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Résumé

La résistance aux insecticides chez les moustiques est un phénomene qui se développe de
facon inquiétante. Les connaissances déja anciennes sur les mécanismes de résistance et celles
acquises trés récemment, par la biologie moléculaire, laissent entrevoir des possibilités de
gestion de la résistance.

Dans la recherche de méthode alternative a la lutte chimique, I’utilisation des biopesticides est
de plus en plus développée contre les moustiques vecteurs de maladies. Les souches des
champignons entomopathogénes sont les plus prometteuses dans cette nouvelle perspective.
Pour apporter notre contribution, nous nous sommes intéressés a la réalisation des essais de
lutte par 1’utilisation de deux insecticides chimiques Atiphos 48 EC & 480g de matiére active
Chlorpyriphos-éthyl et le Décis a 10% de matiere active deltamétrine et un biopesticide le
Novacride a base de Metarhizium anisoplaie sur le moustique Culex pipiens de trois régions
appartenant a deux étages bioclimatiques différents a savoir : Jijel, Réghaia et Ouargla. La
sensibilité des larves de Culex pipiens a ces trois produits a été evaluée dans des conditions
de laboratoire. Trois doses ont été utilisées: D1= 0.0016g/ml D2=0.0032g/ ml,
D3=0.0053g/ml pour le Chlorpyriphos ; D1= 0.0019g/ml, D2=0.0038g/ml, D3=0.0075g/ml
pour le Décis, et D1=10° spores /ml, D2=10% spores /ml, D3=107 spores/ml de M. anisopliae.
D’aprés nos résultats nous avons constaté que la mortalit¢ des larves évolue avec
I’augmentation des doses appliquées et de la durée aprés traitement. Les différents produits
ont révelé une efficacité a I’égard des larves traitées. Chez les moustiques provenant des trois
régions, nous avons obtenu 100% de mortalité ne dépassant pas les 10 heures apres traitement
avec les deux produits chimiques. Concernant le novacride le taux de mortalité appréciable >
a 50% des moustiques traitées n’est atteint qu’au bout de trois jours. A partir des larves
mortes nous avons effectué un dosage de protéines par la méthode de Bradford, ce que nous

montre une différence par rapport aux larves témoins dont ils étais plus élevée.

Mots clés : lutte , Culex pipiens, Atiphos, Décis, Novacride , régions, dosage des protéines .



ABSTRACT

Insecticide resistance in mosquitoes is a worrying phenomenon that is developed in a warring
way. The previous knowledge of resistance mechanisms and those acquired very recently by
molecular biology suggest possibilities of resistance management. In the search for an
alternative method to the chemical control, the use of biopesticides is more and more
developed against mosquito’s vectors of diseases. The strains of entomopathogenic fungi are
the most promising in this new perspective. To make our contribution, we were interested in
carrying out the control tests by the use of two chemical insecticides Atiphos 48 EC 480g
with active ingredient is Chlorpyriphos-ethyl and Decis 10% with active ingredient is
deltametrine and a biopesticide Novacride containing Metarhizium anisoplaie on the
mosquito Culex pipiens of three regions belonging to two different bioclimatic floors namely:
Jijel, Réghaia and Ouargla. The sensitivity of Culex pipiens larvae to these three products was
examined under laboratory conditions. Three doses were used: D1 = 0.0016g / ml D2 =
0.0032g / ml, D3 = 0.0053g / ml for Chlorpyriphos; D1 =0.0019g / ml D2 = 0.0038g / ml, D3
=0.0075g / ml for Decis; and D1 = 10° spores/ ml, D2 = 10® spores / ml, D3 = 107 spores / ml
of M. anisopliae. From our results we found that larval mortality changes with increasing
applied doses and duration after treatment. The different products showed an efficacy in the
treated larvae. In mosquitoes from all three regions, we obtained 100% of mortality not
exceeding 10 hours after treatment with both chemicals. For novacrid, an appreciable
mortality rate > 50% of treated mosquitoes is reached after 3 days. From the dead larvae we

performed a protein assay, which shows us a difference compared to control larvae.

Key words: fight, Culex pipiens, Atiphos, Decis, Novacrid, , a protein assay.
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Introduction
Les moustiques ont toujours été considérés comme source de nuisance pour 1’homme,
principalement en raison du fait qu’ils peuvent étre des vecteurs de maladies, entrainant des
milliers de morts chaque année. Parmi les espéces connues dans la transmission des maladies
a ’homme, nous citons celles appartenant aux genres Culex, Aedes et Anopheles.

La famille des Culicidaes est la plus importante, les moustiques qui appartient a cette famille
forment un groupe diversifié dans une grande partie des insectes sont hématophages
(Boudemagh et al., 2013; Poupardin,2011). Selon le plus récent classement la famille des
Culicidaes comprend 2 sous — familles, 11tribus, 111 genres et 3528 espéces de la faune du
monde (Banafashi et al., 2013).

Les Culicidaes causent de graves préjudices tant a I’homme qu’aux animaux par leur réle
vecteurs potentiels de maladies infectieuses, tel que le paludisme, la fiévre jaune, la dengue, la
filariose (Hamon et Mouchet ,1967) et certain encéphalite (EL Kady et al.,2008).

En raison de leur grande distribution et leur grande abondance, Culex pipiens et Culesita
longiareolata représentent les especes les plus répandues en Algérie (Aissaoui et Boudjelid ,
2014).

Le complexe Culex pipiens est un groupe de moustiques qui a pris naissance en Afrique, mais
c’est propagé par l'activité humaine aux zones climatiques tropicales. Ils jouent un role
important dans la transmission des agents pathogénes humains dans le monde entier. Ils
portent un certain nombre de maladies dévastatrices telles que I'encéphalite de Saint-Louis
(SLE), I'encéphalite du Nil occidental, I'encéphalite équine de I'Est, I'encéphalite équine du
Venezuela, I'encéphalite japonaise, Ross River encéphalite, encéphalite de Murray Valley,
fievre de la vallée du Rift, et filarioses lymphatiques (OMS,1995).

Depuis diverses années, une lutte a été menée contre ses ravageurs en utilisant par
pulvérisation divers produits chimiques. Les matiéres actives des insecticides utilisés
appartiennent aux organochlorés, organophosphorés, carbamates et les pyréthrinoides de
synthese. Bien qu’ils se soient révélés efficaces contre les ravageurs, ils ont présenté plusieurs
inconvénients. En effet, ils peuvent étre, en plus d’un effet néfaste sur la vie aquatique, IS
peuvent étre aussi a l'origine de divers problémes environnementaux (Aouinty et al., 2006),
notamment le phénoméne de la résistance des insectes aux insecticides (Cui et al.,
2007;Daaboub et al., 2008; Kioulos et al., 2013; EL Ouali Lalami et al., 2014).

Pour éviter ces problemes, des recherches sont menée vers la découverte de nouveaux
composants.

La mise en place de nouvelles alternatives de contrdle des moustiques peut s’avérer
particulierement intéressante surtout en milieu rural.

Pour assurer une meilleure intervention, tout en préservant au maximum le milieu naturel, de
nouvelles méthodes préventives ainsi que de nouveaux produits sont constamment recherchés.
Les substances naturelles qui présentent un large spectre d’action en pharmacologie, comme



bactéricides, fongicides, acaricides, etc., peuvent aussi étre utilisées comme insecticides de
remplacement.

Parmi ces organismes, les champignons entomopathogéne, plus particuliérement le
Metarhizium anisopliae, appartenant a la classe des Ascomycetes, jouent un réle
considérable dans la régulation des populations des insectes. En effet, lors de I'invasion de
I'insecte par les hyphes du champignon, des métabolites toxiques sont émis par le pathogene
en accélérent la mort de I’insecte (Vey et al., 1986; Ignoffo, 1988; Ravallec et al., 1989).

Notre travail fait I’Object de 1’évaluation de la résistance des Culex pipiens vis-a-vis des
insecticides chimique (organophosphorés et pyréthrinoides de synthése), tout en comparant
I’efficacité avec un bio pesticide (Novacride).

Cette étude comporte deux parties essentielles. Une partie relative a 1’étude bibliographique et
une autre partie réservée a I’étude expérimentale. Dans la partie bibliographique, nous
présenterons un bilan bibliographique des connaissances biologiques des Culex pipiens ,et les
différents méthodes de lutte. Dans la partie expérimentale nous présenterons le mateériel et les
méthodes utilisés dans notre recherche. Dans la partie résultats nous exposerons les réponses
des populations de moustiques (Culex pipens) a I’égard des insecticides chimiques et au
biopesticide

Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.



Chapitre | : Biologie de Culex pipiens
1.1. Positions systématiques :

Les moustiques, du complexe Culex pipiens appartiennent au genre Culex, la Classe
des insectes est caractérisée morphologiquement par :

-Des piéces buccales exposées,
-Des pattes a plus de 5 segments,
- Un thorax développé
-Présences des ailes,

-yeux composés + ocelles),

I'ordre des Dipteres est défini par une paire d’ailes et présence des haltéres, la Famille des
Culicidées par une trompe piqueuse-suceuse (Brunhes et al., 1999).

D'aprés Trari et al. (2002), la classification de 1’espece Culex pipiens est la suivante:

Régne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement : Hexapoda
Classe > Insecta
Sous-classe : Pterygota
Ordre : Diptera

Sous-ordre : Nematocera



Famille : Culicidae

Sous-famille : Culicinae
Genre : Culex
Espéce : Culex pipiens

1 .2- Le complex Culex pipiens

Les moustiques forment une grande famille trés diversifiée, comprenant entre 2800-3000
espéces, repartis dans le monde entier (Rodhain et Perez, 1985)

La famille des culicidés est divisée en trois sous- famille : Toxorhynquitinae, Anophelinae
Culicinae.

Comprenant 800 espéces, les Culex, sont rencontrés dans de nombreuses régions du globe. Il
est également nommé maringouin, cousin ou moustique domestique.

Il se développe aussi bien dans les zones ruraux que urbaine, dans les eaux polluées que
propres. Tout comme chez les autres espéces de moustiques, c'est la femelle qui pique pour
produire ses ceufs. Le sang consommé est donc indispensable a la reproduction de cette espeéce

(Fig.1).



Fig.1 : Femelle de Culex pipiens gorgée de sang (Falatico, 2011)

L'ancien Culex pipiens L. (1758) represente en réalité un complexe d'espéces et de sous
espéces etroitement affines mais distinctes génotypiquement.

Selon Marshall et Staley (1937) I'ancien Culex pipiens L. doit étre scindé en deux especes.
Ces deux especes étaient définies auparavant comme biotype par Roubaud (1929).

- Le premier biotype étant un Culex autogéne, homodyname et sténogame.

Les races autogenes affectées d'un pouvoir de reproduction temporaire, ont la faculté de se
reproduire de laisser se développer les ceufs et de les pondre sans prendre aucun aliment ni
méme de I'eau (Roubaud, 1939). Le repas sanguin étant remplacé par les réserves alimentaires
vitellines accumulées par la larve.

- Le deuxiéme biotype est un Culex dit anautogene ayant besoin d'un repas sanguin pour la
maturité de ses ceufs.

Rioux et Pech (1959), propose trois variétés ou plus exactement de races biologique (biotype
ou sous-espéces écologique), selon leurs caractéristiques éthologiques, commandés en cela
par d’importantes différences de comportement trophique a 1’égard des hommes et des
animaux :

> Culex pipiens L. molestus Forskal 1775 (=autogenicus Roubaud 1933) : est une espéce
sténogame, autogene, anthropophile, homodyname et hypogée. La ponte d’une ponte
d'une cinquantaine d'ceufs ou plus, regroupés en galettes irréguliérement circulaire, la
larve vit dans les fosses d'aisance, les égouts collecteurs ou les caves inondées.



Vu ces caractéristiques elle possede un trés grand intérét épidémiologiques ; il est par ailleurs
citadin et endophile, ce que lui permet de développer une activité trophique continue (Rioux
et al., 1965), ainsi les populations autogénes sont d’une agressivité extréme vers la fin de
I’été .

» Culex pipiens pipiens L. (= Culex pipiens typicus L.) : est une espece rural, anautogéne
hétérodyname, eurygame, ornithophile, ponte en radeau longuement ovalaire et
déprimée au milieu, colonise surtout les eaux douces riches en matieres organiques
d'origine végétale. Sa plasticité écologique, lui fait tolérer les gites les plus divers. Son
intérét épidémiologiques est donc mineur (Harant et al., 1955).

Il existe cependant une forme intermédiaire c'est le Culex pipiens L. berbericus" qui s'est
révélé plus agressif envers I'homme que le Culex autogenicus, d'une eurygamie plus relative
et complétement dépourvu de pouvoir autogene. Le Culex pipiens berbericus est donc
anautogene, stenogame et anthropophile, sélectionnant des gites ruraux et épigés (Rioux et al.,
1965).

Il présente des caractéres morphologiques intermédiaires entre les formes autogenes et les
formes anautogene strictes, il correspond a une hybridation des deux formes (Pasteur et al.,
1977 ; Urbanelli et al., 1980).

1.3- Morphologie des Culex pipiens

Les culex se distinguent des autres nématoceres piqueurs par leurs longues trompes, présence
d’écailles sur les nervures des ailes (Carneval, 2009), le culex passes par 3 stades durant son

développement ou la larve et I’adulte ont un aspect et un mode de vie tres différent.
(Guillaumot, 2006).

I. 3.1- Cycle de développement de Culex pipiens :

Le cycle de développement des moustiques dure environ douze a vingt jours (Adisso et Alia,
2005). D’aprés Cleenewerck et Frimat (2004), le cycle comprend quatre (4) stades: 1'ceuf, la
larve, nymphe et le stade adulte (Fig.2).
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Figure 2 : Cycle de développement de moustique Cx pipiens (Klowden, 1990).

a. Les ceufs

Ils sont pondus dans 1’eau, claire en général, mais on les trouve également dans les eaux
polluées, avec des matiéres organiques qui permettront aux larves de se nourrir. Ils sont
déposes en paquets formant une nacelle qui flotte sur ’eau (fig.3). L’éclosion se produit
environ 24h a 48h apres I’oviposition (Kettle, 1995).
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Figure 3 : Aspect des ceufs de Culex ipiens (Berchi, 2000)



b. La larve

Les larves du premier stade sortent de l'ceuf soit par un opercule en général apical, soit en
déchirant la paroi.

Quand la larve sort de I’ceufs, elle est disposée obliquement par rapport a la surface de 1’eau
(Ripert, 1998), dépourvu d’appareil locomoteur, elle peut se déplacer par mouvements
saccadés graces a de brusques contractions de son corps (Urquhart et al., 1996 ; Andreo,
2003).

Elles possedent un mode de vie exclusivement aquatique, pouvant se developper
indifféremment dans les eaux claires ou polluées. D’aspect vermiforme, son corps se divise en
trois segments: tete, thorax trapu composées de trois segments fusionnés et dépourvu
d’appendices locomoteurs et un abdomen souple avec dix segments (Fig. 4). La téte est
pourvue d'une paire d'antennes, d'une paire de mandibules armées de dents sur leur bord distal
et qui forment avec le mentum l'appareil masticateur, I'ensemble flanqué d’une paire de
brosses buccales qui entrainent les aliments vers cet appareil. On note la présence de deux
paires d'yeux pigmentés : une plus importante non fonctionnelle qui constitue les yeux futurs
de l'adulte, et une paire plus petite postérieure qui sont les veritables yeux de la larve.

