, que I'on pose

délicatement sur le moustique en repos, qui s'envole et gagne le fond du tube
(Figure 2.8).

Figure 2.8 : Capture des adultes (Original, 2021)

2. Au laboratoire

2.1. Montage et identification des larves

Les caracteres de détermination des larves sont souvent microscopiques,
donc elles doivent étre montées entre lame et lamelle.

Nous avons choisi les larves du quatrieme stade larvaire pour l'identification
des especes de moustiques capturées en utilisant leur chétotaxie. Elles ont été
recueillies a l'aide d’'une pipette Pasteur et conservées dans des tubes Eppendorf
dans une solution d'éthanol a 70 %.

La méthode de préparation et de montage des échantillons est basée sur le
protocole proposé par MATILE [140]. Les larves ont été éclaircies dans une solution
chaude de KOH a 10 %. Par la suite, ils ont subi deux ringcages a I'eau distillée (Deux
bains), ils ont ensuite été placées directement dans I'éthanol (100% ,90 % et 70%)
pendant 3minutes afin de les déshydratées. Les larves ont été montées sous un
microscope optique, une goutte de baume du Canada ou liquide de Faure, a été
ajoutée pour les fixer entre la lame et la lamelle (Figure 2.9).

Les informations (nom de I'espéce, gite, date...) sont mentionnées sur la lame

puis l'identification et 'examen se fait a I'aide d’'un microscope optique.
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Les spécimens ont été identifies a l'aide des clés dichotomiques de Himmi et al.
(1995) [50] et les résultats ont ensuite été confirmés par les logiciels d'identification
de "The Mosquitoes of Mediterranean Africa" [8] et "Moskey Tool" (Gunay et al.,
2018)[141] , nos résultats d’identification ont été confirmé par le professeur MARI

RUBEN BUENO spécialiste en entomologie a I'université de Valence.

@i
A & xperGlistes.upme. fr
"S IS itp: oww.infosyslab.fr

Figure 2.9 : Montage et identification des larves de moustique (Original, 2021)

1 : Trempage des larves dans solution de KOH a 10% pendant 4 mn /2, 3: Ringcage a
'eau / Transvaser les larves dans I'éthanol pendant 3mn / 4: Montage de la larve sur
une lame dans une goutte de liquide de Faure / 5,6: Observation des spécimens
sous microscope photonique/7 : Identification des espéces par logiciels.

2.2. Elevage des moustigues

Les larves collectées ont été transférées, dans des récipients en plastique
contenant 200 ml d'eau du robinet déchlorée, au laboratoire, I'eau a été changée

tous les 2-3 jours et les larves sont nourries par des croquettes des chats [142].
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Figure 2.10 : Emergence des adultes (Original, 2021)

Les pupes ont été transférées dans des cages elles sont placées dans des
récipients et déposées dans des cages cubiques (30 x 30 x 30 cm) jusqu'a
I'émergence (Figure 2.10).

Les moustiques male sont nourris avec du coton imbibé de sucre a 10 %.
Apres I'accouplement les femelles se nourrissaient du sang d’'un coquelet deux fois
par semaine puis un récipient rempli d’eau déchlorée a été introduit dans la cage
pour permettre aux femelles de pondre leurs ceufs en amas (Figure 2.11 et 2.12).

Les ceufs obtenus ont été utilisés pour I'élevage des générations suivantes.

Figure 2.11: ponte des ceufs par les femelles (Original, 2021)
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Les conditions d'élevage comprenaient une température de 25 + 2°C, une
humidité relative de 70 a 80%et une photopériodede 12h [143] (Kharoubi et al,
2020).

Figure 2.12: Amas des ceufs (Original, 2021)

2.3. Méthode d’analyse et d’exploitation des résultats

Afin d’analyser les données obtenues relatives aux espéces culicidienne
inventoriées. Nous avons appuyé nos résultats par des indices écologiques (de

composition et de structure) ainsi que des analyses statistiques.

1. Indices écologiques de composition

» Richesse spécifique (ou totale)

La richesse spécifique d'un peuplement est I'ensemble des especes que
compose un peuplement considéré dans un écosysteme donné donc S est le
nombre d'espéces (S) rencontrées dans la région d’étude [132].

» Abondance relative
L'abondance est le nombre relatif des individus d’'une espéce par rapport a
I'ensemble des individus de toutes les espéces. Elle est exprimée sous la forme d'un
pourcentage. Elle est calculée par la formule suivante : F = (ni .100) / N.

» LaFréquence d'occurrence

La fréquence d'occurrence est le rapport du nombre de relevés contenant
I'espece étudiée au nombre total de relevés exprimé sous la forme d'un pourcentage
[144]. Elle s'exprime de la maniére suivante : C = p/ Nx 100

Selon la valeur de C, on distingue les catégories suivantes :
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- Espece omniprésente si C = 100%

- Espéce constante si 75% < C< 100 %.
- Espéce réguliere si50 % < C <75 %

- Espéce accessoire si 25 % < C <50 %
- Espéce accidentelle si5 % < C <25 %

- EspeceraresiC<4%

Indices écologiques de structure

Indice de diversité de Shanon — Weaver

L'indice de diversité de Shanon et Weaver (H"), Cet indice renseigne sur la

structure d'un peuplement, il permet d'avoir une information sur la diversité des

especes [132].1l se calcule comme suit:

H =-2[pi.Log2pi] ou pi=ni/N

o Si la valeur de l'indice de diversité est faible, c'est-a-dire ; proche
de O bits, cela implique que le milieu est peu diversifié ou bien, le milieu est
pauvre en espeéce.

o Si la valeur de H' est supérieur ou égale a 3 bits, il implique que
le milieu est tres riche en espece.

o Si la valeur de H' est comprise entre 0 et 3, il renseigne que le
milieu est moyennement diversifié.
L'équitabilité

Cet indice E est égal au rapport de la diversité calculée H' a la diversité

maximale théorique H' max. Il est obtenu par la formule suivante :
E = H'/ Hnaxavec Hmax = L0g2(S)

Si E tend vers 0, les effectifs des especes composant le peuplement sont en
déséquilibreentre eux.
Si E tend vers 1, les effectifs des espéces de peuplement sont en équilibre

entre elles [132].

Coefficient de corrélation et d’échantillonnage de Spearman

Afin d’étudier la corrélation possible entre les facteurs climatiques

(température, humidité et précipitation) et 'abondance des especes, nous avons
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calculé la corrélation de Spearman avec un niveau de signification de a = 0,05 %, a

I'aide du logiciel GraphPadPrism 5 Demo.
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2.3.2. Etude de la résistance aux insecticides

Dans ce volet, nous avons évalué, pour la premiere fois, le statut de
résistance de quelques populations algériennes aux insecticides chimiques utilisés
sur terrain et la mise en évidence des mécanismes génétiques responsables de la

résistance aux insecticides chez le moustique Cx. pipiens de I'Est Algérien.

2.3.2.1. Evaluation de la sensibilité de C.pipiens aux traitements chimigues

Les essais biologiques sont nécessaires au suivi régulier de la résistance aux
insecticides. Afin d’évaluer le statut de sensibilité du Culex pipiens, au principal
larvicide préconisé en santé publique a savoir le téméphos (organophosphoré), nous
avons choisi d’effectuer des tests sur des populations de la région d’Annaba
collectées dans les sites suivants : Annaba, Sidi Ammar, El Hadjer et Hdjer eddiss) ,
a cause de leurs fortes densités ainsi que les traitements intensifs réalisés dans ces
zones. Les tests ont été effectués sur les larves maintenues en élevage (F1), en
utilisant le ttmeéphos 95%(Kit OMS).

1. Tests larvicides

Le degré de sensibilité de Cx.pipiens a été étudié selon le protocole standard
de 'OMS.

Pour la réalisation de ce test, les larves de 4™ stade ont été exposées a une
solution d’insecticide (ttméphos).Ces larves sont triées par lots de 25 larves. Elles
ont été introduites dans des gobelets en plastigue contenant différentes
concentrations croissantes d’insecticide. Les lots témoins ont été traités par le
solvant utilisé a savoir I'éthanol a 1ml de dose

Tout les gobelets sont placés dans des conditions de température (25 + 2 °C)
et (70% + 10°C) d’humidité relative. La mortalité a été calculée apres 24h. Les
larves étaient considérées comme mortes si elles coulaient au fond des gobelets et
ne bougeaient pas ou ne flottaient pas aprés avoir été sondées [145] (Figure 2.13).

La mortalité est exprimée en pourcentage, si le pourcentage de mortalité chez
le témoin dépasse 5%, la mortalité des larves doit étre corrigée selon la formule
suivante [146] :

% Mortalité corrigée = [(% Mortalité observée -% Mortalité Témoin) / (100 -%
Mortalité Témoin)] x 100.

Si la mortalité de témoin dépasse 20%, le test est invalide.



2. Choix des doses a utiliser dans le traitement

Des tests préliminaires ont été faites afin d'obtenir au minimum deux

concentrations causant une mortalité inférieure a 50% et une mortalité supérieure a

50% pour les deux autres concentrations.

Pour cela, nous avons prélevé 100mg de téméphos que nous avons diluée

dans 100 ml d’éthanol, la solution mére étant aune concentration de 1g/l.

Afin de préparer une série des dilutions a partir de la solution mére (C1=1g/l),
nous avons fixé les concentrations et les volumes (C2, V2 ) a utiliser et en appliquant

la régle suivante, a savoir : C1 Vi= C2V», pour déterminer les volumes a prélever de la

solution mere.

Larves de moustiques ‘

E Vivants

Morts

Controle -

samns

larvicide

\ O g0

Larvicide faible
(moins concentré)

Larvicide fort
(concentré)

Figure 2.13 : Schéma d’un test larvicide (Original, 2021)

3. Analyse des résultats
La relation dose-mortalité est déterminée par une analyse log-probit qui
permet de déterminer les concentrations létales (CLso, CLoo) et de comparer

plusieurs populations entre elles, les calculs ont été effectués a I'aide de Prism

7.0 pour Windows (GraphPad Software Inc., www.graphpad)



http://www.graphpad/
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2.3.2.2. Etude moléculaire

Dans cette partie, nous avons étudié et caractériser, pour la premiere fois en
Algérie, un mécanisme moléculaire de la résistance aux insecticides par modification
de la cible d’insecticide (ace-1) chez les populations naturelles de Culex pipiens dans
les trois régions de I'Est algérien (Khenchela, Batna et Annaba).

Cette étude est basée sur I'analyse du gene aceR pour la recherche de la
mutation (G119S) par PCR-RFLP (Restriction Fragment lengthPolymorphism) ce qui
nous a permet de déterminer le génotype de chaque moustique, suivre la fréquence
allélique de résistance et révéler les hétérozygotes dans une population donnée.

1. Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN, a partir des adultes collectés et conservés, s’effectue

individuellement en utilisant le protocole modifié de [147].

Le moustique adulte est placé dans un tube de 1,5 ml et pulvérisé
manuellement a l'aide d'un pilon dans 200 yl de tampon de lyse (NaCl 0,1 M, Tris
HCI 0,1 M, acide éthylene diamine tétraacétique (EDTA) 0,1 M), dodécylsulfate de
sodium 1% (SDS); pH ajustée a 9,2) et 1 mg/ml (20 U/mg) de protéinase K.
L'homogénat a été incubé a 70 °C pendant 30 min. Apres incubation, 75 pl d'acétate
de potassium 8 M ont été ajoutes, le mélange a été vortexe et laissé dans de la glace
pendant 30 min. L'homogénat a été centrifugé a 20 000 g a 4°C pendant 20 min. Le
surnageant a été placé dans un nouveau tube et 1 ml d'éthanol absolu a été ajouté,
le mixe a été centrifugé a 20 000g a 4°C pendant 15mn. Le surnageant a été jeté et
le culot d'ADN a été rincé avec de I'éthanol a 70 % et séché. Le culot a ensuite été
dilué dans 30 pl de tampon TE. La concentration et la qualité de chaque échantillon
d'ADN ont été déterminées a l'aide d’'un spectrophotometre Thermo Scientific

NanoDrop 8000. Les échantillons d’ADN génomique ont été stockés a -20 ° C.

2. Détection de la mutation G119S par PCR-RFLP

L’ADN d’'un total de 450 femelles de populations naturelles de Culex pipiens,

urbaines et rurales dont 270 et 180 respectivement, 'ADN est génotypé dans le but
de déterminer les fréquences de la mutation ace-1 en position 119 pour la détection
de cette mutation, une PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) a

été effectuée, en se basant sur la méthode décrite par [148].
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Chaque cycle de PCR est constitué d’une étape de dénaturation, d’hybridation
des amorces et d'une étape de polymérisation. A chaque cycle de PCR, le nombre
de séquences cibles est doublé, ainsi, en théorie, a partir d'un nombre de cycles de
PCR (n), le nombre de copies obtenues est de 2".

Les amorces utilisées sont les suivantes :

- Cp3F 5-CGCATGGATGGGCATTCCGTA-3’
- Cp3R 5’- GACTTGCGACACGGTACTGCA -3’

Le mix de la réaction est composé des deux amorces Cp3F et Cp3Ra une
concentration finale de 0.4uM, du tampon 5x contenant 5mM de dNTP et 15mM de
MgCI2 et 0.3yl de Tag polymérase (5U/ul) et de 5 pL de I'extrait d’ADN, le volume
total du mix est ajusté avec de I'’eau ultra pure pour avoir un volume final de 25ul. Le
programme d’amplificationcommence par 1 min a 95°C, 30 cycles de 94°C pendant
30 s, 55°C pendant 30 s et 72°C pendant 1min et pour finir, une phase d’élongation
de 5 min a 72°C.

Les produits d’amplification sont ensuite digérés avec I'enzyme de restriction
Alul pour le gene ace-1, a 37°C pendant 3 h. Les produits de digestion ont été
détectés visuellement par coloration au bromure d’éthidium sous une lumiere UV,
aprés migration par électrophorése dans un gel d‘agarose a 2%(annexe C).Un
marqueur de taille est co-migré avec les produits d'amplification pour définir la taille

des différents fragments.