Sa taille varie de 2mm a 12mm en moyenne en fonction des stades.

Son extrémité caudale est munie d’un siphon, ou tube respiratoire (dans le prolongement de
I’abdomen), long et étroit affleurant a la surface de I’eau; ce tube est muni de 5 clapets qui
s’ouvrent sur deux orifices par ou I’air pénétre a I’intérieur quand la larve monte a la surface
de I’eau, et se rabattent quand elle gagne les profondeurs. Ses piéces buccales sont de types
broyeurs, adaptées a un régime saprophyte (Kettle, 1995 et Andreo, 2003).

La larve passe par quatre stades successif pendant 8 a 12 jours avec, a chaque fois des
modifications morphologiques, apres le quatrieme stade, la larve devient nymphe.
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Figure 4 : Larve de Culex pipiens (Brunhes et al., 1999)




c. Lanymphe
La quatrieme métamorphose transforme le dernier stade larvaire en nymphe.

La nymphe ou la pupe est le stade pendant lequel une transformation majeure a lieu, le
passage de la vie aquatique a la vie aérienne de 1’adulte.

La téte et le thorax fusionnent pour donner un céphalothorax sur lequel on trouve deux
trompes qui permettent a la nymphe de respirer (Fig.5). Sa forme globale rappelle celle d’un
point d’interrogation ou d’une virgule. Les orifices anal et buccal étant bouchés, la nymphe
ne se nourrit pas, mais puise dans les réserves stockés au stade larvaires. Ses palettes
natatoires, situées sur I’abdomen, lui permettent de se déplacer (Cachereul, 1997).

Cx. pipiens reste sous cette forme pendant 2 a 4 jours, ou elle subit de profonde modifications
anatomiques ; puis elle entame sa modification en s’immobilisant a la surface de 1’eau. La
métamorphose s’accomplit en 1-2 jours si la température est suffisamment élevée.A la fin, de
cette période, la nymphe donne naissance a un adulte, male ou femelle. Cette étape a
généralement lieu le matin (Boete, 2011).
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Figure 5 : Aspect général d’une nymphe de Culex pipiens (Berchi, 2000)
d. L’adulte

Quand I’adulte est complétement formé dans son enveloppe nymphale, il provoque une
cassure au niveau de la téte nymphale et émerge a la surface de I’eau.

Les méles atteignent leur maturité sexuelle au bout d’un jour alors que les femelles
I’atteignent au bout de 1 a 2 jours, et elles sont plus grandes que les males issus d’'une méme
émergence (Clements, 1999).



Deux éléments permettent de les distinguer a 1’ceil nu; les palpes maxillaires sont tres courts
et effiles chez la femelle, contrairement au male ou ils sont plus longs que la trompe et ses
antennes sont plus développées et tres poilues (Urquhart et al., 1996; Euzeby, 2008).

Un adulte de Cx pipiens mesure de 3 a 6 mm de long, son corps est segmentés en trois
parties : téte, thorax et abdomen.

> Latéte

Est un des éléments permettant de différencier les males des femelles. Elle est sombre,
couverte d’écailles fourchues dressées et sombres entre lesquelles sont situées des écailles
blanches et de poils bruns. Sur les joues se trouvent des écailles plus courtes formant une
tache blanche (fig6) (Andreo, 2003 ; Kettle, 1995).

Entre les yeux s'insérent deux antennes constituées de 15 articles chez les males, 14 chez les
femelles. Chez les males, elles portent de longs et nombreux verticilles de soies (antennes
Plumeuses). Chez les femelles, les soies sont plus courtes et nettement moins nombreuses
(antennes glabres) Les male ont a la base de ’antenne un deuxieme article dilaté comprenant
des organes sensoriels disposées radicalement; organe de Johnston, siége de 1’audition
(http:/aramel.free.fr/INSECTES).

Les femelles possédent des piéces buccales de type piqueur-suceur qui font saillie devant la

téte, et sont composé de 7 articles. Acérée en biseau la trompe comprend entre autres, les six
piéces vulnérantes (labium-epipharynx, hypopharynx, 2 mandibules, 2 machoires). Les six
piéces buccales, transformées en stylets vulnérants, se disposent dans une gouttiere formée
par le labium pour constituer la trompe vulnérante. Le labium présente a son extrémité deux
languettes mobiles appelées labelles. Chez le male, les maxilles et les mandibules sont réduit.
Enfin, a la base de chaque méachoire se trouve un palpe maxillaire a 4-5articles, plus long que
la trompe chez les male (Andreo V, 2003 ; Chadwick A.J,1997).
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Figure 6 : Les tétes de Culex pipiens (male et femelle) (health.gov.on.ca)



> Le thorax

Le thorax est brun recouvert d’écailles fauves foncées avec quelques écailles claires sur le
cotés.

Il est forme de 3 segments soudés, il porte les ailes et les pattes :
-un prothorax qui porte la premiére paire des pattes

- un mésothorax qui occupe plus de la moitié du thorax, il porte la deuxieme paire de pattes et
les deux ailes

-un métathorax qui correspondant a la partie postérieure du thorax et porte la troisieme paire
des pattes et les deux balanciers.

Les pattes gréles sont brunes et non annelées, le fémur est noir au dessus et blanc au dessous,

présentent une tache blanche au niveau du genou. Elles sont formees de cing pieces en tout
(coxa, trochanter, fémur, tibia et tarse formé de 5 tarsoméres, portent des griffes).Les ailles
sont non tachées. Comme le corps et les pattes, les ailes sont recouvertes d’écaille fixées sur
les nervures et sur le bord postérieur Ces ailes leurs permettent de voler en moyenne a
3Km /h. Au repos elles sont repliées sur I’abdomen (neoptéres). En arriere des ailes se
trouvent les balanciers, qui sont de petits organes sensoriels oscillatoires servant au contréle
du vol ( Bussieras et Chermette,1991 ; Cachereul, 1997).

> L’abdomen

Gréle et allongé, il est composé de 9 segments terminés par 2 cerques, appendices courts
protégeant 1’anus et 1’orifice génital. Il est recouvert d’écailles claires, brunes et blanches avec
de longs poils sur la face dorsale (tergite). Une ligne longitudinale sombre ainsi que quelques
taches sombres sur les cotés ornent la face ventrale (sternite). La partie dorsale (tergite) et la
partie ventrale (sternite) de chaque anneau sont réunies latéralement par des membranes
souples qui permettent a lI'abdomen de se dilater fortement lors du repas de sang. Cette
capacité assure également la respiration par les mouvements de dilatation et de contraction de
I'abdomen, permettant la circulation de 1’air au niveau de ses spiracles. Chez les males
I’abdomen se termine par une armature génitale servant a maintenir la femelle durant
I’accouplement. Chez les femelles, on trouve un oviscapte qui intervient lors de la ponte
(fig7) (Bussieras et Chermette, 1991 ; Cachereul, 1997 ; Neveu-Lemaire, 1952).
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Figure 7 : Culex pipiens adulte ou imago (femelle en haut ; male en bas) (Mouliner, 2003)
1.4- La Bio-écologie des Culex pipiens

Culex pipiens est cosmopolite ; il est surtout abondant dans les pays chauds ou il est actif
toute ’année. Dans les pays tempérés il abonde surtout en été et en automne.

1.4.1. Aire de répartition :
-Dans le monde :

Culex pipiens est le moustique le plus fréquent dans le monde (Fig. 8). C’est un moustique
extrémement commun dans I’ensemble des zones tempérées d’Europe, d’Afrique, d’Asie,
d’Amérique du Nord et du Sud (Senevet et al., 1959).
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Figure 8: Distribution du Culex pipiens dans le monde (Senevet et al., 1959).

-En Algérie :



On recense environ 50 especes de moustiques appartenant principalement aux genres Aedes,
Anopheles, Culex, Coquillettidia et Culiseta (Senevet et al.,1999).

Culex pipiens est I'espece de moustique qui présente le plus d'intérét en raison de sa large
répartition géographique (Fig.8), de son abondance et de sa nuisance réelle, surtout dans les
zones urbaines (Bendalif et al., 2001).C’est une espece trés hygrophile ; et il a une activité
principalement nocturne et son développement est li¢ a la présence d’eau. Le moustique
couvre les régions tempérées sa densité atteint son maximum au mois d’aout 1a ou la
production est favorable surtout quand 1’été est pluvieux et frais (Tardif et al ,2003).

IL pond dans des milieux obligatoirement contenants 1’eau qui est nécessaire pour la survie
des larves ces milieux peuvent étre naturelles comme les marécages ; les barrages et les fossés
ou méme artificielle présentés par les pneus ; les jardins ; les barboteuses et des objets qui
servent de récipient (Self et al ;1973). Ces milieux sont dites gites larvaire (Ouedraougou et
al ;2004) ;ces derniére colonisés par les larves de Culex pipiens sont urbain ou périurbain
exactement la ou il y a de I’eaux riches en matiéres organiques selon les deux biotopes ;cette
especes est subdivisé en deux biotypes le premiére urbain autogéne (Culex pipiens
autogénicus) et I’autre anautogéne hiberne a 1’état adulte et occupe les biotopes périurbains ou
ruraux (Singer et al ;1976).

1.4.2. Le déroulement du repas

Plusieurs facteurs augmentent le risque d’étre pique par un arthropode. D’apres les études sur
les moustiques, les conditions extérieurs comme la luminosité, la température ambiante ( 15°-
32°C), I’humidité (jusqu'a 85%) ou encore la pression atmosphérique pourraient influer sur la
fréquence des piqure . de méme 1’humidité et la température du corps humain ainsi que les
odeurs émise par ’homme (dioxyde de carbone, de I’air expiré, acide aminé et hormone
sexuelles provenant de la sueur du sébum, ou du sang circulant) peuvent attirer les moustiques
femelles ( Maurilles, 2005 ; Carnevale et Robert, 2009).

En effet durant les premiére jours de leurs existence, les adultes males et femelles sont
dans des lieux abrités pour le repos. Leur premier repas, pris au crépuscule, est composé de
nectar. Il permet entre autre la maturation des organes génitaux ainsi que la constitution de
réserves énergétiques pour le vol.

Les males se nourrissent exclusivement de nectar, ils meurent aprés I’accouplement. Ils sont
attirés, entres autres, olfactivement grice a 1’odeur qui émane de la plante grice aux
nombreux récepteurs olfactifs localisés sur leurs palpes maxillaires et surtout les antennes
(Visser, 1986).

Il n’y a généralement qu’un seul accouplement au début de la vie de 1’adulte, le sperme étant
stocké dans le spermathéque de la femelle ou il est conserve tout au long de la vie de celle-ci.
La fécondation des ceufs a lieu au fur et a mesure de la ponte (Brussieras et Chermette, 1991 ;
Cachereul 1997 ; Andreo, 2003).



La femelle peut vivre de 3 semaines a 3 mois selon la tempeérature et la qualité du gite
(Bourassa, 2000). Elle est hématophage ce qui est indispensable a la formation des ceufs.
Cependant elles peuvent produire une premiere ponte sans repas : elles sont dite autogénes.

Pour réaliser son repas sanguin la femelle injecte un peu de salive contenant des
anticoagulants ainsi que des anesthésiques (Ribeiro et Francischetti, 2003), et si elle est

porteur d’un pathogeéne 1’insecte pourra alors contaminer les hotes qu’il piquera par injection
de salive (Dohm et al., 2002 ; Kipaltrick et al., 2008 ; Tetreau, 2012).

La piqure se fait par introduction des six stylets ; le labium non perforant se replie a la surface
de la peau. Les stylets pénetrent directement dans un capillaire (solenophagie), dans lequel la
salive est injectée a plusieurs reprises au cours du repas. Cette salive contient une substance
inhibant 1’hémostase ainsi que I’agrégation plaquettaire, des substances immunogéne
responsables de réaction cutané, caractéristiques secondaire a la piqure et constitue également
le support a la transmission vectorielle (protozoaire, virus). Au bout d’un temps moyen de 2 a
5 minutes la femelle peu ingérer de 2-4 fois son poids en sang par le canal alimentaire (fig.
9).Une fois le repas terminé la femelle utilise son labium comme levier pour retirer ses stylets
du tégument ( Toral Y Caro,2005).

Quelques semaine avant 1’entrée en diapause la femelle Culex change de nourriture et ingére
des sucs végetaux. Alourdie et donc plus vulnérable, elle se repose a faible distance du lieu de
repas ((Brussieras et Chermette, 1991 ; Cachereul 1997 ; Kettle 1995 ).
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Figure 9 : Femelle de Culex pipiens prenant son repas sanguin (intrasceance.anaisequey.com)

L’heure a laquelle, piquent les femelle débute a la tombée du jour et dure jusqu’a ’aube
(Urquhart et al., 1996 ; Wall et Shearer, 1997). Le choix de 1’héte se fait grace a fonctions
sensorielles (olfaction, vision).



1.4.3. Lieu de repos

En automne, lorsque les journées commencent a raccourcir et que les températures baissent,
les femelles cherchent un gite de repos et y passent plusieurs mois sans se nourrir : c’est la
diapause. Elles sont capables de survivre  gréce aux réserves lipidiques accumulées a partir
des sucs végétaux. Elles sortiront et recommenceront leurs repas sanguins a partir du
printemps (Robich et Denlinger, 2005).

Les lieux d’hibernation de Culex pipiens sont relativement connus. Plus de six gites de repos
sont confirmés(les maisons, les étables et les écuries, les citernes) et permettent de la qualifier
d’exophile et d’endophile. Ces gites son a la fois des abris nourriciers et des lieux de repos.
Les femelles se reposent la ou elles trouvent la possibilité de se nourrir. Elles se trouvent
généralement dans les recoins les plus sombres de ces abris.

Les lieux de repos naturelles son représentés par les grottes (Doby et Doby-Dubois, 1960 ;
Rageau et Mouchet,1967), les crevasses (Doby et Doby-Dubois, 1960), ainsi que la
vegétation (Mouchet et al., 1970) . Ces abris naturels sont recherchés la ou les abris crées par
I’homme semblent sporadique ou rares.

1.4.4. L’hote

Il est tres important en épidémiologie de connaitre les hétes préférentiels du moustique ou de
tout autre insecte suceur de sang. Les antennes fonctionnent comme thermorécepteurs et
permettent ainsi au moustique de localiser I'nbte et sa direction. Elles servent aussi
probablement de chémorécepteurs. Les palpes recoivent le stimuli quand le moustique se
trouve tout prés de I'hdte ou sur sa peau ( Belkalfate- EI Hassar, 1991).