Deux fragments (120pb et 74pb) sont attendus chez les moustiques
homozygotes résistants (RR). Les moustiques sensibles homozygotes (SS)
présentent un fragment de 194pb non digéré par 'enzyme Alul, tandis que le produit
de digestion pour les individus hétérozygotes résistants (RS) présente un profil

constitué de trois fragments ; 194, 120 et 74pb.
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3. Analyses statistiques :
Tous les calculs ont été effectués a I'aide du logiciel R (v.4.1.2, http://www.r-
project.org), les données de fréquence ont été analysées a l'aide du package

genepopR.L’équilibre d’Hardy Weinberg a été évalué pour chaque échantillon.


http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
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CHAPITRE 3

RESULTATS

Les résultats de nos recherches se scindent en deux grandes parties a savoir :

- Les

résultats de

'étude entomologique il s’agit de [lidentification

morphologique des larves et des adultes femelles du moustique collectés

dans les différents gites choisis dans les wilayas d’Annaba, Batna et

Khenchela.

- Les résultats moléculaires de la résistance de Culex pipiens vis -a-vis de

I'insecticide testé.

3.1. Inventaire des Culicidae

L’étude a montré que les moustiques sont présents pendant toute la période

d’étude, avec des fréquences différentes en relation avec les conditions climatiques

(précipitations, températures et humidité), ces derniers jouent un grand réle Sur la

répartition spatiotemporelle des différentes espéces échantillonnées au moment de

la collecte des échantillons.

3.1.1. Composition de la faune culicidienne dans la région d’Annaba

Les résultats des espéces inventoriées dans la wilaya d’Annaba sont établis dans le
tableau (3.1).

Tableau 3.1 : Principales espéces de culicidae collectées dans la wilaya d’Annaba

Famille | Sous Genre Espéces
famille
Culicidae | Culicinae Culex Culex pipiens (Linneaus, 1758)
Culex modestus (Ficalbi, 1890)
Culiseta Culiseta(Allotheobaldia)longiareolata(Macquart,1838)
Aedes Aedes albopictus (Skuse, 1894)
Anophelinae | Anopheles | Anopheles labranchiae

La composition de la faune culicidienne inventoriée dans la wilaya d’Annaba,

révele la présence de 5 especes appartenant a deux sous-familles, la sous-famille

des culicinae et la sous-famille des anophelinae répartie en 5 genres: Culex,

Culiseta, Aedes et Anopheles.
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3.1.2. Composition de la faune culicidienne dans la région de Batna

Les résultats des especes inventoriées dans la wilaya de Batna sont établis

dans le tableau (3.2).

Tableau 3.2 : Principales espéces de culicidae collectées dans la région de Batna

Famille Sous Genre Especes
famille
Culex Culex pipiens (Linneaus, 1758)
Culex theileri (Theobald, 1903)
Culicidae | Culicinae Culex modestus (Ficalbi, 1890)
Culiseta Culiseta (Allotheobaldia) longiareolata
(Macquart, 1838)

La composition de la faune culicidienne inventoriée dans 3 sites de la wilaya de

Batna, révele la présence de 4 especes appartenant de la sous-famille des culicinae

répartie en 2 genres : Culex et Culiseta.

3.1.3. Composition de la faune culicidienne dans la région de Khenchela

Dans la présente étude, différents sites d’échantillonnage ont été choisi, avec

des caractéristiques écologiques spécifiques, les résultats de I'inventaire sont établis
dans le tableau (3.3).

Tableau 3.3 : Principales espéces de culicidae collectées dans la région de

Khenchela
Famille | Sous Genre Espéces
famille
Culex Culex pipiens (Linneaus, 1758)
Culex (Neoculex) territans (Walker, 1856)
Culex (Culex) theileri (Theobald, 1903)
Culex modestus (Ficalbi, 1890)
Culiseta Culiseta(Allotheobaldia)longiareolata (Macquart, 1838)
Culicidae | Culicinae Culiseta annulata (Schrank, 1776)
Aedes Aedes (Finlaya) geniculatus (Olivier, 1791)
Aedes vexans(Meigen,1830)
Orthopodomyia | Orthopodomyia pulcripalpis (Rondani, 1872)
Uranotaenia Uranotaenia(Pseudoficalbia)unguiculata(Edwards,1913)

La composition de la faune culicidienne inventoriée dans cette région, révéle

la présence de 10 especes appartenant a une seule sous-famille, la sous-famille des
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culicinae répartie en 5 genres: Culex, Culiseta, Aedes, Orthopodomyia et
Uranotaenia.

3.1.4. Description de quelques espéces inventoriées

1. Culex pipiens
Les larves se caractérisent par : la longueur des antennes longue par rapport
a la téte, le mentum est constitué de 8 dents ou plus et présente des soies

siphonales au niveau du siphon (la dent distale du peigne siphonal est formée de 3 a
5 denticules basaux (Figure 3.1).

Figure 3.1 : Forme générale du siphon du Culex pipiens (Original, 2022)

(A-Ornementation du siphon avec peigne basale et plusieurs touffes de soies
ventrales, B- l'orifice respiratoire s’ouvre a l'extrémité d’'un tube cylindrique)(C-
I'insertion de la soie antennaire 3-A dans ce cas la soie antennaire se situe a
proximité 4-A, B- notre espéce possede 8 dents ou plus de part et autre de la dent

médiane).

2. Culex theileri :

Le mentum est constitué de moins de 8dents, la dent médiane et la soie du

siphon contient 6 branches ou plus (Figure 3.2).



Figure 3.2 : Forme générale du siphon du Culex theileri [149]

3. Culex territans

Cette espéce se caractérise par un long siphon(Figure 3.37).

|
)

SRV

Figure 3.3 : Forme générale du siphon du Culex territans [149]
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4. Culex modestus :

Elles se caractérisent par une touffe de 25 a 28 soies plumeuses et un long
siphon, ce dernier présente une longueur qui est de 3 a 5 fois plus importante que
son diametre (Figure 3.4).

Figure 3.4 : Forme générale du siphon du Culex modestus [149]

5. Culisetalongiareolata
Elle se caractérise par : Des antennes a tégument lisse, des soies antennaires

peu visible, Siphon court et trapu a indice siphonique égale a 2 et une Peigne

siphonique a extension dépassant la moitié du siphon (Figure 3.5).
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Figure 3.5 : Caractéristiques générale de Culiseta longiareolata(Originale,2022)

A- Taille et forme du siphon est courte et trapu, B- Extension du peigne du
siphon dépasse la moitié du siphon
6. Culiseta annulata
Le peigne siphonal de cette espéce contient plus de soies que des épines (Figure
3.6).

Figure 3.6: Forme générale du siphon de Culiseta annulata [149]

7. Aedes geniculatus
Ces larves sont caractérisées par des antennes lisses ou tres faiblement spiculé, le
peigne du VIII segment est disposé en une ligne et les dents du peigne du siphon en

forme d’épines (Figure 3.7).
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Figure 3.7 : Forme générale du siphon d’Aedes geniculatus[149]
8. Aedes vexans
Ces larves sont caractérisées par des antennes a tégument spiculé, les dents du
peigne du VIII segment sont pourvues de dent médiane nettement longue, siphon a
indice inférieur a 3 pm, le peigne de siphon posséde de 1 a 3 dents nettement

isolées (Figure 3.8) [8].

Figure 3.8 : Forme générale du siphon d’Aedes vexans[8]

9. Uranotaenia unguiculata
La biologie d'Ur. Unguiculatan est pas bien connue. Les larves de cette espece se
caractérisent par la présence de plaques abdominales sur le Vllleme segment qui
porte une plaque clarifiée, par des épines du segment VIII disposés en une seule
rangé et un siphon avec peigne basale et une seule touffe de soies médianes(Figure
3.9)[8].
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Figure 3.9 : Forme générale du siphon d’Uranotaenia unguiculata [8].

10.0Orthopodomyia pulcripalpis
Le siphon de la larve est dépourvu du peigne siphonique (Figure 3.10).

Figure 3.10 : Forme générale du siphon d’Orthopodomyia pulcripalpis[149]
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3.1. 5.Etude des principaux indices écologiques de composition des espéces

de culicinae identifiées dans la région de Khenchela

1. Richesse spécifique (RS)

L’étude de la richesse spécifique des populations de moustiques inventoriés

est représentée dans le tableau (3.4)

Tableau 3.4:Richesse spécifique au niveau des régions d’étude

Oued Ouled Ouled Ain
Site Khenchela | Bebar | Elmahmel _ _ )
elhatiba | azzedine | ammara | djerboue
RS 4 5 4 4 3 4 4
RS totale 10

D’aprés le tableau (3.2), 10 especes de moustiques ont été recensées dont le
plus grand nombre a été signalé dans la zone de Bebar avec 5 especes par rapport
aux autres régions ou nous avons identifieé 4 especes a Khenchela, El Mahemmel,
Ouled Ammara,Oued EI Hatiba et Ain Djerboue suivi par la zone de d'Ouled
Azzedine avec 3 especes.

2. Abondance relative

E Culex
m Aedes
Culesita
= Orthopodomyia
®m Uranotaenia

40.66%

Figure 3.11 : Représentation graphique de 'abondance relativedes genres de
Culicidae.

Le genre culex occupe la premiére position, il est représenté par 4
especes :Culex pipiens,Cx. territans, Culex theileriet Cx. Modestus tandis que Les
genres Culiseta et Aedes qui sont représentés respectivement par 2 espéces :
Culesita annulata, Culesita longiareolata, Aedes geniculatus et Aedes vexans.
Cependant une seule espéce représente le genre Uranotaenia et orthopodomyia et

qui est U. unguiculata et O. pulcripalpis respectivement.
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D’apres la figure 3.11 le genre Culex est le plus fréquent avec un total de
2399 individus soit un taux de 57,89%, la 2™ position est occupée par Culiseta soit
1685 individus avec un pourcentage de (40,66%) spécimens, les genres
Orthopodomyia (22 spécimens), Uranotaenia (18 spécimens) et Aedes (18
spécimens) ont été faiblement présentés avec un pourcentage inférieur a 1%

chacun.

0,17% m Cx. pipiens

m Ae.geniculatus

u Cx.theileri
40,18% m Or. Pulcripalpis
m Cx. territans
m Ur. unguiculata
m Cx.modestus

m Cs. annulata
- i Cs. longiareolata
1,81% 0,53% L u Ae.vexans

Figure 3.12 : Pourcentage des différentes especes de Culicidae inventoriées a Khenchla

L’espéce la plus abondante est Culex pipiens(44,26%) suivi par Cs.
Longiareolata avec une valeur égale a (40,18%).Les especes Culex theileri, Culex
territans et Culex modestus sont peu abondantes(7,07%,4,75 % et 1,81%,
respectivement. Par ailleurs, Ur. uranotaenia (0,53%),0r. pulcripalpis(0,48%), Cs.
annulata(0,48%), Ae. geniculatus(0,27%) and Ae. vexans(0,17%) sont faiblement
représentées (Figure 3.46).

3. Fréquence d’occurrence

Les résultats de la fréquence d’occurrence des différentes espéces de
moustiques recensées apres traitement des gites sont représentés dans le
(Tableau 3.5)
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Tableau 3.5 : Paramétres écologiques de composition des populations de
moustiques inventoriées

Espece N FC % | Occurrence| C % Catégorie
Cx. pipiens 1834 44,26 89 37,87 | Accessoire
Cx. theileri 293 7,07 12 5,11 | Accidentelle
Cx. territans 197 4,75 15 6,38 | Accidentelle
Cx. Modestus 75 1,81 12 5,11 | Accidentelle
Cs. Annulata 20 0,48 3 1,28 | Accidentelle
Cs. Longiareolata 1665 40,18 93 39,57 | Accessoire
Ae. geniculatus 11 0,27 2 0,85 | Accidentelle
Ae. vexans 7 0,17 1 0,43 | Accidentelle
Or. Pulcripalpis 20 0,48 5 2,13 | Accidentelle
Ur. Unguiculata 22 0,53 3 1,28 | Accidentelle
Total 4144 100 235 100

N : Nombre d’individus, FC% : Abondance relative, F : Fréquence d’occurrence.

L'examen des résultats permet de recenser un effectif total d’individus récoltés
de 4144 individus dans les différents sites (artificiels / naturels).

L’analyse des résultats obtenus a permis de regrouper les différentes espéces
inventoriées et identifiées en plusieurs catégories et qui sont Cs. longiareolata
(40,97%) et Cx .pipiens (39.21%) sont qualifiees comme des especes accessoires
.Les especes Cx. territans (6,38%), Cx. theileri (5,11%), etCx.modestus (5,11%)
peuvent étre considérées comme des especes accidentelles. Cependant, Or.
pulcripalpis, Ur. uranotaenia, C. annulata, Ae. geniculatus et Ae. vexans sont des

especes rares.

3.1.6. Etude des principaux indices écologiques de structure des espéces de

culicinae identifiées dans la région de Khenchela

Dans cette partie les résultats sont étudiés par lindice de diversité de
Shannon-Weaver et par l'indice d'équirépartition (Tableau 3.6).

1. L’indice de diversités (Shannon-Weaver)

C’est l'indice qui mesure la composition en espéce en fonction de leurs
abondances relatives. La valeur de l'indice de diversité calculée a partir du hombre
d’individus est 1,79 bits, cela indique que la population culicidiennes de la région de

Khenchela est moyennement diversifiée.
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2. L’équitabilité ou équirépartition

Le calcul de E (équitabilité) permet de relativiser les valeurs de H on les
compare par une diversité potentiel maximum H max. La valeur de I'équirépartition
est de 0,54 soit 54 %ce qui explique un milieu moyennement diversifié.

Tableau 3.6 : Indices écologiques de structure de la région de Khenchela

Site Région de Khenchela
Parametre

Indice de Shannon et Weaver (H’) 1.79 bits

H’ max 3.32
Equitabilité (E) 0.54

3.1.5. Répartition spatiotemporelle des espéces inventoriées dans les

différents gites d’étude

La distribution et la répartition de la faune culicidienne dans les différents sites
de la région de Khenchela pendant la période d’étude présente des variations plus
ou moins importantes (Tableau 3.7).

Tableau 3.7 : Répartition des especes inventoriées dans les différents sites

de la région de khenchela

Site

x| 2 W | m >

> | 5 8 @ = g N 8

S o | o | o ) ® @ @

Sl ||~ || &=

=> = = 3 > |5

@ O I o 3 |0

> 2| 2 — | 3

N (0] o 2

Espece o o
Cx. pipiens |+t + +
Cx. theileri + | _ | _ |t |t _ -
Cx. territans + |+ _ | ]t _ -
Cx. modestus ]+ + | _ _ _
Cs.longiareolata | + | + | + | + | + + +
Cs. annulata [ A N R B _ +
Ae.geniculatus | _ | _ | _ | _ | _ + —
Ae. vexans I R I I B _ —
Or. pulcripalpis _ ]t _ _ —
Ur.unguiculata | _ | _ | _ | _ | _ + _

(+) : Présence, (-) : Absence.
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Nous remarquons qu'il y a des especes qui existent presque dans tous les
sites de collecte telle que Culex pipiens et Culiseta longiareolata, Cx. theileri qui sont
observées dans quatre sites (Khenchela, Ain djerboue , Bebar et EI Mahmel), les
especes Cx. territans, Cx. modestus etCs. annulata sont rencontrées dans deux
sites, les autres espéces restantes Ae. geniculatus Or. pulcripalpis Ur. Unguiculata et
Ae. vexans ne sont présentes que dans un seul site.

3.1.6. Laphénologie des espéces

L’étude de la dynamique de population des moustiques en particulier, de la
saisonnalité et la phénologie est également trés importante, c’est un indice qui

permet de mettre en lumiére les fluctuations des densités de population au cours du
cycle de vie d’'une espéce donnée.

Abondance
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Figure 3.13: Evolution temporelle de 'abondance culicidiennes
dans la région de Khenchela durant les années 2020/2021

Nous observons que I'espéce Cx.pipiens est présente durant tous les mois de
I'année suivie par C. longiareolata qui cette derniére est présente durant 9 mois
Certaines espéces ne se montrent que trois a deux mois au cours de I'année,

ou on parle plus d’apparition que de présence vue qu’elles apparaissent dans des

périodes et saison bien distinctes, tels que : Culex theileri, Cx. territans, Cx.

modestus, Ae. geniculatus, Or. pulcripalpis et Ur. unguiculata. Enfin, Ae. Vexans et
Cs. annulata ne sont présentent qu’un seul mois au cours de I'année.
Les populations de moustiques sont présentes pendant les différents mois de

'année cependant avec des effectifs larvaires qui fluctuent d’'un mois a un autre. On
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constate que le premier pic de I'abondance maximale de moustique est en Mai et
Juin et le 2™ en Aout et Septembre (Figure 3.13).

Tableau 3.8. Phénologie des espéces recensées dans la région de Khenchela

Mois Jan | Fev | Mar | Avr | Mai | Jui | Juil | Aou | Sep | Oct | Nov | Dec
Espece
Cx. pipiens * * * * * * * * *
Cx. theileri * * *
Cx. territans *
Cx. modestus * *
Cs.longiareolata | * * * * * * *

Cs. annulata

Ae. geniculatus

Ae. vexans

Or. pulcripalpis

Ur. unguiculata

(*) : Présence

Nos résultats montrent que le nombre d'individus de Culicidae présente des

fluctuations au cours des mois de prélevements en fonction du cycle de vie de

chaque espece et également selon les conditions climatiques des stations d'étude

(Tableau 3.6).

3.1.7.Effet des facteurs climatiques sur la densité larvaire des espéces de

Culicidae

1. Effet de la température
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Figure 3.14: Variation de I'abondance des espéces culicidiennes en

fonction de la température
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Nous observons que le premier pic de la densité larvaire est apparu durant la
période Mai- Septembre 2020 (T=17,2-25,1°C) et elle diminue avec la diminution de
la température jusqu'au mois d'Avril 2021(T=16,1°) ou elle augmente
progressivement pour marquer le 2™ pic (figure 3.14).

Les résultats des analyses statistiques de I'impact des températures du milieu
sur la densité larvaire des espéces de culicidae sont représentés dans le tableau
(3.9).

Tableau 3.9: Analyse de la corrélation (Spearmen) entre les trois facteurs
climatique (température, humidité et précipitation) et la densité larvaire des espéces

culicidienne (n=17)

Température Précipitation Humidité Abondanc
(C°) (mm) (%0) e

Température 1 0.6732 0.00008 0.00050
(C°)
Précipitation -0.11036 1 0.52830 0.76478
(mm)
Humidité (%) -0.81154*** 0.16442 1 8.38e-006
Densité 0.75168*** -0.07843 -0.86258*** 1

(***) :P<0.05 corrélation hautement significative.

L’analyse statistique montre qu’il y’a une corrélation fortement positive entre la
densité larvaire des espéeces et la température ambiante des mois de I'année 2021/
2022 a Khenchela (r=0.75; p=0.0005).

2. Effet de ’humidité

L’effet de 'humidité sur la propagation des moustiques est tres évident dans
notre région d’étude (Figure 3.15).
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Figure 3.15 : Variation de la densité des espéces culicidiennes en fonction de
I’Humidité relative de la région de khenchela durant les années 2021/2022
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L’analyse de spearmen montre que I'humidité et la densité larvaire sont
corrélé négativement (r= -0.86; p = 0.0000083) (Tableau 3.9). En effet les densités
larvaires les plus faibles ont été enregistrées durant les mois qui présentent une forte
humidité (51%-78%),alors que la densité la plus forte s’observe durant le mois qui
présente I'humidité relative la plus faible(29,9%-41%) (Figure 3.15).

3. L’effet des précipitations

Selon le tableau (3.9) il n'ya aucune corrélation significative entre la

précipitation et la densité larvaire des moustiques dans la région de Khenchela
p>0.05.
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Figure 3.16 : Variation de la densité larvaire des espéces culicidiennes en fonction
des précipitations dans la région de Khenchela durant les années 2020/2021

D’aprés les résultats de la figure 3.16, les précipitations n’ont pas d’'impact
direct sur la densité larvaire des populations de moustique. Elles peuvent étre

élevées durant les mois ou les précipitations sont fortes et les mois ou la pluviométrie
est tres faible.
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3.1.8. Associations faunistiques des Culicidés

Pour une meilleure exploitation des résultats, nous avons étudié les
associations de la faune culicidienne qui permettent de définir les différents groupes
d’espéces associées selon les exigences écologiques de leurs milieux (Tableau
3.10).

Tableau 3.10 : Associations faunistiques des Culicidae de la région de Khenchela

Espece o

P 0| B E g2 | &

0| 2| 3| 8| T |3

2 c %) O B®BIS n o

clzc|8|ol|g|=S ol |2 =

Espeéc 2I2/E|8|>|e|c| R |

g2l 9| 5 clc|l ol ]| > c

ol |2 E|lo|c|O|>|a -)

X | X | X | X| 0| v|oo| o] = o

ojojloj]o0o|]O0O(O || < | O D

Cx. pipiens + |+ |+ |+ |+ |+ |+ + +

Cx. theileri + + | - |+ |+ | - - - -

Cx. territans + |+ -+ | - - - - -

Cx. modestus + | - - + | - - |+ - -

Cs. longiareolata | + | + | + | + + |+ |+ + +

Cs. annulata + |+ | - -+ - - - -

Ae. geniculatus + | - - -+ ] - - - -

Ae. vexans + | - -+ |+ - - - -

Or. pulcripalpis + [+ | - -+ -] -] - -
Ur. unguiculata + | - - -+ -] - - -

A patrtir des résultats du tableau (3.8), il ressort que les especes Culex pipiens
et Culiseta longiareolata peuvent cohabitées avec plusieurs espéeces, ou on peut les
rencontrer dans plusieurs habitats de différentes natures (permanent ou temporelle,
naturel ou bien artificiel) avec d’autres espéeces. Cependant, les autres especes
inventoriées ne peuvent avoir que de faibles associations avec d’autres individus

d’espéces différentes.
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3.2. Etude de la résistance aux insecticides

3.2.1.Evaluation de la sensibilité des larves de C.pipiensaux traitements par

’'insecticide testé (téméphos)

Dans un premier temps, nous avons effectué un test sur des larves Cx.
pipiens afin de déterminer, le statut de sensibilité de ces larves a l'insecticide ciblé
qui est le téméphos de la famille des organophosphorés.

Les populations de Culex pipiens de la wilaya d’Annaba étaient suspectées
d’étre nuisible et résistante. Pour cela, nous avons procédé a établir le niveau de
résistance chez quelques populations de cette région envers le produit larvicide
standard le plus utilisé dans les compagnes de lutte antivectorielle contre le
moustique. Dans un premier temps, nous avons effectué plusieurs tests
préliminaires, au cours desquels des larves du stade 3 et début de stade 4 de Culex
pipiensissues des récoltes du gite de la wilaya d’Annaba ont été exposées a
plusieurs concentrations du témeéphos. Ces tests ont éeté effectués pour les cinq
populations (Annaba ville, Sidi Ammar, El Hadjar, Hdjer Ed Diss et Oued el Anneb).

Le rapport de résistance (RR) est une mesure de la résistance des souches
présentes au niveau des gites étudiés, le facteur de résistance c’est le rapport entre
la CLgo de la souche de terrain et la CLgo de la souche sensible.

RR= CLg souche de terrain /CLgo souche sensible.

Les tests préliminaires nous ont permis de déterminer cing concentrations
pour chacune des populations testées et pour la souche sensible. Ces
concentrations ont été adaptées a chaque zone d’étude selon la sensibilité des
larves aux traitements. Ces concentrations sont :

v" Annaba : (0.001 ; 0.0025; 0.01;0.0125 ; 0,025 mg/L)

v" Sid Ammar : (0.001 ; 0.005 ; 0.01;0.0125; 0.03 mg/L)

v' El Hadjar :(0.00125; 0.002;0.005;0.01;0.02 mg/L)

v" Hdjer eddiss : (0.001;0.00125 ; 0.002 ; 0.003 ; 0.004 mg/L)

v" Oued el Anneb: (0.0001 ; 0.0025; ; 0.001 ; 0.00125 ; 0.002 mg/L)
Ces concentrations ont servi a déterminer les concentrations létales (LC) pour
tuer 50% et 90% de la population testée et la population sensible (Tableau 3.11).

Les LC ont été obtenues, a I'aide du logiciel Graph Pad prisme.
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Tableau 3.11 : Statut de sensibilité des larves de Culex pipiens au téméphos

comparées a la souche sensible dans les différentes zones

, Concentration CL so(mg/L) CLgo (mg/L) RR
Site (mg/L) Cl Cl g Sttt
(0-001 5 0.9025; 0.00576 0.0215
0.01;0.0125; . . *
Annaba [0.0035-0.0177]  [0.0051-0.0956]  +° R
0,025)
. (0.001;0.005; 0.0063 0.0213 .
Sid Amar - 0,01;0.0125; [0.0021-0.02]  [0.0215-0.075] %6 R
0.03)
(0.00125; 0,0026 0,015
El Hadjar : :0.01: ’ ’ 30 R™
: 8'82)2’0'005’0'01’ [0,0015-0,0042]  [0,0061-0,052]
Hdjer ed (0.001;0.00125; 0.00157 0.0035 . R
diss 0.002 ;0.003 ; [0.0015-0.003] [0.0030-0.04]
0.004)
(0.0001 ; 0.0025;
Ouedel - 0.001; 0.000131 0.00165 33 <
Anneb  0.00125; [0.00028-0.00035]  [0.0020-0.0037]
0.002)

CL50 = Concentration létal pour tuer 50% de la population.
CL90=Concentration létal pour tuer 90% de la population.

RRgo =L Cgo souche de terrain /LCg souche sensible.
Statut: R™= Forte résistance (RRgo> 10).
R'=Résistance moyenne (5<RRg< 10).
R=Resistance (RRgo<5).

S'= Sensible (RRgo< 5).

Les résultats du bio-essai ont montré qu’aprés 24h, les populations de la ville
d’Annaba, Sidi Ammar et El Hadjaront montré une forte résistance vis-a-visdu
témeéphos, avec un rapport de résistance RRgp>10.La population de Hdjer Ed Dis a
une résistance moyenne. La population d’Oued ElI Anneb présente une trés faible
résistance RRgo <5.

Le RRgo de la souche sensible est : 0,0005 mg/L.

Selon les résultats obtenus, les larves récoltées des gites de la ville d’Annaba,
Sidi Ammar, El Hadjar et Hdjer Ed Dis présentent une résistance au téméphos d’ou
la densité importante de ce moustique dans ces régions, malgré le traitement régulier

effectué au niveau du gite.
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3.2.3. Recherche et détection de la mutation G119S au niveau du géne ace-1

1. Fréguence et distribution de la mutation G119S:

Nous avons effectué une amplification du géene ace-1, en utilisant des
amorces specifiques ; Cp3F et Cp3R. Cette amplification nous a permis d’obtenir,
aprés électrophorése sur gel d’agarose a 2%, des fragments de 194pb. Ces
fragments de ’ADN attendus de 194pb ont été digérés par 'enzyme de restriction ;
Alul, & une température de 37°C (Over Night). Les produits de digestion ont été
séparés par électrophorése sur gel d'agarose a 2%.

SS

194 pb
120 pb

74 pb

Figure 3.17 : Profil électrophorétique des produits de digestion par 'enzyme Alul, du géne
ace-1chezCulex pipiens

M : marqueur de poids moléculaire SS : homozygote sensible, RS : hétérozygote résistant,
RR : homozygote résistant

Le profil électrophorétique des produits digérés montre des fragments de
tailles différentes.

Les moustiques sensibles homozygotes (SS) présentent un fragment de
194pb, non digéré par I'enzyme Alul, tandis que le produit de digestion pour les
individus homozygotes résistant (RR) présentent deux fragment 120pb et 74 pb car
la mutation dans la position 119 créer un nouveau site de restriction pour Alu | et les
hétérozygotes résistants (RS) présentent un profil recombiné constitué de trois
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fragments ; 194pb, 120pbet 74pb (une bande correspond a l'alléle sensible S et les
deux autres bandes correspondent a l'allele R) (Figure 3.17).