Les femelles piquent de nuit tous les vertébrés a sang chaud, cependant elles sont adaptés en
grande partie a I’anthropophile et a I’ornitophile. En zone urbaine, 1’hote principal est
I’homme (Harbach et al., 1988 ; Louahmy, 1995 ; Turell et al., 1996). Toute fois elles sont
capables de piquer les oiseaux (Pasteur et al., 1977 ; Zimmeman et al., 1985 ; Louahmy,
1995), les anes (Hurlbut et Weitz, 1956 ; Zimmeman et al., 1985 ; Beier et al.,1987), les
bovins, les caprins, les ovins (Zimmeman et al., 1985 ; Beier et al.,1987) , les chevaux, les
chiens (Zimmeman et al., 1985 ; Beier et al.,1987), et les lapins (Pasteur et al., 1977 ).

Les femelles de Cx pipiens sont zoophiles, c’est- a- dire qu’elle prend leurs repas sanguins
préférentiellement sur les animaux. Elle repére sont héte par les mouvements, les formes et
les couleurs de celui-ci (sombre en particulier), puis par I’odeur des substances chimique
comme le gaz carbonique qu’il dégage en respirant. En effet certaine odeur telle que la
transpiration dégagée par le corps joue le rdle final dan I’approche de I’insecte. En outre les
moustiques sont sensibles aux radiations infrarouges, qui les guident vers les animaux a sang
chaude (Andreo ,2003).



Cependant s’il se retrouve dans une zone habité par des hommes ou bien des mammifeéres, ce
Culex est capable de prendre son repas sanguin sur ces nouveaux hotes. Il est donc
accessoirement anthropophile (Faraj et al., 2006 ; Ripert, 2007 ; Hamer et al.,2009).

1.5- Les principales maladies causées par le genre Culex
1.5.1-Les Piqures

Chez ’homme comme chez 1’animal, la piqure du moustique femelle provoque une Iésion
ronde de quelques mm a 2 cm de diametre souvent prurigineuse. Il est notée que la piqure ne
provoque aucune douleur immédiate grace a un anesthésique local contenu dans la salive (
Andreo, 2003). Des réactions allergiques a ces piqures peuvent apparaitre, dues a I’injection
d’antigénes salivaires mais pouvant aussi étre dues au simple contact avec le moustique ou ses
excréments (Candace et al., 2001). Cela entraine généralement un fort prurit (Toarl Y
Caro,2005).

1.5.2- Transmission de maladies

Sa capacité a s’adaptée a tous les biotopes ( Hassaine, 2002 ; Faraj et al., 2006) lui permet

d’étre vecteur de plusieurs agents responsable de maladies infectieuse parfois mortels ( Gyuatt
etal., 1999).

Selon Savage et Miller(1995), Culex pipiens est I’un des principaux vecteur de 1’encéphalite
de saint Louis aux Etats-Unis, il a été considéré aussi comme le principal vecteur du virus
West-Nile en Romenie (Savage et al., 1999), aux Etats-Unis ( Plamisano et al., 1997), en
Bulgarie et en république tchéque (Hubalek et Halouzka, 2002).

La compétence vectorielle de Culex pipiens pour cette maladie a été prouvée
expérimentalement dans plusieurs régions du monde. Par ailleurs, en plus de cette compétence
vectorielle, les femelles infectées de cette espéce sont capables de transmettre le virus a leur
progéniture (Farajollahi et al., 2005 ; Murgue et al., 2001), ce qui fait de ce moustique le
premier suspect du maintien et de la transmission de 1’enzootie du virus West Nile.

Au Maroc, Culex pipiens joue un grand rble dans la forte nuisance que connait la majorité
des zones urbaines. Son r6le dans la transmission des épidémies du virus West Nile qui ont
touché le Maroc en 1996 (Harrack et al., 1997, Murgue et al., 2001), et en 2003
(Schuffenecker et al.,2005), est fortement suspecté. Zientara et al.(2001), rapportent qu’en
Algérie des cas isolés chez I’homme ont été observés en 1994 dans la région de Timimoune.

En Algérie, le Culex pipiens présente le plus d’intérét en raison de son abondance et sa
nuisance réelle dans les zones urbaines (Berchi, 2000). Selon ce méme auteur, son
développement dans certaine région est continu pendant toute 1’année.



En effet d’aprés Brunhes et al. (1999), le complexe Culex Pipiens est principalement reconnu
pour étre vecteur de la filariose de Bancroft, le virus Sindbis, le virus de West Nile et le virus
de la Fiévre de la Vallée du Rift. Les deux derniers sont les plus susceptibles de provoquer
des épidémies en Algérie

a.Le virus West Nile

Le cycle épidémiologique de la maladie implique des oiseaux migrateurs jouant le role de
réservoir aviaire, des moustiques ornithophiles principalement du genre Culex en tant que
vecteurs amplifiant la circulation virale entre les populations d’oiseaux (Hubalek et Halouzka,
1999). Les oiseaux migrateurs assurent I’introduction du virus d’Afrique vers les zones
tempérées, en Afrique du Nord et en Europe (Traoré Lamizana et al., 1994 ; Zeller, 1999). En
présence de vecteurs ornithophiles tels que C. pipiens, le cycle moustiques/oiseaux pourrait
étre initié si les facteurs favorables a la pullulation des moustiques sont réunis : pluies
abondantes survenant généralement en automne, irrigation, températures élevees (Murgue et
al., 2001a ; Durand et al., 2004). C’est dans ces conditions que 1’infection des équidés et de
I’homme pourra se produire en présence de moustiques en fortes densités susceptibles de
piquer les mammiferes.)

b.La fievre de la Vallée du Rift :

Les moustiques ayant conserveé le virus par transmission verticale (transmission du virus de la
femelle infectée a sa descendance) (Linthicum et al., 1985, 1987) démarrent la circulation
virale en contaminant les animaux sauvages. Ces vertébrés deviennent alors la source
d’infection pour d’autres populations de moustiques présentes en tres fortes densités et
caractérisées par une préférence trophique vis a vis d’animaux domestiques (bovins, ovins,
caprins, camélidés et buffles). Les animaux domestiques infectés deviennent alors une source
de contamination pour I’homme par piqiires de moustiques essentiellement anthropophiles
tels que certains membres du complexe Cx. pipiens ou par contact direct via 1’émission
d’aérosols lors de I’abattage des animaux malades.



Chapitre 11 : Les difféerentes methodes de lutte

La lutte contre les moustiques a toujours été une préoccupation majeure pour se protéger contre
I'agression de ces insectes hématophages. C'est un outil essentiel de la prévention contre les
maladies a vecteurs et de controle des insectes nuisibles (Guillet et al., 1997). Parmi les méthodes de

lutte les plus utilisées nous avons : la lutte physique, la lutte chimique, la lutte biologique.
2.1- La lutte physique

C’est un moyen de lutte qui est basé sur l'utilisation des moustiquaires de portes et de fenétre
des maisons et des immeubles, qui gardent les moustiques a I’extérieur, I’emploi de produits
répulsifs, ou de vétements adaptés. Elle correspond a un «aménagement raisonnée du

milieu » ( Cousserans et Guille 1974).

La lutte physique contribue a rendre I’environnement hostile a la population des vecteurs par
élimination des gites larvaire (drainage, colmatage des cavités naturels, gestion des déchets,
des plans d’eau et des eaux usées, etc.)notamment en zone urbaine ( Fécherolle, 2008 ;
Fontenille et al., 2009 ; ANSES, 2011) .Empéchant soit sa ponte, soit 1’éclosion, soit

I’émergence (Cousserans et al., 1973)
2.2- La lutte chimique

La lutte chimique consiste a l'utilisation de produits chimique de synthese pour lutter contre les

larves et les imagos de moustiques.

Les composés utilisés au début contre les organismes nuisibles étaient des pesticides de premiére
génération relativement simple a base d'arsenic, de soufre, de chaux, de dérivés du pétrole, de
substance a base de fluor ou extraite de plantes comme la nicotine. Ces pesticides se caractérisent
par leur toxicité relativement élevée pour les organismes non visés et surtout leur rémanence ou
encore leur degradation lente dans I'environnement (Philogene, 1991). Des composés synthetiques
dits de deuxieme génération ont été mis en place, il s'agit des organochlorés, des
organophosphorés et des carbamate (Philogene, 1991). Ces dits pesticides de deuxiéme
génération et les pyréthrinoides sont encore utilisés de nos jours en agriculture et dans la lutte

anti vectorielle



2.2.1. Les principales familles chimiques d’insecticides utilisées
a. Les Organochlorés : DDT :

Les premiers insecticides chimiques utilisés dans la lutte anti vectorielle sont les
organochlorés tout particulierement, le Dichloro-diphényl -Tichloroéthane synthétisé la

premiére fois en1873 par Othman Zeidler et connu sous le nom de DDT.

Le DDT est un composé qui présente une grande solubilité dans les solvants organiques, les
graisses et le pétrole. La combinaison de ses trois propriétés (répulsivité, irritabilité et toxicité) vis-
a-vis des moustiques lui a valu sa place dans les programmes de lutte contre le paludisme. L'OMS
ne recommande son usage que pour la lutte anti vectorielle et sous la forme de pulvérisations
intra domiciliaires a effet rémanent (appliquées uniquement sur les murs des habitations) (OMS,
2004). Le DDT agit en perturbant lI'ouverture des canaux sodium le long de I'axone chez l'insecte

qui meurt apres hyperexcitation, convulsions et paralysie.

De part son efficacité, il a longtemps été employé partout dans le monde (Mouchet, 1995).
Cependant, le DDT qui a provoqué une véritable révolution dans la lutte contre les insectes, a
été interdit au bout d’un certain temps dans de nombreux pays a cause de son accumulation
dans I’environnement et d’éventuels effets néfastes sur la santé humaine(Mouchet,1994).

Le DDT a donc laiss¢ place a d’autres insecticides organochlorés comme 1’aldrine, la
dieldrine, I’héptachlore et le lindane.

Des résistances sont apparues tres tot. A partir de la fin des années 1940, on observe des cas
de résistance des mouches au DDT, et des moustiques au DDT et a la dieldrine dans les

années 1950.
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Figure 10 : La formule chimique du DTT

b. Les Organophosphorés :

Fruits de recherches sur les gaz de combat commencées pendant la Seconde Guerre Mondiale
puis, poursuivies en URSS pendant la Guerre froide, ces substances contiennent au moins un
atome de phosphore lié directement a un carbone. Elles sont moins persistantes dans

I’environnement que les organochlorés mais possédent une toxicité aigué.

Les insecticides organophosphorés inhibent 1’acétylcholinestérase, enzyme responsable de
I’hydrolyse de 1’acétylcholine le neurotransmetteur excitateur le plus répondu chez I’insecte.
Si cette hydrolyse n’a pas lieu, ’augmentation de la concentration en acétylcholine induit une

hyperactivité aboutissant a la mort de I’insecte (Aly ,2014).

Des cas de résistance des moustiques a ce type de substance apparaissent dans les années
1960. Certains sont toujours utilisés. En raison de leur faible rémanence, ils se décomposent
rapidement au contact de I’air ou du sol et nécessitent la répétition des traitements pour
assurer une longue protection. En récence plus de deux cents composés de ce groupe
homologués dans le commerce, les premiers comme le parathion étaient extrémement toxigques

pour 'homme. Les composés les plus employés sont énuméres ci-apres :

» Le parathion : tres toxique ; n'est utilisé que comme larvicide loin des lieux Habités.

> Le téméphos (Abate) : est un produit extrémement sur et dénué de toxicité
relativement spécifique de certaines larves de dipteres, il cause peu de dégat a
I’environnement. (Darriet, 1998).

» Le chlorpyrifos (Dursban) : est un excellent larvicide surtout dans les eaux polluées

ou son effet peut se prolonger pendant trois mois. Cependant, il est plus toxique que le



précédent et plus agressif pour I'environnement. C'est le produit de choix pour la lutte contre
les culex dans les égouts, les drains ; les puisards... .etc.

» Le malathion : est un des Organophosphorés le moins toxique et le moinscher. Il a étais
recommandé pour remplacer le DDT, son activite larvicide est relativement réduite, mais
ses propriétés adulticides sont tres satisfaisantes (Anonyme, 1976). Selon OMS, Le
malathion est I’un des insecticides a effet rémanent le plus utilisés dans la lutte contre
les moustiques, il bloque les réponses électrophysiologiques des neurones sensoriels

olfactifs aux odeurs attrayantes des insectes.

Les composes organophosphorés se répartissent en différentes classes selon le degré
d'oxydation du phosphore et la nature des substituant, notamment la présence d'un atome

d'oxygene ou d'un autre chalcogene.
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Figure 11 : Les composés organophosphorés comme analogues d'état de transition

c. Les carbamates :

Dérivés de I’acide carbamique, ces substances sont apparues dans les années 1950. Leur mode
d’action est semblable a ce lui des organophosphorés. Ils sont en général peu persistants dans

I’environnement. Leur toxicité pour les mammiferes est variable d’une substance a 1’autre.
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Peu de produits de ce groupe sont utilisées en santé publique. Instables en milieux aqueux, ils ne

peuvent étre utilisés que comme larvicides, et leur action est dirigée contre les adultes.

> Le propoxur : de toxicité moyenne, il est utilisé en traitement domiciliaire contre les
anopheéles et les blattes.

» La carbaryl : peu toxique, il est utilise contre les moustiques adultes et mouches
(Anonyme, 1976).
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Figure 12: Formule chimique de Carbamate (gauche : acide carbamique ; droite : carbaryl)

d.Les pypéthrinoides de synthese

Sont des insecticides chimiques synthétiques. Leur structure chimique est adaptée a celles des
pyréthrines. Ce sont des insecticides botaniques naturels produits par les fleurs de
chrysanthémes (chrysanthemian cinerariaefolium et chrysanthemum cineum : especes retrouvées

essentiellement en Afrique et en Australie).

Le nom des pyréthrinoides se termine souvent par le suffixe —thrine, comme les alléthrines, la
cyfluthrine, la cyperméthrine, la deltaméthrine, la dphénothrine, la lambda-cyhalothrine, la
perméthrine, les pyréthrines, la resméthrine et la tétraméthrine. Cette classe d’insecticides est
divisée en deux grands groupes en fonction de I’absence (type I) ou de la présence (type II)
d’un groupement nitrile (composé¢ d’un atome de carbone et d’un atome d’azote) sur le

carbone alpha.

Les pyréthrinoides sont plus solubles dans les lipides que dans I’eau, bien qu’ils puissent étre

lessivés des surfaces par la pluie. Leur volatilité demeure faible, et une fois dans 1’air, ils ont



fortement tendance a s’associer aux particules de poussicre. Les pyréthrines naturelles sont
rapidement dégradées par la lumiere du soleil (photodégradation) et en présence d’humidité
(hydrolyse). Les pyréthrinoides synthétiques sont cependant plus stables, quoique
généralement considérés comme étant plus rapidement dégradables dans I’environnement que

certains autres insecticides.

Ils sont dits neurotoxiques parce qu’ils interférent avec la propagation des signaux neuronaux.
Plus précisément, ils agissent sur les canaux sodiques situés le long de la membrane cellulaire
de la queue des neurones (axones). En maintenant ces canaux ouverts, les pyréthrinoides
déclenchent une série d’influx électriques chez les neurones qui cause leur dépolarisation, ce
qui engendre différents symptdmes comme des tremblements, des mouvements involontaires
et la salivation. Les pyréthrines, qui altérent les fonctions nerveuses (au niveau des

synapses), sont peu résistantes et peu stables dans I'environnement. (Aligon, et at.2010).
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Fig.13: Structure chimique de quelques pyréthrinoides de synthese (gauche :Cyfluthrine ;

droite :Deltaméthrine)
e. Les néonicotinoides

Les néonicotinoides forment une famille d’insecticides neurotoxiques qui se fixent sur des
récepteurs sensibles 1’acétylcholine (composé transmettant des informations entre neurones)
et perturbent ainsi le systéme nerveux des insectes. lls sont utilisés de différentes manieres
pour protéger un certain nombre de cultures (colza, coton, mais et tournesol) : enrobage de
semences, en granulés (pour le traitement des sols) ou en pulvérisations (traitement des
feuilles). On compte parmi les néonicotinoides : actulens I'acétamipride, la clothianidine,

le dinotefurane, I'imidaclopride, le nitenpyrame, le thiaclopride, le thiaméthoxame.

D’une grande efficacité, ils sont aussi trés controversés ,des études ont montré que

les néonicotinoides étaient nocifs pour les pollinisateurs (abeilles, bourdons, etc.) et gu'ils
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pouvaient avoir un vaste impact sur les écosystemes. Un rapport de I'Efsa a souligné en
janvier 2013 qu'au moins trois membres de cette famille présentaient des dangers importants
pour ces insectes, car fréqguemment retrouvés dans les essaims : l'imidaclopride, la

clothianidine et le thiaméthoxane.

2.3- La lutte biologique

La lutte biologique repose sur I'utilisation d'organismes vivants ou de produits qui en dérivent
pour détruire les vecteurs et les ravageurs. Il s'agit en particulier de virus, de bactéries, de
protozoaires, de champignons, de plantes, de vers parasites (OMS ,1999). L’applicabilité de ces
agents est limitée par 1’espece et 1’habitat du vecteur, et par 1’adéquation de cette méthode a la

situation considérée. (OMS, 1982).
2.3.1-Les bactéries entomopathogénes

Toutes les bactéries dont I’emploi est envisagé en lutte anti vectorielle forment des spores
et des toxines puissantes et stables. Elles peuvent étre stockées pendant des périodes
prolongées, et étre présentées sous forme de suspensions, de poudres mouillable et de poudres
pour pulvérisations séches, facilement applicables avec un matériel classique tel que celui
utilisé pour les pesticides chimique. Ces bactéries se classent en deux groupe : Bacillus
thuringiensis et B. spharicus (OMS, 1982).

Le Bacillus figure parmi les molécules biologiques le plus utilisés (Croft et Flexner, 1991 ;
Aissaoui, 2014). Ces bacilles sont d’ailleurs considérés comme des agents biologique efficace
(Becker ,2010). lls agissent sur les laves de Culicidés, de Similiidae et des diptéres en générales
et son aujourd’hui utilisés dans un large panel de gites larvaires, du fait de leur efficacité et leur
spécificité qui respectent largement la faune compagne. D’ailleurs, le Bt est le microorganisme
le plus utilisé comme bio insecticide et représentent plus de 90% du marché des bioinsecticide,
mais seulement 2% a peine du marche global des insecticide (Fargues et Bourguet, 2005).

Le Bacillus thuringiensis induit une mortalité importante chez les larves de Culex pipiens
(Saleh et al., 2003 ; Boudjelida et al., 2008).
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2.3.2-Les champignons entomopathogenes
Plusieurs espéces de champignons entomopathogénes ont été isolées et testés sur la plupart
des moustiques vecteurs de maladies. Cependant, ceux qui revétent une importance

particuliere en santé publique ont les caractéristiques suivantes:
- Tuer a la fois la forme larvaire et adulte.
- Ne requérir qu'une seule ou quelques application(s) par saison.
-Montrer une activité résiduelle et persistante dans la population de moustique.

-Ne présenter aucune nuisance pour I'nomme et les organismes non ciblés (Scholte et al.,
2004).

Parmi les micro-organismes utilisés en lutte biologique, plus de 700 espéces de
microchampignons sont entomopathogénes (Starnes et al.,1993) et jouent un réle important
dans la régulation naturelle des populations d’insectes (Ferron, 1978 ; Wraight et Roberts,
1987). lls appartiennent au sous-taxon des Mastigiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina et
Deuteuromycotina. En effet, le plus grand nombre de pathogenes se trouvent dans la classe
des Zygomyceétes, mais les plus utilisées en lutte biologique proviennent des Deuteromycétes
(Fungi imperfecti). Ces derniers appartiennent aux champignons a hyphes septés, se
multipliant de fagon non sexuée. Les especes des genres Beauveria, Metharizium, sont les
plus utilisées en lutte biologique (Wraight et Roberts, 1987; Goettel, 1992) et ont un intérét
agronomique considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de cultures et sont

donc I’objet d’études de plus en plus poussées.

2.3.3-Les poissons larvivore :

Ces poissons étant trés dépendants des milieux dans lesquels ils vivent, ils ne peuvent avoir de
role de prédation intéressant que dans les plans d’eau permanents non souillés tels que les
mares, les étangs, les lacs, les canaux de drainage et d’irrigation. Aux Etats-Unis, la lutte
contre les moustiques par I’entremise des poissons larvivores fait désormais partie intégrante

des programmes nationaux de lutte (Meisch, 1985). Parmi les poissons les plus agressifs



se distingue le guppy, poecilia reticulata, elle est utilisé depuis plusieurs année dans

les programmes de démoustication (Julvez et al ; 1987)
2.3.4-Les plantes :

L'histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I'évolution des civilisations.
Dans toutes les régions du monde, des travaux sont effectués dans ce contexte et ont montré
une efficacité des extraits des plantes (Guarrera, 1999). En effet les plantes constituent une
source de substances naturelles qui présente un grand potentiel d'application contre les
insectes et d'autres parasites des plantes et du monde animal.

3. Le marché des produits phytosanitaires en Algérie

L’Algérie utilise entre 6.000 a 10.000 T/an de pesticides, ce qui correspond a un taux
d’utilisation de 15% par rapport au besoin normatifs de 50.000 tonnes (Moussaoui et
Tchoulak, 2005), évalués en tenant compte de la nature des maladies par spéculations des

produits préconisés et du respect intégral des doses et périodes d’application.
3.1. Les produits utilisés dans ce travalil

a. Chlorpyriphos-éthyl
Le chlorpyriphos-éthyl (ou chlorpyrifos-éthyl) est une substance active d'un produit de

défense contre les bio-agresseurs ou produit phytopharmaceutique, qui présente un

effet insecticide, et qui appartient a la famille chimique des organophosphorés. La molécule

est molécule est commercialisée depuis cinquante ans principalement par la

firme multinationale américaine Dow Chemical.

» Lamolécule et ses propriétés physico-chimiques

La molécule a pour formule brute CoH11CIsNOs3, et son nom exact est le Thiophosphate de
0O,0-diéthyle et de O-3,5,6-trichloro-2-pyridyle .Avec une masse moléculaire de 350,6 g/mol
(NIOSCH, 2009). Le chlorpyriphos présente sous forme de cristaux incolor, sa température de
fusion est de 100-102°C ( NIOCH, 1999).
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» Mode d’action
Cette matiere active agit par contact, ingestion et inhalation (vapeur) sur un grand nombre de

ravageurs. Elle posséde un effet neurotoxique et manifeste une longue persistance d'action.

> Toxicité
Le chlorpyriphos-éthyl est un neurotoxique, elle agit sur les insectes un inhibant
I’acétylcholinestérase. La substance est trés toxique pour les organismes aquatiques. La
bioaccumulation de cette substance peut se produire dans les poissons et les algues. Chez

I’homme la substance peut étre absorbée par l'organisme par inhalation de ses aérosols, a travers la

peau et par ingestion.

b. Le Décis

Le décis est un produit chimique de la famille des pyréthrynoides de synthése, dont la
matiere active est la Deltaméméthrine. La deltaméthrine a, pour la premiere fois, été décrite
en 1974, puis commercialisée en 1977 sous le nom de Décis par la société Roussel-Uclaf

(puis par Hoechst et enfin par Bayer). Elle est utilisée pour lutter contre tous les insectes.

» Lamolécule et ses propriétés physico-chimiques

La molécule a pour formule brute C22H19Br.NOs, et son nom exact est le(1R,3R)-3-(2,2-
Dibromovinyl)-2,2-diméthylcyclopropane carboxylate de (S)-alpha-cyano-3-phénoxybenzyle
(1R)-(1alpha(S),3alpha)-3-(2,2-Dibromovinyl)-2,2-diméthylcyclopropanecarboxylate de
alpha-cyano-3-phénoxybenzyle .Avec une masse moléculaire de 505.2 g/mol (NIOSCH,
2009).

La deltaméthine présente sous forme de liquide clair avec un couleur jaune clair a brun, sa
temperature de fusion est de 100-102°C. Sa solubilité dans 1’eau varie de < 0,1 mg/l & 20°C.
(IFA).
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> Mode d’action

Le décis agit sur les insectes par contact et par ingestion. Il n'a pas d'action par vapeur. Peu
apres le traitement, les premiers ravageurs meurent deja grace a l'effet choc (effet Knock-
down). Le décis posséde egalement un excellent effet répulsif. 1l est stable a la lumiére,
possede une bonne résistance au lessivage en cas de forte pluies, est trés peu soluble dans

I’eau.

> Toxicité

Au sein du groupe des pyréthrinoides la deltaméthrine se classe parmi les plus toxiques et
écotoxiques. Elle n'a pas d'isoméres et sa DL 50 par voie orale chez le rat male est de
95 mg/kg (a comparer a celles de la perméthrine ou de la cyperméthrine qui dans les mémes
conditions expérimentales sont de 1200 et 297 mg/kg (Soderlund et al., 2002).

La deltaméthrine agit sur le systeme nerveux des insectes. Au niveau des neurones, elle
interfere avec le fonctionnement des canaux sodium, des canaux qui sont a l'origine du
message nerveux. La deltaméthrine est un insecticide particulierement toxique pour les
abeilles, mais aussi pour les poissons. Neurotoxiques, les pryréthrinoides peuvent perturber
I'orientation, l'olfaction et I'apprentissage de I'abeille.

Chez I'Homme, la deltaméthrine est considérée comme toxique & l'ingestion et a I'inhalation,
mais sa toxicité par voie cutanée est faible.

Tres toxique pour les organismes aquatiques, peut entrainer des effets néfastes a long terme

pour I’environnement aquatique.

b.Le Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae était le premier pathogéne utilisé délibérément pour le contréle des
insectes ravageurs par le Russe Eli Metchinnicoff (le pére de la lutte microbiologique) dans
les années 80. Il a été isol¢ et identifié sur la paille de céréale prés d’Odessa en Ukraine sous
le nom Anisopliae austria ou il I’a nommé Entomophtora anisopliae. En 1883 Sorokin

assigna ce champignon a la muscardine verte au genre Metarhizium . Depuis il est connu sous

le nom de Metarhizium anisopliae.
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L’espéce M. anisopliae, est cosmopolite, elle est plus connu dans les zones tropicales et

subtropicales et vit saprophytiquement dans la plus part des types de sol.
» Taxonomie et Classification

La taxonomie classique du champignon est basée sur la taille et la forme des spores; ce
pendant, cela avait séme la confusion par le passé et aujourd’hui, les méthodes moléculaires
sont de plus en plus utilisé pour caractérisé les microorganismes. Pour le champignon
filamenteux, la méthode privilégie est la séquence du ribosome de ’ADN (ADNr) qui

contient les séquences conservés et variables.

Metarhizium anisopliae est un champignon imparfait qui présente d’aprés Greathead et al.

(1994), la classification suivante :

e Reégne : Fungi

e Embranchement : Dikarya

e Sous embranchement :Deuteromycotina
e Sous classe :Deuteromycéte

e Ordre :Moniliales

e Famille :Moniliaceae

e Série :sympodulospore

e Genre : Metarhizium

e Espéce : Metarhizium anisopliae

La premiere révision de ce genre a été faite par Tulloch (1976), ou il a utilisé les
caractéristiques morphologiques des conidies pour distinguer entre deux formes de
Metarhizium ; a savoir Metarhizium flavoviride et Metarhizium anisopliae (Figurel4). Ce
dernier a été subdivisé en deux variétés ; Metarhizium anisopliae var anisopliae et

Metarhizium anisopliae var majus.
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Figure 14 : (A) Observation en microscope électronique des conidiophores et des
hyphes de Metarhizium anisopliae (B) Culture de M. anisopliae sur Sauboraud
dextrose agar (SDA) a 25 °C,(C)Aspect microscopique des Conidies de M. flavoviride
(X100) (D) Culture de M. flavoviride sur Sauboraud dextrose agar (SDA) a 25°C.
Photo Credits: (A) Fumiolhara, National Institute of Fruit Tree Science, Japan. (B, D)
T. Goble, Rhodes University, South Africa. (C)Dan Johnson, University of

Lethbridge, Canada.

» ldentification et morphologie de M.anisopliae

La détermination de I’espéce se fait en examinant la forme des spores et des conidiophores,
qui sont relativement courts, irrégulierement ramifiés ou non et arrangés en groupes compacts
formant une masse de spores (Greathead et al.,1994). D’apres Zimmersan (1993),
Metarhizium anisopliae peut étre aisément identifié par les conidies cylindriques vertes de
longueurs varient de 5 a 8 um, qui sont produites en chaines et qui forment une couche
compacte de spores. Les souches de ce champignon forment des conidies particuliérement
allongé (Amouriq ,1973). Les spores de M. anisopliae sont allonges avec des cotés paralleles.
Elles mesure 6um de longueur pour 2 a 3 um de diametre (Greathead et al.,1994) (Fig.15).

Metarhizium anisopliae apparait blanc lorsqu’il est jeune et il devient vert foncé aprés la

maturation des spores (Fig. 16).



Figure 15 : Aspect microscopique de Metarhizium anisopliae, G x (a.1600; b.2800; c.7000)
(Bischoff et al., 2009)
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Figure 16 : Aspect morphologique de Metarhizium anisopliae (lhara et al., 2001)

> Mode d’infection

D’apres Ferron et al. (1991) ; Geottel, 1991, il existe plus de 700 espéces d’insectes dans le
monde qui peuvent étre attaqués par les champignons entomopathogénes. En effet, il existe
plusieurs espéces a partie desquelles des isolements de M. anisopliae ont été effectués.



En effet les microchampignons entomopathogénes sont des agents de lutte trés intéressants du
fait de leur aptitude a infecter I'n6te par ingestion ou par simple contact rendant tous les

stades, ceuf, larve et adulte sensibles (Kouassi, 2001).

Ces ennemis naturels sont plus efficaces lorsque I'insecte ciblé est préalablement affaibli par
un autre facteur comme un stress nutritif. Compte tenu de leur mode de transmission et de
leurs besoins abiotiques. Aussi, ils sont géneralement trés efficaces lorsque la densité des
populations d'insectes ciblés est trés élevée. Quoi qu'il en soit, le systeme immunitaire des

insectes peut fortement influencer la pathogénicité de ces ennemis naturels.