La mutation G119S a été détectée presque dans toutes les populations
analysées avec une fréquence entre 0.32 dans la population de Sidi Ammar, ce site
étant une région urbaine a forte densité de population, et 0.008 a oued el Anneb, une
région rurale, dans la wilaya d’Annaba.

Dans la wilaya de Khenchela, la fréquence la plus élevée (0.20) a été
observée chez la population de la ville de Khenchela (Cité des Aurés) et la plus
basse (0) a été observée chez la population d’Oued el Hatiba. Les fréquences des
populations de la wilaya de Batna variée entre 0.20 chez les populations urbaines
(Bouzourane et Bouhilef) et 0.13 chez la population rurale (Foum toub) (Figure3.18).
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A. Batna B. Annaba C. Khenchela

Figure 3.18 : Distribution des fréquences de la mutation de résistance ace-1dans les trois provinces algérienne étudiées (A, B et C, 15 populations).

Pour chaque échantillon la fréquence de lalléle résistant représenté par la section grise. Les numéros correspondent aux
populations du tableau (3.10)

Les fréquences alléliques de chaque population sont représentées dans le tableau (3.10)
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Tableau 3.12 : Fréquences alléliques de la mutation de résistance G119 dans I'est

algérien.
Province  Site 5‘; N Ng(SSRSRR) f(R)  Fe P
1-Boubhilef Urban 30 19, 10,1 0.2 -0.025 1
Batna 2-Foum Toub Rural 30 22,8,0 0.13 -0.137 1
3-Bouzourane Urban 30 19, 10,1 0.2 -0.025 1
4-Annaba Urban 30 13, 16,1 0.3 -0.254 0.22
5-El Hadjar Urban 30 15,141 0.28 -0.215 0.37
6-Sidi Amar Urban 30 12,171 0.32 -0.294 0.2
Annaba 7-Hadjar ed Diss  Urban 30 18, 11,1 0.22 -0.063 1
8-Ain elBerda Rural 30 19,110 0.18 -0.208  0.55
9-Berrahal Rural 30 23,7,0 0.12 -0.115 1
10-Oued elAneb Rural 30 5,25,0 0.08 -0.074 1
11-City of Aures Urban 30 18, 12,0 0.2 -0.234  0.56
12-Bebar Urban 30 22,80 0.13 -0.137 1
Khenchela 13-El Mahemmel Urban 30 20,10,0 0.17 -0.184 0.56
14-Ain Djerboua Rural 30 28,2,0 0.03 -0.017 1
15-Oued elHatiba Rural 30 30,0,0 0 - -

N : Nombre d’individus, Ng :Nombre des génotypes, f (R) : Fréquence de résistance,

La plupart des individus ont des génotypes SS ou RS, le génotype RR présent

chez peu de moustiques. Toutes les populations sont en équilibre d’Hardy Weinberg

et la panmixie pour ce locus a été confirmé par un test global en utilisant la méthode

de Fisher (x> =11.7, ddI= 28, p= 0.003).Cependant, une hétérogénéité géographique
significative a été détectée (x?= 31.9, ddl=2, P< 10°) (Tableau 3.12) .Cette

hétérogénéité a été confirmée, nous avons trouvé un (Fst) significatif aprés

correction de Bonferoni pour deux populations (Oued el hatiba and Ain djeboue),

régions rurales de la wilaya de Khenchela, sur 15 populations analysées (Tableau 3.

13).



Tableau 3.13 : Valeurs des Fst calculées pour chaque paire de populations.

Wilaya de Batna

Wilaya d’Annaba

Wilaya de Khenchela

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Wilaya 2 0.000
deBatna 3 | 5017 0.000
4 [0012 0066 0012
5 | 0.004 0.053 0.004|-0.012
6 | 0.022 0.080 0.022|-0012 -0.010
d,VAV:iZZa -0.015 0.009 -0.015|0.004 -0.003 0.012
8 | -0.014 -0.004 -0.014| 0024 0015 0.034 -0.011
9 | 0.010 -0.014 0010|0085 0071 0100 0.020 0.004
10 | 0,039 -0.002 0.039 |0.129 0113 0.146 0053 0.029 -0.009
11 [ -0.015 0.003 -0.015| 0.014 0.006 0.023 -0.014 -0.012 0.012 0.041
- 12 | 0,000 -0.015 0.000 | 0.066 0.053 0.080 0.009 -0.004 -0.014 -0.002 | 0.003
Khellfg:el 13 | -0.012 -0.010 -0.012| 0.036 0.025 0.048 -0.007 -0.013 -0.004 0.017 |-0.010 -0.010
14 | 0112 0049 0112 | 0217 0199 0235 0129 0098 0034 0007 | 0.114 0049 0.081
15 | 0187 0.21 0.187 | 0291 0274 0.309 0204 0.172 0.103 0.069 | 0.190 0.121 0.155 0.017

98
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Les valeurs significatives aprés corrections de Bonferoni sont représentées en gras.
2. Impact de l'urbanisation sur la fréquence de l’alléle de résistance en
Algérie
En ce qui concerne la distribution de l'allele de résistance ace-1, et pour but de

comprendre la différence des fréquences des alléles de résistance dans les trois
wilayas et les différents sites de collectes, en milieu urbain et rural. Nous avons

utilisé un modéle Linéaire Généralisé avec erreur Binomiale (GLM) (Figure 3.53).
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Figure 3.19 : Fréquence allélique d'ace-1R dans I'Est Algérien durant la I'année
2020/2021

La fréquence de l'alléle ace-1R est présentée pour chaque ville, et chaque
type de site (cercle noir = rural, triangle rouge = urbain)

Nos résultats montre qu’il y’a une interaction significative entre la wilaya et le
type de population (Likelihood ratio test, LRT, Chi2= 6.98, p=0.03), apres nous avons
analysé chaque facteur indépendamment le type de population n’a pas le méme effet
dans toutes les régions donc il y a des différences entre régions pour chaque type de

population.
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On a analyseé l'effet type pour chaque région, dans la région de Batna, il n’y a
pas d’effet significatif du type de population (LRT, p=0.26), pour la région d’Annaba
et Khenchela la fréquence de R est significativement plus basse dans les populations
rurales par rapport aux populations urbaines (LRT, P< 0.001 et P< 0.001).

L’analyse de l'effet région pour chaque type montre que pour les deux types
de population (urbaines and rurales), il y a un effet région significatif (LRT, P<0.001
et P=0.017, respectivement.).

Pour les populations rurales, les régions Batna et Annaba sont similaires
(LRT, p=0.91), mais Khenchela montre des fréquences significativement inférieures
(LRT, P<0.001).

Pour les populations urbaines, les régions Batna et Khenchela sont similaires
(LRT, p=0.4635), Batna et Annaba sont similaires (LRT, p=0.098), mais Annaba et
Khenchela montrent des fréquences significativement différentes (LRT, p=0.021).
D’aprés nos résultats l'urbanisation a un effet sur la fréquence de lalléle de

résistance chez les populations étudiées (Figure 3.19).
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

4.1. Inventaire et étude systématique des espéces

Les moustiques sont considérés comme un probléeme majeur en tant que
vecteur potentiel de la transmission de nombreux agents pathogenes .La lutte contre
ces vecteurs ne peut étre efficace sans la bonne connaissance de la répartition de ce
vecteur dans I'espace et dans le temps [150].

L’objectif de ce travail est décerner la distribution, I'écologie et la fluctuation
saisonniere de ces insectes nuisibles, pour la premiere fois, dans la région de
Khenchela.

L'analyse de la composition du peuplement Culicidien des sites d'études a
savoir : Khenchela ville, Bebar, EI| Mahemmel, Ouled Azzedine, Ouled Ammara Ain
djerboua et Oued el hatiba, révele la présence de 10 espéces appartenant a une
seule sous-famille ; celle des Culicinae, avec 5 genres, le genre Aedes représenté
par deux espece (Ae. geniculatus and Ae. vexans),le genre Culex qui est le mieux
représenté avec quatre especes (Cx.pipiens, Culex territans, Culex theileri, et Culex
modestus).

Le genre Culiseta est représenté par deux especes :Culisetalongiareolata et
Culiseta annulata, le genre Uranotaenia et le le genre Orthopodomyia avec une
seule espéce a savoir Uranotaenia unguiculata et Orthopodomyia pulcripalpis
respectivement

Dans cette étude, nous avons enregistré certaines espéces de moustiques qui
peuvent transmettre des maladies a I'homme, tel que Culex pipiens. L'existence de
ce type de moustiques dans la zone d’étude représente un risque sanitaire majeur.

La faune Culicidienne, de I'Afrique méditerranéenne est composée de 67
espéeces appartenant a deux sous-familles et a sept genres différents [151].

La présence des Culicidae en Algérie est signalée partout a travers une
multitude d’études. SENEVET et ANDARELLI [54] aprés un travail de trente ans ils

ont identifié 27 espéces, Brunhes et al. (2000) [49], ont recensé 48 especes de
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moustiques en Algérie. LAFRI et al [14] ont noté la présence de 17 espéeces dans 15
départements en Algérie.

Dans la région Est du pays, les études sur la faune culicidienne a révélé la
présence de 8 especes, dans la province d’Annaba et qui sont : Culex pipiens, Culex
modestus, Culex theileri, Culiseta longiareolata, Anopheles labranchiae, Anopheles
claviger, Aedes aegyptiet Aedes albopictus [26], Dans la région de Mila, MESSAI et
al [152] ont signalé la présence de 12 espéces de Culicidae appartenant a 2 sous
familles, celle des Anophelinae et celle des Culicinae. HAFSI et al [153] ont montré
la présence de 19 espéces appartenant a 5 genres (Culex, Culiseta, Anopheles,
Aedes et Uranotaenia).

Dans la région de Souk Ahras. BOUDEMAGH et al [154] ont noté la présence
de 13especes de Culicidae appartenant a 2 sous-familles, celle des Anophelinaeet
celle desCulicinae. Il s'agit de Culex pipiens, Culex latincintus, Culex theileri, Culex
hortensis, Culex impudicus, Culex pusillus, Culiseta longiareolata, Culiseta
ochroptera, Culiseta glaphyroptera, Anopheles maculipennis  sacharovi.
Orthopodomyia pulcripalpis et Uranotaenia unguiculata, dans la région de Collo
wilaya du Skikda (Nord- Est de I'Algérie).

Des travaux dans la région d’Oum el Boughuide OUDAINIA [1] signale la
présence de 14 espéces appartenant a deux sous familles, les Culicinae
représentées par 5 genres ; Culex avec 6 especes (Cx. pipiens, Cx. pusillus, Cx.
territans, Cx. impudicus, Cx. Laticinctus et Cx. hortensis maderensis) ; Culiseta avec
3 especes (Cs. ochroptera,Cs. Longiareolata et Cs. glaphyroptera) ; Uranotaenia,
Orthopodomyia et Coquillettidia représentent uniquement par une seule espéce (Ur.
unguiculata, Or. Pulcripalpis et Coquillettidia richiardii), les Anophelinae qui sont
représentée par 2 especes (An. algeriensis et An. maculipennis
sacharovi) .BELKHIRI et al [27] ont montré la présence de 9 espéeces dans la région
de Batna.

Le travail de Berchi ,2000 [22] dans la région de Constantine montre la
présence de7 especes de Culicidae appartenant a 2 sous familles, celle des
Culicinae et celle des Anophelinae. Il s'agit dAn. labranchiaeet
Uranotaeniaunguiculata, Cx. pipiens, Cx. modestus,Cx. theileri, Cx. hortensis, C.
longiareolata.

Des études similaires, dans une région semi-aride, Tebessa, BOUABIDA et al

[155]ont noté la présence de 9 especes (Ochlerotatuscaspius, Culex hortensis,
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Culex laticinctus ,Culex pipiens, Culex theileri Culex perexiguus, Culisetasubochrea
,Culiseta annulata and Culiseta longiareolata) dans la méme région 10 espéces
divisées en 3 genres ; Culex, Culiseta et Aedes ont été reportées [156] .

Dans l'ouest Algérien (Tlemcen), 20 espéces de Culicidae ont été notées. Ce
nombre d'especes qui est relativement important, peut étre expliqué par le grand
nombre d'échantillonnages réalisés dans cette région ainsi que la période de
prospection sur terrain qui a duré deux ans.

Nos résultats montrent que le genre Culex est le plus abondant, il est
représenté par 4 espéeces, le genre Culiseta a pris la deuxieme position.

Ces résultats corroborent avec ceux trouvés par d’autres auteurs, dans la
région de Bousaada, BENHISSEN et al [157] ont noté la présence de 11 espéces ,
six d’entre elles appartenant au genre Culex( Cx pipiens, Cx perexiguus, CXx
deserticola, Cx brumpti, Cx theileriet Cx laticinctus ).Dans la région de Msila,
ASLOUM et al [158] ont réveélés 14 especes, 10 especes représentent le genre
Culex (Cx brumpti, Cx deserticola, Cx hortensis, Cx impudicus, Cx laticinctus, Cx
martini, Cx modestus, Cx perexiguus, Cx pipienset Cx theileri). L’'espéce la plus
dominante est Culex pipiens(44,26%), suivie par Culiseta longiareolata avec
(40,18%)et les autres especes ont été trouvees en faible effectifs.

Quant a Cx. pipiens, cette derniére a été collectée durant toute I'année, dans
différents biotopes : en milieu naturel et des sites de reproduction artificiels,
temporaires et permanents, avec et sans végétation, et dans des eaux propres et
polluées, méme s'il montrait une préférence tres marquée pour les dépots sur les
eaux polluées. Cette espece est la plus présente en Algérie [143,159], a Skikda
MATOUG et al [160] ont signalé une abondance de Culex pipiens (40,06%),dans la
province d’Annaba DAHCHAR et al [161]ont révélé une abondance élevée de culex
pipiens dans les régions urbaines (93,57%) et Berchi [22] a démontré que les
Culicidae représentent 98,5 % des diptéres recensés au niveau des gites péri-
urbains de la région de Constantine avec(91,36 %) dans la station d'Ain Smara et de
(98,8 %) a Didouche Mourad.

En Tunisie KRIDA et al [162] ont confirmé que I'espéce la plus dominante est
Cx. pipiens, également au Maroc FILALI MOUATASSEM et al [12] ont trouvé que
'espéce la plus frequemment collectée est Cx. pipiens (70.68%) au niveau de la
province de Fez. En Arabie Saoudite, dans la région d’Al Madinah Al Munawwarah
Cx. pipiens est I'espéce la plus abondante [163].
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En Espagne RUBEN [164] a trouvé sur un ensemble de 1017 spécimens
identifiés, Culex pipiens est la plus dominante (318 spécimens).Cela montre la forte
dominance de celui-ci en Algérie, Afrique du Nord et dans le monde.

Nous avons noté que Culex pipiens est présent dans tous les gites urbains
avec une faible fréquence dans les régions rurales, BERCHI et al [165] ont indiqué
que Cx. pipiens fréquente les gites urbains épigés et hypogés ou la pollution
d’origine organique est importante avec un pH basic. Ce résultat montre sa
préférence pour les gites anthropiques urbains. D’aprés ALMEIDA et al [166], les
milieux anthropiques offrent des conditions favorables a certaines espéces.

Ce moustique est connu par sa forte nuisance, Cx. pipiens du Maghreb est un
vecteur expérimental efficace pour la transmission du Virus West Nile et Virus de la
fievre de la Vallée du Rift [57].

En termes d'occurrence Cs. Longiareolata occupe la premiere position
(39,57%) suivi par Culex pipiens (37,87%) ces especes sont classées comme des
espéeces accessoires, BRUNHES [167] a classé Cs. longiareolata, parmi les espéces
a tres large répartition au niveau de la région méditerranéenne. NABTI et
BOUNECHADA [5] ont noté sa présence dans les gites de la région de Sétif.

Cs. Longiareolata a été trouvée dans 13 sites parmi les 15 sites inventoriés,
cette espece a été récoltée presque toute I'année, elle existe dans les sites pollués :
site permanant avec l'eau stagnante riche ou pauvre en végétation ou sites
temporaire avec ou sans vegeétation.

Pour les autres especes, elles sont classées comme especes accidentelles
cela peut étre expliqué parla qualité de I'eau, la faible quantité d'éléments nutritifs
disponibles (quantité ou qualité insuffisante de nourriture), l'assechement des gites
larvaires correspondant aux saisons seches, le lessivage des gites larvaires par les
précipitations, le ralentissement du développement larvaire suite a la baisse de
température et de mortalité due a des prédateurs invertébrés ou vertébrés [22].

Culex theileri, Culex territanset Culex modestus sont moyennement
représentées dans les gites temporaires ou permanents, pollués et riches en
végeétation.

Cx. Theileria été trouvé dans trois région (Khenchela, Bebar et El
mahemmel).Elle a également été trouvé par HAFSI et al [153] dans la région de
Souk Ahras, également par MERABTI [168] a Biskra et CHAHED et al [169] a Tizi

Ouzou. Cette espece a été retrouvée dans les gites naturels par LOUNACI [17].
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Selon BRUNCHES et al [8] Cx. theileri a été trouvé naturellement infectée par le
Virus West Nile et Virus Sndbis en Afrique du Sud.

Cx. modestus a été signalé dans le Maghreb, mais sa présence y est toujours
discréte [8]. Elle a été signalée a Mila par MESSAI et al [152] également a Skikda
[138].

Les autres especes sont tres rares (Or. Pulcripalpis, Ur. unguiculata ,C.
annulata, Ae. geniculatus et Ae. vexans).

Aedes geniculatuset Uranotaenia unguiculataont été rencontrées dans un seul
gite : au niveau de la région d’Ouled ammara.La premiére espéce ne joue aucun role
dans la transmission de parasitoses humaines [8] (BRUNHES et al, 1999), en
Algérie Ae. geniculatus a été retrouvé a Tizi ouzou [18], la deuxieme espéce a été
identifié dans la région de Skikda [160] également dans la région de Blida[14].

Ae. vexans a été inventoriée dans un seul gite : Oued El Hatiba, cette espece
a été egalement trouvé a Biskra [170] et au lac de Tonga AMARA KORBA [171] . La
rareté de quelques espéces peuvent s’expliquer par le nombre des sorties effectuées
dans chaque station, la durabilité et la localisation des gites, 'asséchement des gites
pendant la période de sécheresse et les conditions climatiques, selon FAURIE et al
[172], le nombre des espéces est relativement fonction du nombre des échantillons
ou des individus récoltés. C’est pour cette raison que le nombre des especes a été
variable d’'une région a une autre et aussi d’une période a une autre.

Au cours des deux dernieres décennies, plusieurs études en Algérie ont porté
sur le moustique. Considérant le fait que certains moustiques sont des vecteurs de
maladies importante, tels que le virus du Nil Occidental, la filariose et le paludisme
ont été enregistré dans plusieurs régions [26], les études sur la composition et la
distribution des espéces est trés importante afin d’élaborer des programmes de lutte
anti vectorielle et des stratégies de surveillance.

La présente étude a montré que la plupart des espéces identifiées sont des
vecteurs potentiels des agents pathogeénes. Par exemple, Cx. pipiens, Cx.modestus
et Cx. theileri sont connus comme vecteurs potentiels de la maladie du virus du Nil
occidental [8,57 ,173]. Alors qu’Ae. vexans joue un réle dans la transmission du virus
de la fievre de la vallée du Rift [174]. Par ailleurs, Ur. Unguiculata est une espéece
vectrice de parasites des amphibiens et des reptiles [8] et Cs. longiareolata est un
vecteur du paludisme aviaire, de la tularémie, de la fievre de Malte et des arbovirus

tels que la fievre du Nil occidental [175].
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La diversité des espéces est importante dans un milieu donné lorsque les
conditions de vie dans le milieu sont favorables.

D’apres DAGET [176], l'organisation des peuplements est l'une de ses
caractéristiques essentielles. Cependant, BLONDEL [177], a souligné qu’une
communauté est d'autant plus diversifiée que l'indice de diversité (H") est plus grand.
La valeur de l'indice de Shannon Weaver calculé au niveau des gites prospectés
dans la région de Khenchela est de 1.79 bits, ce qui nous permet de conclure que le
peuplement culicidien est moyennement diversifi€. CHAHED et al [18] ont trouvé un
indice de diversité de 1.85 bits dans la région de Tizi ouzou, HAMAIDIA et BERCHI
[178] ont enregistré une valeur de 2.50 bits dans la région de Souk Ahras, ce qui
explique un milieu moyennement diversifié.

En général, l'indice de diversité est fortement influencé par les especes
dominantes et par le volume récolté ainsi que la méthode de I'échantillonnage. A cet
effet nous pouvons constater que les sites d’échantillonnage étudiés constituent des
milieux favorables a la prolifération des especes culicidiennes.

D’aprés, Daget [176], les valeurs de I'équitabilité, quand elles tendent vers 0,
cela signifié qu’il ya un déséquilibre entre les effectifs des différentes populations.
Dans ce cas, une ou plusieurs espéces sont dominantes. Par contre, quand
I'équitabilité se rapproche de 1, cela signifie que les différentes especes sont en
équilibre entre elles car leurs abondances relatives sont proches. Dans notre cas, La
valeur d'équitabilité est égale a 0,54(54 %), cette valeur se rapproche plus de 1 que
de 0, montrant un équilibre entre les populations de Culicidae dans la région de
Khenchela.

L’association des especes en biologie animale est une notion délicate a mettre
en évidence, dans la mesure notamment ou les méthodes d’études quantitatives ne
sont pas aussi au point qu’'une phytosociologie, et ou pratiquement chaque type de
milieu et chaque groupe animale nécessitent des techniques d’échantillonnage qui
leur soient adaptées [179]. L’association faunistique des espéces culicidiennes dans
la région d’étude est marqué par les deux espéces : Culex pipiens et Culiseta
longiareolata qui sont retrouvé avec toute les especes inventoriées. Cependant, les
autres especes ne sont associées qu’avec quelques espéces inventoriées.

L’association des deux espéces Culex pipienset Culiseta longiareolata avec
toutes les espéces de Culicidae recensées est également signalée par Hamaidia

[180] dans la région de Tébessa.
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Les variations climatiques au cours de l'année ont joué un grand réle dans
I'abondance des moustiques collectés lors de nos sorties sur le terrain. Nos résultats
montrent que les Culicidés présentent des variations intéressantes au cours de la
période d’étude en fonction des conditions climatiques. Le premier pic (le plus
important) a été observé au mois de Mai et Juin ceci est probablement due a
l'augmentation des habitats aquatiques propices a la reproduction des moustiques
dans les sites visités ainsi que par les précipitations des mois précédant. Les
températures aussi influencent sur la propagation des moustiques dont le nombre
augmente au printemps ou les valeurs de la température restent modérées.
MERABTI et OUAKID [21] rapportent que le nombre de moustiques augmentent en
automne et au printemps ou les valeurs de la température restent modérées.

En revanche, pendant I'hiver (saison froide), I'abondance des moustiques a
été réduite en raison de la destruction de certains gites larvaires par les
précipitations.

Le développement des Culicidae est conditionné par la température et par la
composition biologique ou chimique de I'eau [181]. HAMAIDIA [182] confirme qu'il
existe une dépendance entre les saisons et les effectifs larvaires rencontrés dans les
différents gites ce qui en ressort que les saisons exercent une influence sur la
répartition des larves des Culicidés ou les densités larvaires les plus basses sont
rencontrées en hiver.

D’une autre part, I'étude de la phénologie des espéces de moustique
inventoriées montre que certaines especes apparaissent dans des périodes
précises, par contre, d’autres espéces ont une période plus large tel que 'espéce Cx.
pipiensqui a été signalée toute I'année suivit par Cs. longiareolata . Nos résultats
concordent avec ceux de BERCHI [22] réalisés a Constantine et TABTI [183]
réalisés dans la wilaya de Tlemcen, ces derniers confirment la présence de Cx.
pipiens pendant toute I'année avec une densité variante au cours des saisons, elle
présente un maximum d’abondance au printemps et en été.

L’ensemble des changements climatiques peuvent affecter la phénologie,
'abondance et la distribution des plantes et des animaux de tous les groupes
terrestres et marins et modifie la biodiversité des écosystemes. La température de
I'environnement est I'un des facteurs abiotiques les plus importants affectant la vie

des insectes [184].
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Dans cette étude I'analyse statistique a révélé, que la température était
fortement corrélée a l'augmentation de I'abondance des moustiques, tandis que,
I'humidité avait un effet négatif sur I'abondance.

Ce résultat concorde avec ceux de HAFSI et al[153] dans la région de Souk-
Ahras et HAMAIDIA [180] dans la région de Tébessa, qui ont montré une corrélation
positive entre la température et 'abondance des moustiques (r = 0.73; p = 0.008 , r
= 0,1719, p > 0,05, respectivement) cette derniere est corrélée négativement avec
’humidité (r = -0.69; p = 0.010 , r = -0,577 ;p> 0,05, respectivement) ,également
BERCHI [22] a Constantine a confirmé l'influence de la température sur la densité
larvaire du Cx. pipiens et ce dernier est corrélé positivement avec la température(r =
0,624; p <0,05).

Selon COURET et al [186], la température de l'environnement modifie la
dynamique des populations de moustiques en affectant le développement des stades
immatures (c'est-a-dire les ceufs, les larves et les pupes) ainsi que la reproduction.

Une température de l'air ambiant plus élevée réduit également les durées de
développement immatures et augmente la survie des stades immatures, ce qui
entraine une plus grande probabilité d'émergence de moustiques adultes dans
I'environnement. L'augmentation des températures de l'air ambiant peut également
augmenter les taux d'évaporation dans tout plan d'eau stagnante, augmentant ainsi
la concentration de la teneur en éléments nutritifs, les rendant plus viables pour la
survie des larves et, par conséquent, créant davantage d'habitats de reproduction
des larves de moustiques Culex[187] .

Selon CHUANG et al [188], 'augmentation de la température dans une
semaine précédée par 2 a 3 semaines de précipitation, I'échantillonnage peut avoir
une influence positive sur l'abondance des moustiques. D’aprés, DA CRUZ
FERREIRA et al [189] plusieurs chercheurs pensent que la température est le

facteur le plus critique pour la survie de certaines especes de moustiques.
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4.2. Etude de la résistance aux insecticides

Le moustique Culex pipiens, est I'espéce la plus abondante en Algérie [143], |l
est largement ciblé par les traitements a base d’insecticides chimiques. Ces derniers
sont parmi les produits anti-vectoriels les plus efficaces contre ces espéces
potentiellement dangereuses. Les traitements intensifs a conduit au développement
de la résistance chez de nombreux insectes, y compris le moustique Culex pipiens.

La premiére étape de la gestion de la résistance aux insecticides est la
détermination et le suivi des mécanismes de résistance qui prévalent dans la région.
Vue l'absence de données sur les mécanismes de résistance en Algérie et afin
d’évaluer lI'implication des insecticides, nous avons étudié, dans un premier temps, le
statut de sensibilité chez quelques populations de la région d’Annaba, puis nous
étions amenés a étudier le mécanisme de résistance par modification de la cible
d’insecticide (ace-1) ou notre travail porte sur la recherche de la mutation G119Sace-
1 associée a la résistance aux organophosphorés (OP) et aux carbamates (CX).

Depuis plusieurs années, les moustiques adultes sont traités par la
déltamethrine et le propoxur (PYRS), tandis que les larves sont traitées par le
témeéphos, le fenthion, le chlorpyriphos...

A l'exception des travaux sur la sensibilité des moustiques aux insecticides

[22], aucun travail n’a été réalisé en Algérie.

3.2.1. Statut de résistance des moustiques Culex pipiens de la province

d’Annaba aux larvicides (téméphos)

Dans ce travail, nous avons évalué I'état de résistance du moustique Culex
pipiens, collecté dans la wilaya d’Annaba, aux insecticides les plus couramment
utilisés. Pour cela, nous avons récolté les larves dans cing sites.