La cuticule de I'insecte est une barriére structurellement et chimiquement complexe pour la
pénétration du champignon. L'épicuticule contient une protéine stable au phénol et est
couverte d'une couche cireuse contenant des acides gras, des lipides et des stérols (Andersen,
1979). La procuticule contient de nombreuses fibrilles de chitine enfouies dans une matrice
protéinique. Celle-ci peut représenter jusqu'a 70 % du poids sec de la cuticule. Les spores qui
tombent sur la cuticule de I’insecte ou qui sont ramassées de la végétation, germent apres 24
heures. Les hyphes sortant pénetrent la cuticule a I’aide d’enzymes et se désintégrent ensuite
en corpuscules hyphales qui se répandent a travers le corps de I’insecte. Ce dernier essaie
d’enkyster ces cellules fongiques (surtout quand leur développement est arrété par une
température élevée). Cependant, la plupart sont capables de se libérer au moment ou la
température devient favorable a nouveau. Les corpuscules hyphales concurrencent alors
I’insecte en nutriments, au fur et a mesure que la biomasse fongique augmente (Kooyman,

2007).

Les insectes susceptibles au champignon meurent généralement dans un délai de 3 a 10 jours.
Quand l'insecte meurt, le champignon entre dans un stade hyphal, colonise les organes
internes puis sporule a la surface de 1' insecte. Le cycle infectieux est généralement le méme
pour tous les champignons entomopathogénes. Le processus de pénétration est 1'étape la plus
importante de la pathogenese (Ferron et al., 1993). Le mode d'infection des champignons
entomopathogénes se divise en quatre étapes distinctes: I'adhesion, la germination, la

pénétration et la dissémination (Fig.17).



Attachement de la spore

Sporulation externe
Germination de la spore

Prolifération interne

Pénétration a travers la cuticule

Figure 17 : Schéma du cycle biologique des champignons entomopathogénes (Ferron et al.,

1993)

L'adhésion : L’adhésion est la premiére étape du processus d’infection, elle est
caractérisée par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des conidies avec
les cellules tégumentaires de I'insecte.

L'infection est initiée a travers le tégument de l'insecte-héte (Khachatourians,
1991;Tanada et Kaya, 1993), mais les spores peuvent aussi entrer par le systéeme
respiratoire (Clark et al., 1968), le tube alimentaire (Miranpuri et Khachatourians,
1991) et la cavité buccale (Siebeneicher et al., 1992).

Cette phase se scinde en deux étapes distinctes, la premiére passive ou l'attachement a
la cuticule est réalisé grace a des forces hydrophobiques et électrostatiques et la
seconde active caractérisée par la production d'un mucilage qui va engendrer une
modification épicuticulaire aboutissant a la germination.

La germination : va étre dépendante des conditions environnantes et aussi de la
physiologie de I'ndte (composition biochimique de la cuticule) qui peut favoriser ou
inhiber la germination. Elle aboutit a la production d'appressoria, structures terminales

servant a l'ancrage de la cuticule et favorisant la pénétration. La valeur nutritive de la



cuticule joue un rdle important pour la production d'appressoria. Cependant, des
études ont démontré qu'une cuticule nutritive favorise la croissance mycélienne plutot
que la pénétration (Magelhaes et al., 1981 ; Ferron et al.,1993).

e La pénétration: La pénétration de Metarhizium anisopliae dans I'n6te s'effectue
géneralement a travers les orifices naturels, la cuticule ou bien par l'ingestion. En
présence d'un niveau éleve d'azote et de carbone, le tube germinatif continue de
s'allonger et forme u hyphe (St Leger et al., 1992). Comme plusieurs autres
champignons filamenteux, la dureté de la surface, I'nydrophobicité, la topographie et
les nutriments disponibles influencent la différenciation d'une structure infectieuse ou
appressorium. La pénétration est réalisée par pression mécanique et hydrolyse
enzymatique (Goettel et al., 1989) . Précisément, ’hyphe fongique sécréte des
enzymes extracellulaires telles que les protéases, les lipases et les chitinases, qui
attaquent et dissolvent la cuticule, permettant aux spores de pénétrer a travers la
cuticule et de se développer dans le corps de I'insecte (Hajek et St Leger,1994). Ces
enzymes correspondent aux différents polymeéres de la cuticule, des protéines, des
chitines et des lipides de I'insecte (Charnley et St Leger, 1991). Les protéases sont les
plus importantes enzymes extracellulaires et jouent un rdle primordial dans la
pénétration (Campos et al., 2005).

e Phase de dissémination : Une fois que le champignon a franchi avec succes la
cuticule et a percé I'épiderme adjacent de la cuticule, il entre dans le systéme
circulatoire ouvert de 1'insecte, I'némocoele. Le champignon se multiplie par la suite a
I'intérieur de tous les organes de l'insecte hote et il s'accroit sous forme de
blastospores. Ceci peut faciliter la dispersion et la colonisation de I'némocoele et
optimise l'assimilation rapide des nutriments. 1l semble qu'une utilisation efficace des
sucres sanguins est nécessaire pour une croissance optimale du pathogéne. Bien que le
glucose joue un role central dans le métabolisme de l'insecte, il est généralement

présent a trés faibles concentrations.

> Production des toxines

Chez certains champignons entomopathogénes incluant Metarhizium anisopliae il y a
Production de mycotoxines pendant la pénétration des hyphes dans I’insecte, Les toxines sont
souvent supposees étre des armes chimiques, soit pour la défense des micro-organismes, soit

pour l'attaque de I'hdte. Ces métabolites secondaires jouent un réle important lors de



I'invasion de l'insecte par le pathogéne, puisqu’ils accélérent la mort de I'hdte et permettent au

champignon de proliférer plus rapidement (Vey et al., 1986; Ignoffo,1988).

L’espéce Metarhizium anisopliae produit des composés toxiques non enzymatiques tels que
les Destruxines (DTX) et les cytochalasmes qui lui permettent de surmonter les mécanismes
de défense de I’hote et de proliférer (Inglis et al., 2001). Les toxines ont des effets divers sur
différents tissus d’insectes. Les DTX dépolarisent la membrane du muscle de I’insecte en
activant les canaux calcium. En outre la fonction des hémocytes d’insectes peut éEtre

empéchée par les DTX (Bradfisch ,1990).

En revanche, une fois que I’insecte meurt, I’espéce produit un antibiotique : 1’oosporine qui
lui permet de surmonter la compétition des bactéries saprophages dans le tube intestinal de
I’insecte (Inglis et al., 2001). Le champignon entame alors une phase saprophytique .Les
spores sont produites par les conidiophores qui émergent du cadavre, préférentiellement au
niveau inter segmentaire si les conditions environnementales sont adéquates. Le cadavre est
alors couvert par un feutrage mycélien vert nommé Muscardine constitué d’hyphes et de
conidiophores portant des conidies (Figure 18). La phase saprophytique ne dépend pas de

I’humidité relative par contre elle est influencée par la température (Ferron, 1977).

Metarhizium anisopliae

Figure 18: Insectes infectés par Metarhizium anisopliae (Muscardine verte) (Boucias et
Pendland , 1998)



» Réponse immunitaire a ’infection microbienne chez I’insecte

Les insectes fournissent un exemple particulier d'une immunité naturelle, dite non spécifique,
qui n'implique pas les lymphocytes et les anticorps comme chez les mammiferes (Fugita,
2002 ; Hoffmann et Reichhart, 2002). A titre de cela, ce dernier ont développé au cours de
leur évolution des différents mécanismes de défense, afin d'empécher I'invasion par les agents
pathogenes. Cependant, la colonisation de I'némocoele est strictement dépendante de
I'aptitude de l'agent infectieux a surmonter les mécanismes immunitaires de défense de
I'insecte (Ferron et al., 1993). L'arsenal defensif des insectes est constitué de barriéres
structurelles passives comme la cuticule.

En plus des barrieres passives, il existe une cascade de réponses actives lorsque les
pathogenes ont atteint I'némocoele de I'insecte (Hoffmann et Reichhart, 2002). Ces réponses
actives incluent la mélanisation, les réactions cellulaires (ex. phagocytose, encapsulation), les
réactions humorales (ex. phénoloxidase, lectines) et la production des inhibiteurs de protéases
(Gillespie et al., 2000). Les antigenes microbiens sont reconnus par le systeme immunitaire
naturel de l'insecte grace a des unités répétitives constituées de polysaccharides trouvés dans

les glycoprotéines de la surface microbienne.

» Production et Culture de Metarhizium anisopliae

e Production de Metarhizium anisopliae

Le champignon M.anisopliae posséde deux phases de croissance. La phase végétative est
caractérisée par la croissance du mycélium formé d’hyphes et la phase reproductive est celle

pendant laquelle les spores sont formées et relachées dans I’environnement (Kamp et
Bidochka, 2002).

Selon les conditions de croissance, trois types de spores peuvent étre produits par le

champignon. Lorsqu’il croit en milieu solide, M.anisopliae produit des conidies aériennes. En

milieu liquide, il produit surtout des blastospores, des conidies submergées (Jenkins et al.,

1998). Les blastospores sont généralement de grande taille que les conidies et tendent a avoir



une durée de vie plus courte que celles-ci lors de I’entreposage (Vega et al., 2003).Les
champignons entomopathogenes peuvent étre produits de différentes facons : par méthode
simple en sacs plastiques en utilisant comme milieu du riz stérile, des grains concassés de
mais, de I’orge ou d’autres produits, en fermentation liquide ou en fermenteurs semi-solides
La production en milieu solide présente I’avantage qui est facile a réaliser et que les conidies
produites ont tendance a étre plus tolérantes a la dessiccation et plus stables que les spores
produites en culture liquide. Malheureusement, les méthodes de fermentation solide
présentent de nombreuses contraintes techniques et économiques (problemes de stérilisation
de substrats, échanges de gaz, controle de température, maintien d’une culture pure et
récupération du produit a partir du substrat). La fermentation liquide est une méthode plus
économique. Elle assure un environnement nutritionnel homogéne et les facteurs
environnementaux (pH, température, aération) sont facilement contrdlés par rapport a la

fermentation solide.

La température d’incubation est un paramétre important lors de la production de
champignons. La température optimale peut varier non seulement entre les especes de
champignons, mais aussi entre les isolats de la méme espéce (Jenkins et al., 1998 ; Lopez-
Lastra et al., 2002 ; Mondal et Bhattacharya, 2004 .

D’autres part, une étude a démontré que la production de conidies de M. anisopliae était plus
importante a 20°C qu’a 23°C (Nelson et al., 1996). Le niveau d’humidité peut aussi
influencer la croissance et la sporulation de M.anisopliae. Des degrés d’humidité différents
ont permis la production de conidies. La photopériode normale (Nelson et al., 1996) ou a un
cycle de lumiere/obscurité de 12 :12 (Kamp et Bidochka, 2002) pourrait aussi affecter la

production de conidies.
e Conservation

Selon Swearinger (1993), la conservation des spores de Metarhizium anisopliae est faite en
formulation a base de poudre d’argile avec ’eau. D’aprés Lomer et Prior, (1991), la
conservation de ces champignons est meilleure en formulation huileuse car elle évite la
nécessité traditionnelle de maintenir une humidité élevée pour le champignon. Une
submersion dans I’huile de paraffine prolonge méme la survie a 5 ans. Pour une conservation

de plus long durée, on a recours a la lyophilisation et a 1’azote liquide (Greathead et al., 1994).



> Formulation et conditionnement de Green ® muscle

e Formulation

Le produit Green Muscle ® existe sous forme de poudre de spores séches en technique
concentrée (TC) dans des sachets laminés en aluminium ou alors en concentré liquide et
miscible a de I’huile (formulation OF) qui contient 500g/l1 dans une base huileuse (fig.19 )
(Langewald, 1999).

Green Muscle ® est concu pour étre utilisé par la méthode ULV, les spores du Metarhizium
anisopliae doivent donc étre suspendues dans une huile de formulation (SU : formulation
diluée) pour étre appliquées a l'aide des pulvérisateurs a disque rotatif de divers types: a main,

monté sur un véhicule ou sur un avion. (Lomer, 1999)

Les formulations SU sont toujours huileuses, plutét qu'aqueuses. L’huile permet une
meilleure adhésion du champignon sur la cuticule des insectes (Toure et Ndiaye, 2010). Les
conidies de champignons sont faciles a conserver et a transporter sous forme de poudres

seches. Ces composants de la formulation SU peuvent étre :

e ‘TC’ ou technique concentrée (ne contenant que des spores seches pures)

e ‘OP’ pour poudres miscibles dans I’huile ; ce sont des formulations qui contiennent du
gel de silice ou des argiles pour aider a préserver les spores et contribuer a la
suspensibilité au moment du mélange avec I’huile.

e ‘OF’ pour les concentrée auto-suspensible et miscibles dans 1’huile ;ils sont
actuellement mis au point et seront faciles a diluer avec des charges huileuses, juste

avant I’application ( Lomer, 2008).

Le volume d'application est de 0,5 - 2 | / ha ce qui est équivalent a un taux de 100g de spores/
ha (Langewald, 1999).



Figure 19 : Bidon de Green Muscle ® en formulation OF’ (KOOYMAN, 2007)

e Conditionnement

Trois facteurs influent sur la dégradation des conidies pendant la conservation et déterminent

donc le choix du matériel de conditionnement : humidité, lumiere UV, température.

-les spores doivent étres sechées a 5% de teneur en eau. Toutefois, a < 5% de teneur en eau,
elles peuvent se réhydrater 20minutes a I’air humide ; il faut donc prendre soin de les protéger
de I"’humidité.

- les spores sont inactivées en 2heures si elles sont exposées au soleil tropical de mi-journée ;
le matériel de conditionnement doit protéger les spores contre 1’ensoleillement.

-les spores survivront a une breve exposition a 50°c ; il faut néanmoins prendre soin de les

protéger contre les températures extrémes (Lomer et Lomer ,2008).

L’amélioration des formulations a permis d’augmenter la durée d’entreposage desspores

jusqu’a quatre ans (Biocontrole, 2007).



4. Présentation des régions de collecte des larves
» La région d’Ouargla (31° 57’ 47" nord, 5° 20’ 31" est)

Ouargla est une ville du centre de I'Algérie et le chef-lieu de lawilaya d'Ouargla a 128
meétres d'altitude, peuplée de 210 175 habitants avec une superficie de 2 887 km?

Elle est située dans le sud-est de I'Algérie, au nord du Sahara algérien. Elle se situe
a 190 km a I'est de Ghardaia, 160 km au sud-ouest de Touggourt, 388 km au sud de Biskra.
Elle est I’'une des oasis du Sahara Algérien, la ville et ses palmeraies sont installées dans une
cuvette qui constitue I’aboutissement de 1’artére hydrographique de 1’oued de Mya.

Cette région bénéficie d'un climat désertique chaud typique du Sahara avec des étés tres longs
et extrémement chauds et des hivers courts et trés doux. Le climat y est hyperaride et tres sec
toute I'année puisque les précipitations moyennes annuelles avoisinent 45 mm. La sécheresse
y est encore plus accentuée durant I'été ou I'on enregistre 0 mm de précipitations entre juin et
aolt. En été, la chaleur est extréme et prend un caractére persistant: les températures
moyennes maximales dépassent 43 °C en juillet (Ie mois le plus chaud) mais tournent plut6t
autour de 45 °C entre juin et septembre. La température moyenne annuelle avoisine 25 °C a

Ouargla.