A partir des résultats obtenus, les quatre populations de moustiques(la ville
d’Annaba, El Hadjar, Sidi Ammar et Hdjer Ed Diss) ont présenté une résistante au
témeéphos avec des tendances dissemblables.

Le taux de résistance au téméphos est élevé dans la ville d’Annaba, Sidi
Ammar et El Hadjar et modérée a Hadjar Ed Diss. En effet, selon SINEGRE et al
[56], une souche est considérée comme étant résistante lorsque sa CLgo dépasse 5

fois la CLgo de la souche sensible.
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Les résultats trouvés dans notre étude peuvent étreexpliqués par l'utilisation
massive du téméphos et autres insecticides dans la lutte contre les larves de
moustiques dans la région d’étude.

La différence de niveau de résistance dans les différentes régions d’étude
peut s'expliquer par les différents niveaux de pollution dans leurs environnements
chimiques respectifs, la pollution causée par les rejets d'eaux usées des
établissements humains voisins, aussi plusieurs sites sont situés a proximité des
habitats humains et sont donc régulierement traité alors que Hadjar Ed Diss et Oued
el Anneb ne sont traité qu'occasionnellement. Cependant, les concentrations
d'insecticide et les fréquences de traitement varient selon les régions. Des études
antérieures ont confirmé que la pression utilisant des concentrations élevées d’un
insecticide peut induire une résistance [42]. Cela, peut expliquer la différence de
résistance au téméphos dans les régions sous pression de sélection.

Les niveaux de résistance constatés chez les larves de C. pipiens, s’ils n’ont
pas été dus a des utilisations antérieures intensives, ne peuvent étre expliqués que
par I'acquisition d’'une résistance croisée. FARAJ et al [190] et CHAVASSE et YAP
[191] ont également affirmé, que l'utilisation prolongée d’'un organophosphoré (OPSs)
conduit toujours a I'apparition de résistances croisées aux autres organophosphoreés.

Nos résultats sont cohérents avec ceux rapportés par d'autres auteurs au
Maroc qui ont montré un taux de résistance élevée de Culex pipiens aux OPs [192,
193,194, 39,195].

Ces observations sont cohérentes avec celles signalées par d’autres auteurs
en Tunisie (TABBABI et al et DAABOUB et al) [42,44] ont développé des niveaux
importants de résistance vis-a-vis du Téméphos et du Fenthion, au Portugal
BOURGUET et al [196] en Espagne ERITJA et CHEVILLON [197], en Egypte
ZAYED et al [198] et en Italie TOMA et al [199].D'autres auteurs LEE et AHN [200]
de la Corée de Sud ont également signalé des niveaux élevés de résistance chez les
larves de C. pipiens au téméphos et au fenthion.

En effet, les taux de résistance les plus élevée ont été observée chez les
populations en milieu urbain. Cette résistance est probablement due a une pression
de sélection par l'utilisation d'insecticides pour un autre but que la démoustication
(activité domestique et économique, tourisme...). Identiquement a nos résultats, en
Algérie BERCHI [22] a rapporté que les populations larvaires urbaines de Cx. pipiens

de la province de Constantine présentent une nette résistance au malathion ,du fait
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que le taux de résistance est 11 fois (gites épigés) a 12 fois (gites hypogés)
supérieur a celui de la souche de référence. Au Maroc EL OUALI LALAMI et al [45]
et en Tunisie KOOLI et al [201] ont révélé que le taux de résistance est important
chez les populations larvaires urbaines de C. pipiens, aprés plusieurs traitements aux
organophosphorés.

4.2.2. Analyse moléculaire de la résistance des moustigues aux

organophosphorés

1. Fréquences et répartition de la mutation G119S ace-1 chez le complexe

Cx. pipiens en Algérie (Annaba, Batna et Khenchela)

La résistance aux insecticides est présente au niveau mondial. En Algérie,la
mutation par modification du site cible, une mutation alternative du géne ace-1R
(F290V), a été bien documentée[117], mais les données sur les autres mécanismes
de résistance sont rares. Dans cette étude, nous avons estime, pour la premiére fois,
les fréequences de mutation G119Sace-1 chez les populations naturelles de C.
pipiens du Nord-Est algérien.

Nos résultats montrent la présence de trois génotypes qui correspondent a
’lhomozygote résistant (RR) (S119 / S119), I'hétérozygote résistant (RS) (G119 /
S119) et 'hnomozygote sensible (type sauvage) (SS) (G119 / G119). Ces résultats
montrent la présence d’une résistance due a une mutation ponctuelle par substitution
de la glycine par une sérine, en position 119 au niveau du géne ace-1 qui code pour
I'’AChE.

Les OPs et les carbamates (CXs) agissent en inhibant I'activité enzymatique
de l'acétylcholinestérase (AChE) induisant ainsi une accumulation de la choline dans
le milieu qui se traduit par la mort de l'insecte. Cette substitution provoque une
insensibilité aux OPs donc la non fixation des OPs sur le site actif de 'enzyme
AChE[117].

L’allele R de résistance a été détecté chez la plupart des populations, d’aprés
WEILL et al [37] cette mutation représente 'une des mutations les plus courantes,
détectées chez les moustiques C .pipiens. Il a été démontré que cette mutation
ponctuelle était impliquée dans la résistance aux OPs et aux CXs dans le monde
entier[202].

La fréquence de la mutation G119S reste globalement modérée dans notre

région d’étude (0-0,32), et les homozygotes RR sont rares. Cela suggére que
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I'exposition aux OP reste modérée dans ces villes ou que la propagation de I'alléle de
résistance ace-1 est récente. Cependant, cette distribution peut étre due a l'intensité
de la sélection, qui varie d'une ville & I'autre en raison d'une application différente des
insecticides.

Nos résultats sont en accord a ceux déja décrits en Algérie ALOUT et al [46]
et corrobore a la littérature (BKHACHE et al ; ARICH et al) [40,41] qui ont indiqué
que la mutation G119S est modérément distribuée au Maroc (0-0.39 et 0.083-0.242,
respectivement).

Par ailleurs, cette espéece développe des niveaux de résistance variables
selon les régions et le type d’'insecticides. En effet, les premiers échecs opérationnels
de la résistance se manifestent par une diminution de la rémanence du produit, les
spécimens les plus résistants recolonisent rapidement les gites dés que la
concentration résiduelle de l'insecticide devient infra-létale. La résistance entraine,
donc a son début, la ré-infestation rapide des gites traités et par conséquent
I’accroissement de la fréquence des traitements.

Ces résultats concordent avec les résultats de I'’étude récemment effectuée
par (TIMMI et al, 2020) [203] sur la présence du génotype G119/S119chez une
population naturelle de Culex pipiens récoltée dans quelques villes de Maroc qui
montrent que les fréquences alléliques varient selon les villes et les sites de collecte.

En outre, aucune population ne s'est écartée de I'équilibre d’Hardey-
Weinberg, Ceci suggere que, les alléles dupliqués du locus ace-lqui ont été
précédemment trouves a une fréquence élevée en Algérie (alleles D), ils ne sont pas
présents, ou seulement a de faibles fréquences, dans nos échantillons, ou seul
l'allele R a copie unique semble ségréger [47].

Il apparait donc que la densité et les activités humaines sont un moteur de
résistance en Algérie : les fréquences les plus élevées ont été trouvées dans la
wilaya d'Annaba, dans les villes cétiéres a forte densité humaine et ou les OPs sont
effectivement utilisés pour le contréle de C. pipiens, tandis que dans la méme wilaya,
les populations rurales Oued el Aneb, zone non ou moins traitée avec ces
insecticides, ne présente qu'une fréquence de 0,08 pour l'alléle R, trés probablement
importé par la migration des moustiques depuis la céte. De méme, les wilayas de
Batna et de Khenchela sont plus intérieures et moins peuplées gu'Annaba, et
subissent donc probablement des traitements OP moins intenses, ce qui explique les

fréquences R plus limitées, aussi avec un gradient décroissant des zones les plus
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urbaines vers les zones les plus rurales. D’aprés, ALOUT et al [47] la pression de
sélection des insecticides OP ou CX est relativement forte en Algérie.

En outre, la présence de la résistance dans les régions non exposées au
contrdle vectoriel indique que d’autres facteurs pourraient causer la résistance
comme I'utilisation des pesticides en agriculture qui pourrait contribuer a sélectionner
les mutations des genes chez les populations de moustiques.

Les résultats trouvés par SINEGRE [56] ont pu confirmer une corrélation
évidente entre la fréquence des traitements insecticides et les degrés de résistance.
D'autres études confirment que I'utilisation prolongée d'un organophosphoré conduit
toujours a l'apparition de résistances croisées aux autres organophosphorés et
parfois a certains produits de la famille des carbamates [192].

2. Impacte de l'urbanisation sur la fréquence de l’alléle de résistance R

Dans la présente étude, nous avons constaté que la distribution de la
frequence de l'allele ace-1 R est influencée par le degré d'urbanisation (la résistance
la plus élevée a été enregistrée dans les populations provenant des zones les plus
urbanisées, tandis que la résistance la plus faible a été trouvée dans zones
relativement rurales).Cette pression sélective plus élevée sur les alleles de
résistance observée dans I'environnement urbain pourrait résulter de l'utilisation non
contrélée d'insecticides, a des fins domestiques et de protection personnelle (bien
gue lespyréthrinoides (PYR) plutdt que les OP entrent dans la composition de ces
insecticides), ainsi que de I'exposition aux polluants résultant des activités urbaines,
les déchets solides et liquides, en particulier dans les villes a croissance rapide et
moins bien gérées.

La tolérance des moustiques aux insecticides est augmentée par leur
exposition aux polluants urbains [204] .Ces polluants urbains ne sont souvent pas
toxiques pour les moustiques, mais peuvent affecter rapidement leur résistance a
différents insecticides en induisant principalement I’activité des enzymes [205,206].

Les changements des conditions environnementales résultant de
'urbanisation peuvent affecter directement et/ou indirectement I'écologiedes
moustiques, par exemple la disponibilité et l'adéquation de ['habitat larvaire, le
développement et la survie, facilitant ainsi l'invasion et I'établissement de populations
de moustiques a proximité de leurs hotes, ce qui entraine une utilisation incontrélée

I'utilisation des insecticides [207].
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Cette situation en Algérie semble étre cohérente, car cette étude confirme les
résultats antérieurs de BERCHI [208], qui ont signalé la présence d'une résistance
significative dans les populations larvaires urbaines de Cx. pipiens dans la province
de Constantine. De méme, en Tunisie, les populations larvaires des zones urbaines
traitées aux organophosphorés présentent un niveau élevé de résistance [209].

D'autres études ont déja suggéré que des fréquences plus élevées d'alleles
de résistance ont été trouvées dans les populations urbaines de moustiques que
dans les populations plus rurales. TABBABI et al [44] ont confirmé dans une étude
précédente en Tunisie l'impact de l'urbanisation sur la résistance aux insecticides
chez les moustiques. De plus, KUDOM et al [204] ont constaté dans une étude
menée a Ghana qu'une pression de sélection des insecticides plus élevée était
observée dans la région la plus peuplée que le reste des petites zones urbaines. A
Burkina Faso DIABATE et al [210] ont confirmé une forte résistance aux insecticides
chez les populations urbaines par rapport aux populations rurales.Cependant, cela
opposé avec la situation au Maroc, ou aucun effet de l'urbanisation n'a été mis en

évidence.



_____________________________________________________________________
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les moustiques, notamment les Culicidae, sont les arthropodes les plus
pertinents en santé publique vu leur réle vectoriel dans la transmission de maladies
humaines et animales. Ces maladies contribuent de maniére substantielle au fardeau
mondial des maladies infectieuses et leur prévalence ne cesse pas d’augmenter. Le
contrdle de ces maladies représente I'un des plus grands défis mondiaux de santé
publique du XXleme siécle, I'utilisation des insecticides demeure le seul moyen de
lutte afin de contrdler la densité de ces vecteurs de maladies. Cependant, I'utilisation
non contrélée des insecticides en milieu urbain et agricole conduit a I'apparition de la
résistance chez les populations naturelles du moustique. La réussite de ce
programme de lutte contre ces maladies se base sur la bonne connaissance de ces
vecteurs dans leur milieu naturel, les conditions qui favorisent leur développement
ainsi que la bonne caractérisation des différents statuts de résistance et les différents
mécanismes responsables d’éventuelle résistance.

Ce travail a permis d’identifier, pour la premiére fois, la faune culicidienne
dans la wilaya de Khenchela et d’étudier I'état de résistance des populations
naturelles de Culex pipienspour la premiere fois en Algérie (Annaba, Batha et
Khenchela).

Un premier volet avait pour objectif, I'inventaire et identification, de la faune
Culicidienne dans la région de Khenchela, dans sept sites différents. Nos résultats
ont révélé la présence de quelques espéces de moustique d’'importance médicale.

Parmi les 10 especes identifiées, la plupart sont des vecteurs potentiels de
maladies (chez les humains ou les animaux), dont Cx. pipiens , Cx. modestus et
Cx.theileri qui sont vecteurs de Virus West Nile (VWN) et Ae. vexansqui est impliqué
dans la transmission du virus de la Fievre de la Vallée du Rift.

Ce travail est un complémentaux autres enquétes réalisées sur la distribution
spatiale des différentes espéces de moustique en Algérie.

Le second volet avait pour objectif, I'étude de la distribution de la mutation
G119S chez les populations naturelles de Culex pipiens dans 3 régions (Annaba,
Batna et Khenchela) d’'une part et la démonstrationde I'impact d’urbanisation sur la

distribution de cette mutation et I'évaluation du statut de résistance chez les
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populations de la province d’Annaba d’autre part .Nous avons trouvé que I'alléle de
résistance ace-1R est présent dans toutes les villes ciblées et presque dans toutes
les populations étudiées, cette mutation était surtout fréquente dans les zones
urbaines avec un impact élevé de l'urbanisation. La plupart des populations de la
province d’Annaba présentent une résistance nette au témeéphos.

Cette situation est donc inquiétante car elle met en danger le contréle des
moustiques (et donc des maladies dont ils sont vecteurs). Une lueur d'espoir
demeure dans la mesure ou, jusqu'a présent, les fréquences observées restent
relativement modérées (0-0,32), cela signifie que la possibilité de gérer a la fois la
résistancedes populations et de vecteurs demeure contrélable, si les autorités en
charge agissent rapidement.

Une enquéte beaucoup plus vaste et ambitieuse sur la résistance en Algérie
devrait donc étre mise en place de toute urgence, pour pouvoir concevoir une
stratégie de lutte éclairée et efficace. En mettant en évidence un lien entre la
résistance aux insecticides et l'urbanisation, notre étude montre également que de
telles stratégies devraient notamment inclure une gestion plus efficace de
l'urbanisation, y compris l'urbanisme et la gestion des déchets, pour diminuer la
pression de sélection pour les alleles de résistance.

L’ensemble des résultats de cette thése mettent en lumiére le probleme de la
résistance aux insecticides qui reste un fléau international qu’une fois installé rende
la lutte anti-vectorielle délicate et complexe.

Tous ces résultats fourniront des informations importantes aux autorités
sanitaires pour développer des programmes de lutte anti-moustiques plus adaptées
(traitement ciblé) a cette espéce de moustique, vecteur potentiel des arbovirus.

Ces résultats préliminaires méritent d’étre approfondis pour explorer d’autres
mécanismes potentiels de la résistance et leur répartition en Algérie.

A l'issue de ce travail, nous envisageons de :

e Etoffer I'étude par des inventaires dans d’autres régions de la wilaya .

e Reconfirmer l'identification par des études protéomique et génomique
afin d’établir un arbre phylogénétique.

e L’identification des espéces par MALDI-TOF MS et créer une base de
données spécifique aux spécimens algériens.

e Acquérir une meilleure connaissance sur l'état de sensibilité des

différents vecteurs aux différentes familles d’insecticides.
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Elargir le champ d’étude a d’autres régions algériennes,

Approfondir les études biochimiques, enzymatiques et sur les mutations
des genes codant pour ces enzymes (P-450, GSTs, COES).

Approfondir les recherches sur les mutations des autres génes de
résistance ; Kdr ,Rdl, et surtout les géne qui codent pour les estérases
(Est-2 et Est-3) qui sont déja retrouvés en Algérie associer avec la
mutation ace-1.

Surveiller minutieusement et d’une fagon continue la résistance, afin de
comprendre la menace et I'évolution actuelle de la résistance aux
insecticides.

Actualiser les données sur les niveaux de résistance des moustiques
dans les régions traitées afin d’améliorer la ou les méthodes ainsi que
les insecticides destinés a la lutte antivectorielle.

Etablir des projets et des partenariats avec les personnes impliquées
dans cette thématique a savoir les chercheurs, les entomologistes
médicaux, les médecins vétérinaires, les experts en santé publique etc.

Rechercher I'effet de téméphos sur la santé humaine.
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APPENDICES

APPENDICE A : Matériel utilisés dans la partie expérimentale

1. Matériel du terrain
- Appareil photo numérique
- Bouteille en plastique
- Louche
- Cage
- Tube a essai

2. Matériel de laboratoire
- Plaque chauffante.

- Pipette pasteur.

- Boites de pétri.

- Cage.

- Boite en plastique.

- Croquettes.

- Dattes.

- Pince.

- Goblet en plastique.
- Eprouvette.

- Micropipettes.

- Bec bunsen.

- Tubes eppendorf.

- Erlenmeyer, Eprouvette, entonnoir.

- Lame et lamelle.

3. Produits chimigue

- Taq polymérase, Amorces, Enzyme de restriction Alul.
- Pipette pasteur.
- Alcool 100°,90° ,70°.
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- KOH.

- L’eau distillée.

- Azote liquide.

- Liquide de faure.
- Saccharose.

- Téméphos 95%.
- Agarose.

- EDTA, SDS, Protéinase K, Acétate de Potassium, Tris, HCI.
- Méthanol.

- BET.

- TAE.

. Appareillage
- Vortex.

- Centrifugeuse.

- Microscope.

- Balance.

- pH metre.

- Thermomeétre.

- Spectrophotometre.

- Spectrophotometre Nanodrop.
- Thermocycleur.

- Bain mariée

- Electrophorese.
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APPENDICE B : Fiche de la collecte

Type du gite:

Nature du gite: o Permanent o Temporaire

Qualité de I'eau: o Eau douce o Eau claire

Végétation aquatique: o Oui o Non

Végétation voisines des gites : o Oui o Non

Faune: m Oui m Non ; espece(s)

Larves de moustiques: o Oui o Non ; nombre des coups de louche :....................

Préciser le(s) espece(s) et leurs densités



APPENDICE C: Tampon utilisé pour préparer le gel d’éléctrophorése

1. TAE 10X
THIS 509
EDT A 10g
Acide acétique glacial.................c.ooinne. 12 mi

Ajuster le pH & 8,2 avec I'acide acétique glacial

Compléter avec I'eau distillée jusqu’au 1 L

2. TAE1 X
100 ml de TAE 1X
900 ml H20

3. Tompon de charge

Bleu de bromophénol................cooiiiiin. 0,02%
GIYCEIOL. ... 3%
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ABSTARCT

Mosquitoes are considered as vectors of serious human diseases. The prevention of parasitic
and arboviral vector-borne diseases is based mostly on vector control strategies. This control
cannot be effective unless a strong knowledge of mosquito biology and distribution in the
working area. In this context, and in order to improve the knowledge on the specific diversity
of the culicids fauna in the region of Khenchela (northeast of Algeria), an inventory of
mosquitoes was carried out for the first time in this region. Larval collection was conducted
in various types of habitats through continuous monitoring of seven sites from May 2020 to
September 2021.Systematic study revealed the presence of 10 species belonging to 5 genera;
including Culexpipiens (Linneaus, 1758), Culexterritans (Walker, 1856), Culextheileri
(Theobald, 1903), Culexmodestus (Ficalbi, 1890), Culisetalongiareolata (Macquart, 1838),
Culisetaannulata (Schrank, 1776), Aedesgeniculatus (Olivier, 1791), Aedesvexans (Meigen,
1830), Orthopodomyiapulcripalpis (Rondani, 1872) and Uranotaeniaunguiculata (Edwards,
1913). The species Cx. pipiens was the most abundant (44.26 %) followed by Cs.
longiareolata (39.57 %). The variation of diversity in the different sites depends on the type
of breeding habitat. Our findings provide very important information on biodiversity,
distribution and the relationship between species abundance and ecological factors.
Therefore, the results can be very useful for the design and implementation of effective
control programs.

KEYWORDS: Inventory, biodiversity, mosquitoes, humidity, Khenchela.

INTRODUCTION

Mosquitoes or culicids are a group
of insects that have an important role in the
spread of diseases. These insects have
holometabolous development including
aquatic larvae and aerial adults (Dahchar et
al., 2016). These hematophagousDiptera
occupy a particular position because of the
considerable nuisance they can cause
(Becker et al., 2010). On the other hand,
Culicidian species have a behavior that

differs from one region to another, which
influences their vectorial role (Hassaine,
2002). Mosquitoes are considered vectors
of several severe human diseases such as
malaria, yellow fever, West Nile virus,
dengue, Chikungunya and Zika. In
Algeria, Culicidae are the most harmful
biting insects for the human population
and keep transmitting infectious diseases
(Tine-Djebbar et al., 2011). According to
the responsible of malaria monitoring at
the National Institute of Public Health in
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Algeria (INSP), 2726 cases of malaria
were recorded in 2020, resulting in three
deaths, stating that all cases were imported
(WHO, 2021).

Continuous  evolution of the
geographical  distribution of certain
species, appearance of new species or the
disappearance of others, under the impact
of local modifications (environmental
management, increase of hydraulic
projects and extension of urbanization...),
or even general changes (global warming),
can constitute the origin of the re-
emergence or the emergence of vector-
borne diseases (FilaliMouatassem et al.,
2019).

In order to carry out an efficient
vector control, it is necessary to have a
good knowledge of the mosquito
population in terms of their species
diversity and ecological characteristics
(Manguin and Boéte, 2011; Li et al,
2019). In Algeria, several studies have
been made in different regions including
Algiers, Annaba, Tizi Ouzou (Lafri et al.,
2014; Arroussi et al., 2021; Chahed et al.,
2021). Nevertheless, no such study has
been carried out in the province of
Khenchela (northeastern Algeria). For this
reason, the present study aims to conduct
an inventory of mosquito species present
in this region, for the first time, in order to
better understand their diversity that can be
used to design an integrated vector control
program, characterized by targeted and
cost-effective intervention.

MATERIALS AND METHODS
Study Area

The region of Khenchela is located
in the northeast of Algeria (6°32° and
7°34’ East longitude and between 35°7°
and 35°38’ North latitude, altitude of 1200
m). The city is bordered by the province of
Oum EI Bouaghi in the north, the province

of El Oued and Biskra in the south, the
province of Tebessa in the east and the
province of Batna in the west (Figure 1).

The region of Khenchela is
characterized by a semi-arid climate, with
a hot and dry summer recording a
maximum temperature of 34.9 °C during
July, and a very cold winter with an
average minimum temperature of 1.85 °C
in January. The annual average rainfall is
about 508.83 mm (Drouai, 2018).

Sample  Collection and Culicidae

Identification

Sampling was performed on
fortnightly basis over a period of 17
months (May 2020 to September 2021),
between 09:00 and 11:00 o’clock. Fifteen
natural and artificial breeding sites were
chosen (Figure 2). The artificial breeding
sites were represented by basin, tank, tire,
cellars, metal barrel, pit, bucket, well, jar
and sewage leaks; whereas the natural
breeding sites were constituted by pond,
dam, water retention of rain, wadi and tree
hole. These sites are distributed over seven
stations of the region including Khenchela,
Bebar, Ain Djerboue, Oued Elhatiba, El
Mahmel, Ouled Amara and
OuledAzzedine (Table 1). The choice of
sampling sites depended on the location,
the presence of potential larval sites and
diversity of environments.

The sampling technique consists of
using a 500 ml ladle (dipper method) that
has been plunged several times (We
focused our identification on the larvae of
mosquito only, because we kept the adults
for another part of the study (to make
further analyses on them)). Then, the
collected larvae were placed in plastic
bottles  filled with heeling  water,
hermetically sealed and labeled (indicating
the date of sampling and station),
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Figure 1: The geographical location of Khenchela region (Algeria)

Table 1: Geographic characteristics of mosquito larval collection sites in Khenchela region

Site name Habitat types Latitude (N) Longitude (E)

Khenchela Urban 35°27°16”° 7°10°22”’
Peri-urban

Bebar Urban 34°45°39”° 7°00°01”’
Agricultural

AinDjerboue Rural 35°14°55”> 7°07°22

OuedElhatiba Rural 35°12°48”’ 7°08°14”’

El Mahemmal Urban 35°20°24>° 7°15°36”’
Peri-urban

Ouled Amara Rural 35°21°53” 7°19°56”°

OuledAzzedine Rural 35°18°55”’ 7°13°19”

The bottles were carefully and
directly transported to the laboratory and
the specimens were decanted in plastic
cups in order to separate the larvae from
the debris. The larvae were maintained in
plastic containers with the water of
mosquito shelter, and having the

dimensions of 30 cm x 30 cm (width x
length).Then, these containers were put in
room with temperature 25 °C, humidity 70
% and 12 hours of light. The larvae were
fed with cat kibble and the surface of the
water was cleaned daily. The rearing water
was changed to avoid death of specimens
by  asphyxiation caused by the
decomposition of food in water. The
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change of water was performed using a
Pasteur pipette and the larvae were placed

>

Figure 2: Mosquito breeding sites (Shot HALIMI 1)

Only the 4" instar larvae were recovered
and taken into account for the slide
mountings. The 4™ instar larvae were
identified by their chetotaxy. The L4
larvae are larger than the L3. In addition,
they have body subdivided clearly into
three distinct parts (head, thorax and
abdomen) (Karida et al., 1998; Merabti,
2016). They were collected by a Pasteur
pipette and stored in Eppendorf tubes in a
70 % ethanol solution (Benmalek et al.,
2018). The method of sample preparation
and mounting is based on the protocol
proposed by Matile (1993). Briefly, the
larvae were cleaned in a warm 10% KOH
solution. Afterwards, they underwent 2
baths with distilled water, and they were
then placed directly in absolute alcohol for
3 minutes. The larvae were mounted under
a light microscope with a drop of Canada
balsam to fix them between the slide and
the cover glass. Specimens were identified
using dichotomous keys of Himmi et al.
(1995) and the results were then confirmed
by the identification software of The
Mosquitoes of Mediterranean  Africa
(Bruhnes et al., 1999) and Moskey Tool
(Gunay et al., 2018).

in plastic cups containing dechlorinated
tap water (Rehimi and Soltani, 1999)

Data Analysis

The exploitation of our results was
performed by ecological indices of
composition and  structure:  relative
abundance, frequency of occurrence,
Shannon-Weaver. To investigate a
possible correlation  between species
abundances and the three measured
climatic factors (mean temperature, mean
rainfall and mean humidity), we calculated
Spearman's rank correlation with a
significance level of a = 0.05 % using
GraphPad Prism 5 Demo software.

RESULTS

A total of 4144 specimens were
collected from various sites (natural and
artificial) throughout the province of
Khenchela.