Fig.20: Situation géographique de la région d’Ouargla (www.carte-algerie.com)
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» La région de Jijel (36° 48' 00” N, 5° 46’ 00" E)

La wilaya de Jijel est située au nord-est de I'Algérie dont le chef-lieu est la ville éponyme
de Jijel, le long de la cote Est de la mer Méditerranée avec une superficie de 2 398,69 km?
Elle est limitée au nord par la mer Méditerranée et a I'ouest par la wilaya de Bejaia, a I'est par
la wilaya de Skikda, au sud-ouest la wilaya de Sétif, au sud par la wilaya de Mila et enfin au
sud-est par la wilaya de Constantine.

Les plaines cotieres de la région de Jijel sont entourées au sud par les reliefs de la Kabylie
Orientale. La topographie est sub-plane au niveau de la plaine de I'oued Mencha et augmente
en progressant vers le sud.

La plaine est située au nord, le long de la bande littorale allant des petites plaines de Jijel, les
plaines d'El Aouana, le bassin de Jijel, les vallées de Oued Kébir, Oued Boussiaba et les
petites plaines de Oued Z'hour.

Dans cette région, la montagne tombe souvent a pic dans la mer et forme une cote trés
découpée appelée Corniche jijelienne, ou I'on admire caps, falaises, presquiles et
promontoires. On y trouve aussi de tres belles grottes et des gouffres encore inexplorés.

Le bassin versant culmine a 1 589 m d'altitude avec une altitude moyenne de 406,02 m. Les
principales cimes montagneuses sont : Tamazgida, Tababort, Seddat, Bouazza.

La végétation du bassin versant est marquée par une couverture forestiére peu abondante
constituée en majeure partie de chénes-lieges.

Comme toutes les régions du littoral algérien, la Wilaya de Jijel bénéficie d'un climat tempéré
avec un hiver doux caractéristique des zones méditerranéennes et d'une pluviométrie de
I'ordre de 1 200 mm/an. Elle est parmi les régions les plus arrosées d'Algérie.

On note aussi qu'au col de Texanna, qui se situe a 725 m d'altitude, I'enneigement dure plus de
11 jours/an.

Les vents dominants soufflent généralement de la mer vers le continent.
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Figure 21: Situation géographique de la région de Jijel ( ANIREF ,2011)
» Laregion de Reghaia (36° 44’ 00" nord, 3° 21’ 00" est)

LLa commune est située a environ 27 km a l'est d'Alger, elle couvre une superficie de 26,3 km?.
Elle est située sur une vaste plaine du nord de la Mitidja, possédant une petite bordure cétiére
au nord autour de vastes plages de sable fin surplombées d'une falaise.

Au nord de la commune se trouve une zone de marais humide avec un lac. Le lac de Reghaia
s'étend sur une superficie de plus de 1500 hectares et compte un centre de péche. Le site a été
classé réserve naturelle d'importance internationale en 2003 dans le cadre de la convention
Ramsar relative aux zones humides d'importance internationale.

Le lac de Reghaia correspond a I’estuaire de 1’Oued Réghaia dont I’embouchure est barrée par
un cordon dunaire. A quelque 600 métres en amont de la Méditerranée, une digue artificielle
retient les eaux permanentes du site composé de marécages. Ce marais maritime possede
des berges qui sont en pente douce:

Le lac se situe dans une région dont le climat s’inscrit dans le climat méditerranéen et se
caractérise par une saison humide de 7 mois et une saison seche qui correspond a la période
estivale de 5 mois.

Le marais de Reghaiaest situé dans 1’étage bioclimatique subhumide caractérisé en
particulier par des étés secs et chauds et par des hivers doux et humides.

Les vents dans le lac de Reghaia sont d’habitude faibles a modérés, de direction prédominante
Nord-Ouest.

Le sirocco souffle en moyenne 5 jours par an, alors que les orages sont fréquents, surtout

en hiver et en automne avec en moyenne 23,3 jours/an.
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Figure 22: Localisation de la commune dans la wilaya d'Alger (www.carte-algerie.com)

Fig.23 : Présentions du Lac de Reghaia (MedWet,2006)
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5. Phénomene de résistance :
5.1- Définition :

Les insecticides demeurent la base de nombreux programmes de lutte contre les maladies, la
résistance aux insecticides peut avoir un impact majeur sur notre capacité a contréler ces

maladies.

L'utilisation d'insecticides en tant que telle, ne crée pas de résistance. Cependant, celle-ci peut
se développer a cause d’une utilisation abusive ou mauvaise d'un insecticide contre une
espéce nuisible. Le phénoméne de résistance a ¢été défini par I’organisation mondiale de la
santé (O.M.S) comme « le développement d’une capacité de tolérer les doses de substances
toxiques chez une souche résistante aux insecticides qui seraient létale pour la majorité des

individus d’une population normale de la méme espéce » (OMS 1975).

Il est important de comprendre que le moustique ne mute pas pour résister aux insecticides
mais de tres nombreuses mutations préexistent dans les immenses populations de moustiques.
Lorsque des insecticides sont présents dans I’environnement, les moustiques qui ont des
mutations favorables a leur survie se reproduisent et les transmettent ainsi a leurs descendants,

alors que les moustiques sensibles aux toxiques meurent.

Les facteurs induisant la résistance sont nombreux et le mécanisme adopté par un organisme
dépend de la pression exercée et du mode d’action de I’insecticide utilisé. L’intoxication d’un
insecte englobe différents niveaux d’interaction pharmacocinétiques: pénétration des
barriéres tissulaires, distribution, stockage, métabolisation dans les tissus internes et

interaction moléculaires avec le site cible spécifique (OMS 2014).
5.2. Mécanisme de la résistance

La toxicite des insecticides résulte de leur interaction avec leur cible biologique présente chez
I’insecte. La molécule insecticide doit entrer en contact avec I’insecte, pénétrer dans
I’organisme, dans certains cas étre transformé en métabolite actif, puis étre transporté jusqu’a
sa cible. Tout mécanise qui modifie I'une de ces étapes peut donc conduire a une résistance

(Soderlund et Bloomquist, 1989 ; Pennetier 2008).

On distingue trois types de mécanisme de résistance qui se traduisent par des modifications

comportementales, physiologiques et biochimiques :



a.Résistance comportementale

Il s’agit de toute modification du comportement d’un insecte qui I’aide a

éviter les effets

mortels des insecticides. La propriété irritante de certains insecticides peut conduire certain

insectes a quitter les surfaces traitées avant d’avoir absorbé une dose 1étale, de sorte qu’il

faudra des contacts répétés avant d’entrainer la moralité .Ce type de mécanisme se rencontre

essentiellement chez les diptéres en augmentant leur irritabilité de maniére a minimisé le

temps de contact avec 1’insecticide en particulier au contact des pyréthrinoidies. (Lockwood et

al, 1984 ;Hauburge et Amichot 1998).

b.Résistance physiologique

Les modifications qui affectent la physiologie de I’insecte peuvent étre remarquées par la

cinétique de pénétration, la séquestration ou I’excrétion (Hauburge et Amichot 1998).
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Figure 24 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans la résistance

physiologique aux insecticides, d’apres Poirié et pasteur (1991)



» Modification de la cinétique de pénétration de I’insecticide

Pour atteindre leur cible moléculaire les insecticides pénétrent a I’intérieur des insectes en
traversant soit la cuticule, soit le tube digestif, cette pénétration a lieu a une vitesse qui, pour
un méme toxique, varier d’une espece a I’autre. Une diminution de la pénétration laisserait
amplement le temps aux systemes de détoxification de metaboliser le produit chimique qui
serait alors moins efficace. Les insectes concentrés seront sélectionnés par I’insecticide et

donneront naissance a une population résistante.
» Excrétion

L’augmentation de 1’excrétion est un des mécanismes de résistance développés par les
insectes. Les larves de souches résistantes d’Aedes aegypti réagissent au DDT en excrétant
I’insecticide dans la membrane péri trophique. Ce comportement a été davantage mis en
évidence chez certaines souches résistantes par rapport a d’autres et se produit bien moins
souvent chez les larves de souches sensibles .1l semble constituer un mécanisme de résistance

pour enlever le DDT du canal alimentaire et empécher qu’il n’accede a 1I’organisme.
C. Résistance Biochimique

Consiste en une détoxification plus efficace de I’antiparasitaire. Elle résulte de la
surexpression des enzymes de détoxification, ou de la substitution d’acides aminés sur ces
enzymes a |’ origine d’une modification de leur affinité avec les insecticides. Ce mécanisme
est primordial dans la résistance aux organophosphorés, DDT, organochlorés, carbamates et
pyréthrinoides (Zerba, 1998 ; Ehrhardt, 2006).

La résistance peut également consister en une mutation de la cible. Elle peut étre liée a une
modification du site sur lequel I’insecticide agit dans une souche résistante, de sorte que
I’insecticide n’arrive plus a se lier efficacement et que 1’insecte n’est donc plus affecté, ou est
moins affecté, par le produit. Ce mécanisme de résistance peut se produire dans le canal
sodique et aboutir a des canaux sodiques de différents types : des altérations structurelles du
canal sodique, des canaux sodiques modifies, des modifications des phospholipides des
membranes nerveuses, une reduction de la densité des canaux sodiques et une affinité réduite
du canal sodique. Les mutations de résistances, comme les mutations Kdr (knock-down

résistance) peuvent toucher 1’acétylcholinestérase, qui est la cible moléculaire des



organophosphorés et des carbamates, ou les canaux sodique voltage dépendants pour les

pyrethroides et le DDT.

La modification des canaux chlore de la synapse codée par le gene Rdl est impliquée dans la
résistance au lindane et a la dieldrine. La resistance peut de la méme facon résulter de

modifications des canaux GABAr ou des acétylcholinestérases (Ehrhardt, 2006).
» Augmentation de ’activité des systémes de détoxication

De nombreuses toxines posseédent un caractére lipophile et peuvent devenir plus
hydrosolubles par biotransformation dans I’insecte, et de ce fait plus facilement excrétables,
diminuant ainsi la quantité d‘insecticide atteignant la cible. Les possibilités qu’ont les insectes
de dégrader les insecticides sont associées aux systemes enzymatiques de détoxication (Fig .
21). Chez les invertébrés, les voies métaboliques concernées sont trés voisines de celles

décrites chez les mammifeéres ( Haubruge et Amichot, 1998) .
On y retrouve deux types de réactions classiques :

— les réactions de la phase | (hydrolyse et oxydation), appelées réactions de fonctionnalisation,
incluent ’activation et/ou la conversion des molécules exogénes en un composé plus polaire.
L’introduction de groupes fonctionnels augmente la solubilité dans I’eau et permet, soit leur
stockage loin des tissus sensibles, soit leur excrétion. Ces métabolites issus des xénobiotiques

peuvent étre pris en charge par les enzymes impliquées dans la phase I ;

— les réactions de la phase 11, ou réactions de conjugaisons, qui permettent la combinaison des
groupements fonctionnels ainsi introduits ou des groupements préexistants, avec des
métabolites endogeénes fortement hydrophiles (glycosides, glutathion ou acides aminés), ce

qui en favorise I’excrétion ( Haubruge et Amichot, 1998 ).
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Figure 25 : Processus biochimiques mis en ceuvre pour métaboliser les substances toxiques

absorbées par I’insecte (Haubruge et Amichot, 1998)

Cette degradation est causée par des enzymes dites de « détoxication » comme les
monooxygénases a cytochrome P450 (P450s ou CYP pour les génes correspondants), les

glutathion S-transférases (GSTs) ou bien les carboxylestérases (COEs) (Magnin et al., 1985).
e Lescytochromes P-450

Les mono oxygénases a cytochromes P-450 (P450) sont des enzymes impliquées chez les
insectes dans le métabolisme d’hormones juvéniles et d’ecdysones, dans la synthése des
phéromones et la protection vis-a-vis de substances toxiques d’origine végétale. Ce complexe

enzymatique est fixé sur le réticulum endoplasmique des cellules, plus rarement dans les



mitochondries. On le trouve principalement dans les cellules du tube digestif, des tubes de

Malpighi et des corps gras de I’insecte (Haubruge, Amichot, 1998).

Les P450s peuvent catalyser un grand nombre de réactions chimiques comme des

hydroxylations, dealkylations, epoxydations, oxydations, etc.
e Les glutathion S-transférases (GST).

Les glutathion S-transférases ont un rdle important dans la détoxication de substances
xénobiotiques et interviennent en catalysant la conjugaison de ces substances au glutathion
endogéne. Ceci résulte en la synthése d’un acide mercapturique qui est ensuite facilement
excrétable. Il existe deux formes de GST chez les insectes. Elles sont surtout localisées dans

le cytoplasme des cellules des corps gras et des muscles alaires (Franciosa, Bergé, 1995).

Les glutathion S-transférases ont un rdle important dans la détoxication de substances
xénobiotiques, elles interviennent en catalysant la conjugaison au glutathion endogene par la
formation d’acide mercapturique qui est ensuite facilement excrétable. Se sont des enzymes

qui dégradent les organophosphorés ((Fukami, Shishido, 1966)
e Lesestérases

Constituent un groupe important d’enzymes qui catalysent I’introduction d’une molécule
d’eau au niveau d’une liaison ester ou amide spécifique du substrat. Chez les insectes, les
estérases sont impliquées dans la reproduction, dans le métabolisme des hormones, dans la
digestion ainsi que dans la neurotransmission. Elles sont surtout localisées dans le cytoplasme
et sur le réticulum endoplasmique des cellules du tube digestif, des tubes de Malpighi, du
systeme reproducteur et du corps gras. En ce qui concerne la résistance aux insecticides, on
distingue deux catégories : (a) les carboxylestérases ayant une action directe dans la
dégradation d’organophosphorés et (b) les estérases non spécifiques qui fixent 1’insecticide

sans le dégrader.

Il a été montré que des souches du moustique Culex pipiens résistantes aux organophosphorés
possedent une quantité d’estérases 250 fois plus élevée que les souches sensibles (Mouches et
al., 1986).



> Modification des cibles

Plus de 90 % des insecticides de synthése sont des organophosphorés, des carbamates et des
pyréthrinoides, avec des sites d’action localisés dans le systéme nerveux. Parmi les cibles
moléculaires, les trois plus importantes sont : le canal sodium “voltage-dépendant” (Csvd),
I’acétylcholinestérase (AChE) et le récepteur de 1’acide gamma aminobutyrique (GABAT)
(Haubruge, Amichot, 1998).

e Le canal sodium “voltage-dépendant” (Csvd) :

D’un point de vue moléculaire, de nombreuses données montrent que 1’effet kd est di a la
fixation des pyréthrinoides ou du DDT sur le Csvd. Cette protéine est située sur la membrane
plasmique des cellules nerveuses. Elle change de conformation lorsqu’elle est soumise & une
variation de potentiel de membrane. La conformation induite donne a la protéine une structure
en forme de pore a travers lequel s’engouffrent les ions sodium. Ce phénomene est a I’origine
de la phase ascendante des potentiels d’action. Les données pharmacologiques indiquent que
le DDT et les pyréthrinoides se fixent sur I’'un des six sites d’action ou s’ancrent les
substances neurotoxiques, empéchant la fermeture du canal et perturbant la transmission

synaptique (Lombet et al., 1988).