The composition of the inventoried
culicid fauna in this region revealed the
presence of 10 species belonging to a
single subfamily "Culicinae™ divided into
5 genera: Culex, Culiseta, Aedes,
Orthopodomyia and Uranotaenia.
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Table 2: List of Culicidaecollected in Khenchela region, Algeria

Family Subfamily  Genus Species Medical
importance
Culicidae Culicinae Culex Culexpipiens Yes
(Linneaus, 1758)
Culex (Neoculex) No
territans (Walker,
1856)
Culex (Culex) theileri Yes
(Theobald, 1903)
Culexmodestus Yes
(Ficalbi, 1890)
Culiseta Culiseta Yes

(Allotheobaldia)
longiareolata
(Macquart, 1838)

Culisetaannulata No
(Schrank, 1776)
Aedes Aedes (Finlaya) No
geniculatus  (Olivier,
1791)
Aedesvexans(Meigen, Yes
1830)
Orthopodomyia Orthopodomyiapulcri No
palpis(Rondani, 1872)
Uranotaenia Uranotaenia Yes

(Pseudoficalbia)
unguiculata(Edwards,

1913)
_
m Culex
40.66% = Aedes
Culesita
= Orthopodomyia

' m Uranotaenia
Lo/

Figure 3: The percentages of frequency of mosquitoes genera caught in Khenchela region, Algeria.
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i Cs. longiareolata
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Figure 4: Diversity and relative abundance of mosquito species recorded in the study area (from May

2020 to September 2021).

The genus Culex occupies the first
position regarding the number of species,
being represented by 4  species:
Culexpipiens, Cx. theileri, Cx.
territoransand Cx. modestus. Whereas, the
genus Culiseta and Aedes represented by 2
species: Culesitaannulata, Cs.
longiareolata and Aedesgeniculatus and
Ae. vexans respectively. The genera
Orthopodomyia and Uranotaenia
represented by one species each Or.

Pulcripalpis and, Ur. unguiculata
respectively Table 2.
Concerning  the  number  of

collected specimens (Figure 3), the genus
Culex was the most frequent with a total of
2399 specimens (57,89 %) followed by
genus Culiseta with 1685 specimens
(40,66 9%). Genus Orthopodomyia (22
specimens), Uranotaenia (18 specimens)
and Aedes (18 specimens) were poorly
represented with a percentage lower than 1
% for each.

The most abundant species in the
genus Culex was Cx. pipiens (44,26 %),
followed by Cs. longiareolata (40,18 %)
while Cx. theileri, Cx. territoransand Cx.

modestus were quite rare, the other
species: Ur. unguiculata, Or. pulcripalpis,
Cs. annulata, Ae. geniculatus and Ae.
vexanswere poorly represented (Figure 4).

Concerning the frequency
occurrence of the collected species, Cs.
longiareolata (39,57 %) and Cx.
pipiens(37,87 %) are considered as
accessory species, while the species Cx.
territorans, Cx. theileri, and Cx. modestus
can be considered as accidental species.
However, Or. pulcripalpis, Ur. un-
guiculata, Cs. annulata, Ae.geniculatusand
Ae. vexans are rare species (Table 3).

The distribution of the Culicidian
fauna in the different sites in the
Khenchela region during the study period
is shown in Figure 5. It can be seen from
the Figure 6 that the first peak was in May
and June and the second highest in August
and September. The effect of humidity and
temperature on the spread of mosquitoes is
very evident in our graphical presentation.
The statistical study shows that species
abundance was strongly positively and
negatively correlated with temperature (r=
0.75; p= 0.0005) and humidity (r= -0.86;
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p= 0.0000083) respectively, while no
significant correlation was found between
Table 3: Ecological parameters of composition of the Culicidian populations in the study area

ainfall and species abundance p> 0.05
(Table 4).

Species N FC % Occurrence C% Category
Cx. pipiens 1834 44,26 89 37,87 Accessory
Cx. theileri 293 7,07 12 511 Accidental
Cx. territans 197 4,75 15 6,38 Accidental
Cx. modestus 75 1,81 12 511 Accidental
Cs. annulata 20 0,48 3 1,28 Accidental
Cs. longiareolata 1665 40,18 93 39,57 Accessory
Ae. geniculatus 11 0,27 2 0,85 Accidental
Ae. vexans 7 0,17 1 0,43 Accidental
Or. pulcripalpis 20 0,48 5 2,13 Accidental
Ur. unguiculata 22 0,53 3 1,28 Accidental
Total 4144 100 235 100

H’ 1.79 bits

H’ max 3.32

E 0.54

FC%: relative abundance; C%: the frequency of occurrence; H’: Shannon index; H’ max: Maximum diversity,

E: Equitability.

Table 4: Correlations Analysis (spearmen’s rank) between three ecological factors (temperature, rainfall

and humidity) and overall abundances of species (n = 17).

Temperature Rainfall Humidity Abundance
(%) (mm) (%)
Temperature (C°) 1 0.6732 0.00008 0.00050
Rainfall (mm) -0.11036 1 0.52830 0.76478
Humidity (%) -0.81154*** 0.16442 1 8.38e-006
Abundance 0.75168*** -0.07843 -0.86258*** 1
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1-Khenchela
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Culex theileri g
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Culex territans M
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Culiseta annulata @

Aedes geniculatus [l
Aedes vexans [

Uranotaenia unguiculata *

Orthopodomyia pulcripalpis

2-Oued El Hatiba
4-Ain Djerboua
6-Ouled Amara

7- Ouled Azzedine

Figure 5: Distribution of the Culicidian fauna in the different sites in theKhenchela region, Algeria (from

May 2020 to September 2021).
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Figure 6: Monthly variations of mosquitoes overall abundances in relation with ecological factors

(Temperature, Rainfall and Humidity).
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DISCUSSION

The region of Khenchela had
remarkable species richness with a large
biodiversity of animals and plants that has
not been well explored.

Our study recorded the presence of
10 species divided into 5 genera: Culex
(Cx. pipiens, Cx. territans, Cx. theileriand
Cx. modestus), Culiseta (Cs.
longiareolataand Cs. annulata), Aedes
(Ae.  geniculatusand  Ae.  vexans),
Orthopodomyia (Or. pulcripalpis) and
Uranotaenia (Ur. unguiculata).

Senevet and Andarelli (1960), after
a work of thirty years, identified 27 species
in Algiers, while Brunhes et al. (2000)
recorded 48 species of mosquitoes in all
Algeria and Lafri et al. (2014) noted 17
species in 15 departments of Algeria.
While in the Batna province (Aures
region), Belkhiri et al. (2021) noted 9
species belonging to two subfamilies:
Anophelinae and Culicinae.

Similar studies have been done, in
Tebessa region which also has a semi- arid
climate where Bouabida et al. (2012) noted
9 species in 3 genera (Ochlerotatus, Culex,
Culiseta), while Aissaoui and Boudjelida
(2017) reported 10 species divided into 3
genera, Culex, Culiseta and Aedes.
Similarly, in the eastern region of the
country, the inventory of the culicidian
fauna revealed the presence of 8, 12 and
19 species of Culicidae in Annaba
(Arroussi et al., 2021), Mila (Messai et al.,
2010) and Souk Ahras (Hafsi et al., 2021)
respectively. Moreover, the study of
Berchi (2000) conducted in the region of
Constantine, reported the presence of 7
species of Culicidae belonging to 2
subfamilies (Culicinae and Anophelinae).
These species are Anopheles labranchiae,
Uranotaeniaunguiculata,  Culexpipiens,
Cx. modestus, Cx. theileri, Cx.
hortensisand Cs. longiareolata.

In the Tlemcen province (Western
of Algeria), 20 species of Culicidae were
noted (Hassain, 2002). This relatively
large number of species can be explained

by the large number of samplings carried
out in this region as well as the period of
field survey which lasted two years.
Indeed, according to Faurie et al. (1980),
the number of species inventoried is in
function of the number of individuals
collected.Our study showed that Culex
species were the most abundant larvae,
notably Cx. pipiens that was collected
from various breeding sites in the region.
These results were consistent with those
found by other authors in Algeria. For
instance, in the area of Bousaada (center of
Algeria), 11 species were noted and 6
belonging to genus Culex(Benhissen et al.,
2018). For the M'sila region (south-east of
Algeria), Asloum et al. (2021) revealed 14
species in total, including 10 species of the
genus Culex. In addition, 13 species
including six ofCulexwere recorded in the
region of TiziOuzou (north of Algeria)
(Chahed et al.,2021).

As for Cx. pipiens, this species was
collected all year round, in different
biotopes: in natural and artificial breeding
sites; temporary and permanent; with and
without vegetation and in clean and
polluted waters, although it showed a very
marked preference for deposits on polluted
waters.  Bueno-Mari  (2020)  found
Culexpipiens the most dominant (318
individuals) among 1017 identified
specimens. Besides, FilaliMouatassem et
al. (2019) found from a set of 1122 larvae
collected in the province of Fez (Marocco)
that Cx. pipiens was the most abundant
species (70,68 %). Cx. pipiens is the most
abundant species in other regions of
Algeria (Berchi, 2000; Benallal et al.,
2015; Matoug et al., 2018; Dahchar et al.,
2017; Kharoubi et al., 2020).

In terms of occurrence,
Culisetalongiareolataand Culexpipiens are
classified as accessory species. Hassain
(2002) classified them with a very wide
distribution in Mediterranean Africa. In
our case, Culisetalongiareolata was found
in 13 of 15 sites surveyed. This species
existed in polluted sites, permanent sites
with stagnant water with rich or poor
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vegetation and in temporary water sites
stagnant or common with or without
vegetation (Asloum et al., 2021). Whereas
Cx.pipiens were present in all urban sites
with low frequency in rural areas.
According to Berchi et al. (2012) Cx.
pipiens frequents urban epigeal and
hypogeal sites with high organic pollution
and basic pH. This result shows its
preference for urban anthropic sites.
According to Almeida et al. (2020),
anthropic environments offer favorable
conditions for certain species.

Three species are classified as

accidental species, which can be resulted
from the environmental conditions such as
water quality, the low quantity or quality
of available nutrients, the drying up of the
larval sites corresponding to the dry
seasons, the leaching of the larval sites by
rainfall and the slowing down of the larval
development following the drop in
temperature and mortality by invertebrate
or vertebrate predators (Berchi, 2000).
Culex theileri, Cx. territans and Cx.
modestusare moderately represented and
are present in temporary or permanent,
polluted and rich vegetation sites.
The five remaining species are very rare
(Or. pulcripalpis, Ur. unguiculata, Cs.
annulata, Ae. geniculatus and Ae. vexans).
Aedes geniculatus and Uranotaenia
unguiculata were found only in the site
Ouled Amara, knowing that the first
species does not play any role in the
transmission  of human  parasitosis
(Brunhes et al., 1999) and it was found
previously in TiziOuzou in northern
Algeria (Chahed et al., 2021). However,
Ae. vexans has been inventoried in only
one site in our investigation (Oued
Elhatiba) and it was also identified also in
the province of Biskra (southeast of
Algeria) (Benhissen et al., 2014).

Over the past two decades, several
studies in Algeria have been dealing with
mosquito. Considering the fact that some
vector mosquitoes of important diseases,
such as West Nile Virus, Filariasis and
Malaria were recorded in the several

regions (Arroussi et al.,2021),the studies
on the composition and distribution of
mosquito species is very important to
elaborate vector control programs and
monitoring strategies.

The present study showed that most
identified species are potential vectors of
pathogens. For instance, Cx. pipiens ,Cx.
modestus and Cx. theileriare known as a
potential vectors for West Nile Virus
disease (Brunhes et al., 1999 ; Amraoui et
al., 2012; Golding et al., 2012). Whereas,
Ae. vexans play a role in the
transmissionof Rift Valley Fever virus
(Birnberg et al, 2019). Besides,
Ur.unguiculata is a vector species of
parasites of amphibians and reptiles
(Brunhes et al., 1999) and it was found in
the region of Skikda (Matoug et al., 2018)
and Cs. longiareolata is a vector of avian
Malaria, Tularemia, Malta Fever and
arbovirus such as West Nile Fever
(Khaligh et al., 2020).

Thus, the obtained results may contribute
to the development of an efficient
entomological monitoring and vector
control strategy in the studied region.

On the other hand, the diversity of species
is more significant in a given habitat when
the living conditions are favorable. The
calculated value of the Shannon Weaver
index at the level of the sites surveyed in
the region of Khenchela is 1.79 bits, this
allows us to conclude that the culicidian
population is moderately diversified. A
close diversity index (1.85 bits) was found
by Chahed et al. (2021) in the region of
TiziOuzou, while Hamaidia and Berchi
(2018) found a higher value of 2.50 bits in
the same region which explains a medium
diversity environment. The equitability
value is equal to 54 %, it shows that the
species found do not have the same
abundances (average balance between
culicid species collected) in the region of
Khenchela. The scarcity of some species
can be explained by the number of field
samplings made in each station, the
durability and location of the sites, the
drying up of the sites during the drought
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period and the climatic conditions.
Furthermore, we found that -climatic
factors  (especially temperature and
humidity) and species abundances are
correlated. Hence, climate change affects
the spread of many species, which disrupts
their ability to adapt, resulting in a
significant loss of biodiversity (Merabti
and Ouakid, 2011).

The climatic variations during the
year played a great role in the abundance
of mosquitoes collected during our field
trips. Our results show that the presence of
mosquitoes is not the same during the
whole study period, and that they were
present in variable numbers depending on
three ecological factors (temperature,
humidity and rainfall). The increase in the
number of individuals in the first peak
which was between May and June is
reflected by the increase of aquatic habitats
that are suitable for mosquito breeding in
the visited sites as well as the rainfall for
the months preceding these peaks. On the
other hand, during the winter (cold
season), the abundance of mosquitoes was
reduced due to the destruction of some
breeding sites by rainfall or the instability
of others.

CONCLUSION

This work shows that the region of
Khenchela (Northeast Algeria) harbor
some mosquito species of medical
importance, which is a complement to
other mosquito surveys performed, adds to
our knowledge of the distribution of
medically important species in Algeria.
Among the 10 species of Culicidae found,
most of the species identified are potential
vectors of vector-borne diseases (in
humans or animals), namely: Cx. pipiens,
Cx. theileriand Cx. modestus which are
vectors of West Nile virus fever and Ae.
vexans which is involved in the
transmission of Rift Valley fever virus.
These results are useful for an effective
control program, by focusing on the most
abundant and dangerous species, and
choosing the appropriate tools to limit

their populations. This study, although
preliminary, deserves to be further
expanded by inventories in other regions
of the province, with a longer study period
and deepened by proteomic and genomic
approaches in order to establish a
phylogenetic tree, which could elucidate
some systematic problem.
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