La résistance au kd est la forme la plus anciennement connue de résistance a I’égard du DDT
et des pyréthrinoides. La premiére description de cette résistance a été faite chez une souche
de mouche domestique (Milani, Travaglino, 1957). Cette diminution de la sensibilité du
systéeme nerveux de la mouche domestique est liée a un géne récessif nommé kdr situé sur le
chromosome 3 (Tsukamoto et al., 1965). Ce type de résistance a été établi chez d’autres
insectes dont :

Culex quinquefasciatus (Priester, Georghiou, 1980), Anopheles stephensi (Omer et al., 1980),
Culex pipiens (Plapp, Hoyer, 1968), Blattella germanica ( Scott ,Matsumura, 1981; Dong,
1997), D rosophila melanogaster (Amichot et al., 1993), Heliothis virescens (Park et
al.,1997), Haematobia irritans (Guerero et al., 1997).



® [’acétylcholinestérase (AChE) :

L’acétylcholinestérase est indispensable au bon fonctionnement des synapses cholinergiques.
Chez les insectes, elle se trouve essentiellement dans le systéme nerveux central. L’influx
nerveux arrivant dans la terminaison pré synaptique entraine une libération d’acétylcholine
(ACh) qui se fixe sur des récepteurs placés sur la membrane post-synaptique. Elle est la
protéine la mieux connue en tant que cible des organophosphorés et des carbamates (Magnin
et al.,1985).

Le role de I’acétylcholinestérase est d’hydrolyser I’acétylcholine ce qui permet la fermeture
des canaux associés au reécepteur du neurotransmetteur. Les organophosphorés et les
carbamates agissent en inhibant 1’activité catalytique de ’AChE. Ils se fixent en effet sur le
site actif de I’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 I’insecte.

Chez certains insectes comme Culex pipiens, de fortes concentrations d’organophosphorés et
de carbamates, avoisinant parfois méme la limite de solubilité, n’inhibent plus I’AChE
(Raymond et al., 1985). Chez les acariens, une résistance au diazoxon associée a une
modification de I’acétylcholinestérase a été observée par Smissaert, (1964). Ce mécanisme a
¢été également identifié chez d’autres acariens et insectes : Musca domestica ( Tripathi,
O’Brien, 1973), Spodopter alittoralis (Zaazou et al., 1973) .

e Les récepteurs de I’acide gamma-aminobutyrique (GABAr) :

Les GABAr sont les cibles de nombreux insecticides organohalogénés, dont la dieldrine et le
lindane. Ces insecticides se fixent au récepteur de 1’acide gamma-aminobutyrique et inhibent
le fonctionnement du canal chlore qui lui est associé. L’ouverture de ce canal induit une
hyperpolarisation de la membrane nerveuse et son inactivation, lorsqu’elle se prolonge,

perturbe I’ensemble du fonctionnement du systéme nerveux.

La résistance a la dieldrine a été mise en évidence chez Musca domestica, Aedes aegypti et

Periplaneta americana mais aussi chez Lucilia cuprina (Hughes,Mc Kenzie, 1987).

Les résultats pharmacologiques ont ensuite permis de montrer que la resistance a la dieldrine

est associée a une modification de I’affinité de 1’insecticide vis-a-vis du récepteur de 1’acide



gamma-aminobutyrique, notamment chez Tribolium castaneum et Drosophila melanogaster
(french-Constant et al., 1993).

5.3. Type de résistance

La résistance aux insecticides chez les insectes et les acariens est un phénomeéne qui se
développe de fagon inquiétante. Les connaissances déja anciennes sur les mécanismes de
résistance et celles acquises trés récemment par la biologie moléculaire laissent entrevoir des
possibilités de gestion de la résistance. Ceci ne peut s'envisager qu'apres avoir mis au point
des outils pour détecter et diagnostiquer les différents types de résistance en cause (
Haubruge, Amichot ,1998).Elle peut se manifester vis-a-vis de tous les insecticides de facon
différente, 4 type de résistance que les moustiques peuvent développer aprés avoir sélectionné

I’insecticide :
» Larésistance simple :

C’est une résistance vis-a-vis d’une substance donné. Cela correspond au premier stade de

sélection d’individus chimio résistants.
> La résistance de famille
Elle s’applique a un groupe d’antiparasitaires ayant le méme mode d’action.

Exemple : résistance aux pyréthrinoides et aux lactones macrocycliques.il est ainsi
recommandé de changer de famille d’insecticides lors de 1’apparition de populations

résistantes a un pyréthrinoides.
» La résistance croisée

La résistance croisée survient lorsque la résistance vis-a-vis de deux ou plusieurs insecticides
est déterminée par le méme gene. La résistance croisée apparait la plupart du temps entre
deux insecticides a structure chimique voisine et/ou qui on des modes d’action similaires
(Rejan Bacon ;2002).

Elle résulte d’un mécanisme de résistance unique, sélectionné par 1’application d’un
seul antiparasitaire. Elle peut concerner de substances d’une méme famille ou de familles

différentes.



On parle de résistance croisée négative quand une population devenue résistante a une
antiparasitaire présente une sensibilité accrue a un autre. Les souches d’Haematobia irritants
résistantes aux pyréthrinoides présent souvent une sensibilité accrue au diazinon, un
organophosphoreé (Cilek, 1993 ;Byford, 1988 ;Ehrhardt,2006).

» La résistance multiple

Elle désigne une résistance vis avis de plusieurs groupes d’antiparasitaires ayant des modes
d’action différents. Plusieurs mécanisme de résistance évoluent ainsi en repense a la sélection

résultant de I’application de différents insecticides (Gehrhardt, 2006).
5.4. Gestion de la résistance — Stratégies et tactiques

La Gestion de Résistance aux Insecticides (GRI) devrait étre entreprise dans le cadre d'une
Gestion Intégrée des Vecteurs (GIV), programme qui comprend l'utilisation d'interventions a

la fois insecticide et non-insecticide.

Il existe plusieurs approches de gestion de la résistance aux insecticides, mais tous reposent
sur la minimisation de la pression de sélection pour le développement de résistance, en
limitant I'exposition prolongée d'une population de moustiques, aux insecticides qui ont le

méme mode d'action:

» Rotation - Cette stratégie repose sur 1’utilisation de deux ou plusieurs classes
d'insecticides dans le temps avec différents modes d'action (MoA). Cette approche
suppose que si la résistance a chaque insecticide est rare, alors la résistance

multiple le sera extrémement rare.

» Un mélange - est une formulation unique contenant deux ou plusieurs insecticides,
ou des formulations d’insecticides différentes. Ce mélange est appliqué par le
méme réservoir de dissémination, traité avec deux ou plusieurs insecticides, ayant
des MoA difféerents.

Cette approche suppose que si un moustique survit au MoA d’un insecticide, il sera
tué par l'autre, et que si la résistance a l'un est rare, la résistance aux deux a la fois

sera extrémement rare.



» Mosaique a échelle précise- C’est une application de deux insecticides avec

différents MoA contre une méme population d’insecte séparé dans l'espace. En
utilisant deux insecticides avec un MoA différent dans des foyers différents au sein
d’un méme village. Les moustiques sont ainsi susceptibles d'entrer en contact avec un
deuxiéme insecticide au cours de leur vie s'ils ont survécu a I’exposition au premier.

Ceci réduit la pression de sélection pour les deux insecticides.

Trois principaux objectifs pour surveiller la sensibilité dans le programme de lutte contre les
vecteurs ( IRAC, 2011).

Rassemblement de données de référence: Mené avant le début d'un programme de
contréle, afin de fournir des données de référence pour orienter le projet et le choix
des insecticides.

Surveillance de la sensibilit¢ au fil du temps: Pour évaluer la proportion de
moustiques sensibles dans une population au fil du temps, en la comparant avec les
données de référence pré-intervention. Par conséquent, I'impact de la stratégie de
contr6le sur la proportion d'individus sensibles dans la population de moustiques peut
étre évalué.

Détection de la résistance: Pour détecter les individus résistants, lorsqu’ils ont une
faible fréquence dans la population, de fagon a ce que la gestion de la résistance puisse

étre facilement introduite.

Surveillance basée sur la dose discriminante DD (= 2x LCgg) d'un insecticide:

La résistance peut passer inapercue pendant une longue période, a la condition que la LCogg

(concentration d’insecticide nécessaire pour tuer 50% des moustiques testés) ne soit pas

affectée. Toutefois, une augmentation du nombre d’individus hétérozygotes résistants pourra

provoquer un changement dans la LCso (concentration d’insecticide nécessaire pour tuer 50%

des moustiques testés).

Détection de la résistance en stade précoce, basé sur LCso et le facteur de résistance:

Examiner les données de la dose de mortalité, y compris la LCso, permettra la détection d'un
changement dans la sensibilité des vecteurs. Ceci, lors des premiers signes de la résistance
aux insecticides, avant que la réduction de I'efficacité du produit en champ ne survienne.



Chapitre 111 :Matériel et Méthodes

1. objectif de Recherche

L’objectif principal de cette étude et d’évaluer et de comparer respectivement 1’activité
larvicide de deux insecticides chimiques et un bio insecticides ; sur les formes larvaires (L3
et L4) de Culex pipiens dans une période de trois mois au laboratoire de parasitologie de SNV
(science de la nature et vie).

2 .Matériel Utilisé
2.1. Matériels biologiques
2.1.1. Culex pipiens

Les larves ont été ramenées de 1’Institut Pasteur d’Alger provenant de la Wilaya de Ouargla
et Jijel et d’autres ont été récolté dans le lac de Reghaia.

2.1.2. Novacride

Le bio insecticide choisi est Novacride, ce dernier est a base d’un champignon
entomopathogénes, Metarhizium anisoplaie , fourni par I’Institut National de Protection des
végétaux d’El-Harrach.

2.2 Matériel non biologique (voir annexe)

2.3 Matériel chimique

Comme produits chimiques nous avons choisi deux produits appartenant a deux familles
chimiques les plus couramment utilisées a savoir: la famille des organophosphorés
représenté par Atiphos 48 EC a 480g de matiere active Chlorpyriphos-éthyl et la famille des
pyréthrinoide de Synthese représentée par Décis a 10% de matiere active la deltamétrine.

3. Echantillonnage des larves de Culicidae au lac de Réghaia

L'échantillonnage a été effectué en utilisant la méthode de coup de louche d’une capacité de
500 millilitres. Cette technique consiste a prélever a 1’aide d’une louche en métal, les larves
des moustiques se trouvant dans le lac. La louche est plonger doucement dans I’eau en faisant
45° d’angle, jusqu’a ce qu’on soit juste sous la surface, en faisant attention de ne pas déranger
les larves et ne pas les faires disparaitre au fond (Bouabida et al., 2012).

Les larves et les nymphes de moustique récolté ont été mises dans des bouteilles d’eau d’1.5L
étiqueté légérement fermé, et ont été transporté au laboratoire de parasitologie de SNV
(Faculté sciences de la nature et de la vie). Aussitdt apres le retour du terrain les larves et les
nymphes on été versé dans des bacs en plastique (Fig.26).



Figure26 : Bac contenant des larves récoltées dans le lac Reghaia (Original, 2018)

3.1. Techniques d’identification des Culicidae

Pour identifier les especes, on passe par deux étapes : le montage (les larves) et
I’identification des especes.

Le montage des larves et I’identification des espéces nécessitent le matériel suivant :

- Lames, lamelles et compte-goultte,

- Loupe binoculaire (ZEISS) et microscope (ZEISS),

- Boite de pétri, pince souple et coupelleen verre,

- Epingles entomologiques et colle.

Les larves apportées au laboratoire sont a différents stades d’évolution, seules les larves du
IVeéme stade sont prises en compte pour 1’identification des especes (Roux, 1958).

» Le montage des larves

Ce montage a pour but de permettre une meilleure observation du spécimen sous microscope
optique. Le protocole de montage des larves est le méme et suit une seule technique.

Pour identification des larves nous avons effectué un éclaircissement des larves en utilisant
la technique de Marc André qui consiste a mettre les larves dans une solution d’hydroxyde de
Potassium préparée a partir de 100ml d’eau distillée et 20g de KOH pendant deux heures.
Ensuite cette solution de KOH est remplacée par de 1’eau distillée pendant 30 minutes. Enfin
le montage entre lame et lamelle passe par quelques gouttes de liquide de

Faure déposée sur la lame dont les larves seront posées sur la face ventrale au microscope
optique (Bouchery et Jacky, 1982) (Fig. 27).



Figure 27 : Montage des larves entre lame et lamelle (original, 2018)

» L’identification des espéces

L’identification des espéces a partir des larves récoltées nécessite une observation sous
microscope et [’utilisation du logiciel d’identification des Culicidés d’Afrique
méditerranéenne établi par I’IRD de Montpellier (Brunhes et al, 2000). Ce logiciel d’un
maniement facile, rend la détermination trés aisée et donne des caractéristiques biologiques et
écologiques sur les différentes especes.

Sur la lame, on mentionne le genre et I’espece, la date et la station de prélévement.

4. Traitement des individus

Le traitement des larves nécessite la réalisation de certaines étapes telles que la préparation et
la détermination de la concentration de la solution entomopathogéne et des produits chimique
ainsi que le choix de la dose utilisée et du mode de traitement.

4.1. Préparation de la solution entomopathogene

La solution mére est préparée comme suite toute en sachant que, 1g de la masse de Novacride,
contient environ 5 x 10%° spores de M. anisopliae :

lg ool 5x 10% spores

Donc: x=6x10"
1,28 ooiiinn. 6 x 10! spores

Avec une balance de précision la masse de 1,2g de spores de Metarhizium a été pesée, pour
ensuite étre diluer dans 20 ml d’eau distillée (Solution mére) concentrée a 6x 10! spores. La



solution ainsi obtenue est mise en agitation pendant 15 minutes pour une libération maximale
des spores.

Nous avons choisi trois doses a partir de la solution mere, en utilisant des tubes a essali
chacun contenant 9 ml d’eau distillée stérile.
Aprés une bonne agitation nous avons prélevé 1 ml de la solution mere dont nous lui avons
additionné 9ml d’eau distillé (1*" tube & essai) , on obtient la dilution 10 et ainsi de suite
jusqu'a I’obtention de la derniére dilution.

e 1° tube a essai

20ml ............ 6x 10! spores

X = 3x10% spores/ ml
Donc le 1 tube & essai contiennent spores 3x10%° /10 m

e 2°M™ tube a essais (1Ml 1°" tube a essai et additionné a 9ml d’eau distillé)

X=3x10° spores /10 ml, qui correspond & C2

e 3™ tube a essais (1Ml 2¢™ tube a essai et additionné a 9ml d’eau distillé)

X= 3x108 spores /10ml, qui correspond a C3

Pour calculer les doses nous avons appliguée la formule C1.V1=C2.V2
e Pour la D1 nous avons C1= 3.10'%spores V1= 1ml V2= 10ml
3.101x 1=C2x 10
C2=3.10°spores /ml ; qui correspond & la premiére doses
e D2:C1=3x10%spores
3x10%x1=C2x10
C2=3.108 spores /ml qui correspond & la deuxiéme dose

e D2:Cil=3x108



3x108x1= C2 x10

C2=3.10" spores /ml, qui correspond a la troisiéme dose

4.2. Préparations des dilutions des produits chimiques
> Décis :

Différentes doses de Décis ont été préparées, ces doses ont été appliquées sur 10 larves de
troisieme et quatriémes stades nouvellement exuvies placées dans des gobelets contenant
chacun 50ml d’eau.

D’apres les doses prescrites sur 1’étiquette du produit, 10 ml du décis doit étre diluer dans Sml
d’eau. A partir de cette dose nous avons prélevé les quantité suivantes a savoir :D1 2 ml de
Décis dans 1 1 d’eau distillé, D2 : 1 ml de Décis dans 0,5 1 d’eau distillé, D3 : 500 ml de décis
dans 250 1 d’eau distillé. C’est doses ont été pesées puis convertie en g/ml ceci nous a donné
les doses suivantes a savoir D1 : 0,0019g/ml ; D2 ; 0,0038g/ml ; et D3 : 0,0075 g /ml

» Chlorpyriphos :

Différentes doses d’Atiphos (0,0016g/ml ; 0,0032g/ml ; 0,0053g/ml) ont été appliquées dans
des gobelets contenant chacun 50ml d’eau et 20 larves de troisiéme et quatriemes stades
nouvellement exuvies.

D’apres 1’étiquette du produit 8,79, d’ Atiphos doit étre dilué dans 5 1 d’eau. On appliquant la
la régle de trois pour estimer les dilutions souhaiter, soit 0,4g dans 250ml d’eau; 0,2
dans125ml et 0,1g dans 75ml, puis convertie en g/ml.

4.3. Protocole expérimentale

Les essais sont réalisés dans des gobelets en plastique contenant chacun un nombre de
larves de stade 3 et 4(fig.28). Chaque gobelet contient 50 ml de solution d’eaux distillé a
différents concentrations sur les produits utilisés avec un témoin. Les taux de mortalité sont
mesures apres des expositions aux insecticides allant de 2heures a 72 heures suivant la
nécessité des expérimentations. Les larves ne sont pas alimentées pendant les essais.
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F-igure28 : Photo des dispositifs. des eXpérimentations (Original, 2018)

Ces comptages permettent d'obtenir la sensibilité larvaire, exprimée par le taux de mortalité
(%) en fonction du temps d’exposition et de la dose du toxique. Lorsque le taux de mortalité
des témoins dépasse 20%, le test doit étre renouvele. Lorsque ce méme taux est compris entre
5 et 20%, une correction est effectuée grace a la formule d’ Abbott (Abbott,

1925).

5. L’analyse biochimique des protéines

L’analyse biochimique des protéines a été effectuée sur le corps entier des larves des
C.pipiens, qui on été congelé préalablement.

5.1. Extraction des métabolites

L’extraction des métabolites a été conduite pour chaque traitement. Un groupe de 10 larves
nouvellement exuvies de chaque traitement est homogénéis¢é dans 1ml d’acide
trichloracétique (TCA) a 20%. Apres une premiére centrifugation de la solution broyée (
5000 trs/min a 4° C pendant 10 min. Le culot est récupéré des tubes (culot I) est additionné
du mélange en partie égale d’éther et de chloroforme et subie une seconde centrifugation
(5000 trs/min a 4°, ,pendant 10 min) qui entraine une formation d’un surnageant et d’un
deuxiéme culot (culot 11') . Ce derniére sera dissout dans de la soude (0,1N) et utilisée pour la
quantification des protéines totales selon Bradford (1976).

5.2. Dosage des Protéines

Le dosage de protéines totales est effectué selon la méthode de Bradford (1976) en ajoutant a
100 pl du culot I, 4ml de réactif du bleu brillant de commassie (BBC) G 250 (Merck). La
solution de BBC, se prépare comme suit: 100mg de BBC est homogenéise dans 50ml
d’éthanol (95°), ensuite 100ml d’acide orthophosphorique a 85% est additionné au mélange



et ensuite compléter a 1000ml avec I’eau distillée. Celui-ci révele la présence des protéines en
les colorants en bleu. L’absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de
595 nm. La gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine titrant Img/ml
d’eau distillée.

Tableau 1 : Réalisation de la gamme d’étalonnage des protéines

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard | O 20 40 60 80 100
d’albumine

Eau distillé 100 80 60 40 20 0

Réactif BBC 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml




|. Résultats

1.1. Inventaire et identifications des différentes especes de moustique

récoltées

L’identification des spécimens collectés dans les 3 gites nous a donnée les résultats suivants :

Tableau 2 : Résultats d’identifications des espéces collectés dans le lac de reghaia

Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Espéces C.pipiens C.hortensis Culiseta
Sites longiareolata

Gite 1 27 0 14

Gite2 28 0 8

Gite3 0 28 11

Total 55 28 33

site 3
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Figure 29 : Représentation graphique des espéces rencontrées au lac de Reghaia

I.1.1.1dentification des larves de Culex pipiens : Nous avons suivit un certain
nombre de critéres pour pouvoir identifier les larves.

» ldentification du genre :
a.Téte :

» Longueur de I’antenne est le premier critére d’identification du genre, les résultats
obtenue sont les suivants : Antenne longue (L=Ia longueur de la téte) (Fig.30)



» Structure hypostomale (structure maxillaire) : Complete ou nettement marquée
(Fig.30 a,b)
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antenne longue (L=la 1ongbe de tée) 3
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Figure 30(a et b) : Structure de la suture maxillaire et langueur de 1’antenne dans
d’identification du genre Culex (Brunhes et al, 1999)

b.Abdomen :

» Position de ’orifice respiratoire (siphon) est I'une des critéres les plus marqué pour
I’identification du genre dans ce cas ’orifice respiratoire S’ouvre a I’extrémité d’un
tube cylindrique (fig.31)

» Ornementation du siphon Avec peigne basale et plusieurs touffes de soies
ventrales (fig.31 a,b)
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s'ouvrant a l'extrémité d'un tube cylindrique

avec peigne basal et plusieurs touffes
de soies ventrales

Figure 31 (a et b) : critére d’identification du genre Culex (position de 1’orifice respiratoire et
ornementation du siphon ) (Brunhes et al, 1999)

D’apres les résultats d’identification du genre nous avons trouvé le genre :

Culex

> ldentification de I’espéce :

a.Téte:

» Le premier critére d’identification de 1’espece est 1’insertion de la soie antennaire 3-A
dans ce cas la soie antennaire se situe a proximité 4-A

> Le mentum forme avec une paire de mandibule armées de dents sur leur bord distal
I’appareil masticateur Le nombre de dents du mentum se différent d’une espece a une

> autres et notre espéce possede 8 dents ou plus de part et autre de la dent médiane

(fig.32a, b)
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Figure 32: photos représentent 1’insertion de la soie antennaire 3-A et de nombre de dents
du mentum (Brunhes et al, 1999)

b.Abdomen

» Concernant la forme du siphon il existe plusieurs formes : a bords droits, a bords
convexes, a bords concaves ou a bord arqués dans notre cas notre especes avait un
siphon a bords droit (fig.33a)

Disposition des soies 1-S du siphon des soies ventrales et latérales (fig.33b)

Nombre de branches de la soie 1a-S du siphon posséde de 2 a 5 Branches (fig.33 c)
Orientation de la dent distale du peigne siphonal est de 3 a 5 denticules basaux (fig.34)
Et enfin le dernier critere qui nous a permis d’identifier notre espece est Nombre de
branches de la soie caudale 1-X qui possede 1 Branche (fig.35)

YV VYV V

Culex pipiens
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Figure 33:forme générale du siphon avec disposition de la soie 1-S du siphon et le nombre de
branches de la soie 1a-S du siphon (Brunhes et al, 1999)

moins de 3 denticules basaux de 3 a 5 denticules basaux plus de 5 denticules basaux

Figure 34: Orientation de la dent distale du peigne siphonal (Brunhes et al, 1999)



2 branches 3 branches iet plus

Figure 35 : Nombre de branches de la soie caudale 1-X (Brunhes et al, 1999)

Le Culex pipiens est particuliérement proche de C. Culex quinquefasciatus il s’en distingue
par ses soies 1a-S du siphon formées de 2 a 5 branches. Ces critéres nous ont permit de
conclure que cette espéce s’agit de Culex pipiens.

> ldentification des autres espéces trouveées :
a-Culex hortensis :
Téte :

» Insertion de la soie antennaire 3-A est a proximité de 4-A
» Nombre de dents du mentum sont moins de 8 de part est autre de la dent médiane
» Nombre de branche de la soie 6-C posséde 2 branches

Abdomen

> Disposition des écailles du 8°™ segment sont en désordre

» Forme des écailles du 8°™° sont toute sans épine médiane

» Forme générale du siphon est a bord droits

> Disposition des soies 1-S du siphon sont ventrales et latérales

> Nombre de sois latérales 3soies ou plus

» Ornementation de la dent distale du peigne siphonal sont de I’ordre de 3a5 denticules
basaux.

» Cx hortensis est morphologiquement tres proche de cx.desrticola dont il se distingue

par son siphon plus long et mince. (fig.36)



Figure 36: Forme générale du siphon de Cx hortensis (Brunhes et al, 1999)
b.Culiseta longiareolata :
Téte :
» Ornementation du tégument de 1’antenne est lisse
Abdomen :

» Taille et forme du siphon est court et trapu (fig.37)
> Extension du peigne du siphon dépasse la moitié du siphon

Figure37 : Forme générale du siphon de Culiseta longiareolata (Brunhes et al, 1999)

L’identification de cette espéce ne présente pas de difficultés ; ses antennes non spéculées et
son siphon court presque conigue, sont des caractéres trés originaux.

> Interprétation : Nous avons identifié la présence de 3 espéces :Culex pipiens Culex
hortensis, et une espece du genre Culiseta :Culiseta longiareolata. Le Culex pipiens a



été rencontré dans deux sites sur trois. Cette espece a une distribution tres vaste, suivi
par Culiseta longiareolata dans un Sites et Culex hortensis .Parmi les trois espéces
de culicidae recensées, 1’espéce Culex pipiens s’est révélé la plus représentative avec
55 individus récoltés, suivie par Culiseta longiareolata avec 33 individus. Ces especes
semblent les plus dominantes dans notre région d’étude. Cependant Culex hortensis
par 28 individus cet especes est relativement peu abondantes (Tableau 2) (Figure29).

1.2. Résultats de ’effet insecticide des produits utilisés sur Culex pipiens

Dans le but de connaitre 1’effet des insecticides étudier a savoir 1’organophosphoré
(Chorpyriphos), le pyréthinoides de synthése (Décis) et le biopesticide (Novacride) , des
essais toxicologiques sur les larves du 3éme et 4éme stade de Culex pipiens ont été réalisés
Jles résultats sont présentés dans I’ensemble des figures et des tableaux ci-dessous.

1.2.1- Evaluation de ’efficacité des trois produits testés sur les larves de
Culex pipiens

» Choix et calcule des doses

Des testes d’essais sur des populations de larves, ont été réalisé sur de différents doses (D1,
D2 et D3), ou la mortalité des individus est enregistrée aux bout de quelques heures, allant
jusqu'a 72 heures en fonction des produits et des doses . Les doses ont été revues est
diminuées dont les valeurs sont portées dans le tableau (3).

Tableau 3: Récapitulatif des doses de Novacride et des produits chimiques utilisés

Substances testées | Dosel (D1) Dose2 (D2) Dose3 (D3)
Novacride 10° g/ml 108 g/mll 107 g/ml

Chlorpyriphos 0.0016g/ml 0.0032g/ml 0.0053g/ml
Décis 0.0019g/ml 0.0038g/ml 0.0075g/ml

» Estimation du pourcentage de mortalité des populations traitées par le
Chlorpyriphos :

Les ¢études toxicologiques permettent de déterminer I’efficacit¢ de 1’organophosphore,
évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles.

Nous avons effectué 3 répétitions contenants 20 larves chacune pour Jijel et Ouargla et 6
larves pour Reghaia. Le taux de mortalité observé dans les 3 répétitions aprés 8h est
représenté dans les figures (38, 39,40).

Chez les témoins la mortalité est de 0 %.
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Figure 38 : Représentation graphique du pourcentage de mortalité suivant les doses de
Chorpyriphos ( R.Jijel)
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Figure 39 : Représentation graphique du pourcentage de mortalité suivant les doses de
Chorpyriphos ( R.Ouargla)
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Figure 40: Représentation graphique du pourcentage de mortalité suivant les doses de
Chlorpyriphos ( R .Reghaia)

> Interprétation

Willaya de Jijel : Selon les résultats de la Figure (38), nous remarquons que la
mortalité des larves évolue dans le temps pour les trois doses testées. A la dose3 le
taux de mortalité atteint les 55%t au bout de 2h suivi par la dose 2 ou le taux de
mortalité est toujours important mais plus ou moins faible que la dose précédente et
qui est de ’ordre de 40%. Cependant la dose 1 le taux de mortalité débute avec 25% a
la moyenne soit une différence de 25% par rapport a la dose 3. Au bout de 8h le taux
de mortalité est de 100% pour les trois doses choisies.

Willaya d’Ouargla: Selon les résultats de la Figure (39). La mortalité des larves
évolue dans le temps pour les trois doses testées. A la dose3 le taux de mortalité atteint
les 50%t au bout de 2h suivi par la dose 2 ou le taux de mortalité est toujours
important mais plus ou moins faible que la dose précédente et qui est de I’ordre de
45%. Cependant la dose 1 le taux de mortalité debute avec 25% a la moyenne soit une
différence de 20% par rapport a la dose 3. Au bout 8h le taux de mortalité est de 100%
pour les trois doses choisies.

Willaya de Reghaia : Selon les résultats du tableau (5) Figure (40), nous remarquons
que la mortalité des larves évolue dans le temps pour les trois doses testées . A la
dose3 le taux de mortalité atteint les 50% au bout de 2h suivi par la dose 2 ou le taux
de mortalité est toujours important mais plus ou moins faible que la dose précédente et
qui est de I’ordre de 33%, De méme pour la doses 1, ou une différence de 17% par
rapport a la dose 3. Au bout de 8h le taux de mortalité est de 100% pour les trois doses
choisies.



Les résultats obtenus par I’utilisation du chlorpyriphos ont montré que I’activité larvicide de
ce produit est en relation directe avec le pourcentage de mortalité et les doses, plus la dose est
élevée plus le taux de mortalité est important.

» Estimation du pourcentage de mortalité des populations traitées par le Décis

Nous avons effectue 3 répétitions avec 10 larves pour chaque essai pour les régions de Jijel
et Quargla et 6 larves pour le lac de Reghaia. Le taux de mortalité observé dans les 3
répétitions a été observe au bout de deux heures, ayant ainsi un effet choc sur les larves. Le
taux de mortalité observé dans les 3 répétitions apres 24h est représenté dans la figure (41).

Chez les témoins la mortalité est de 0 %.
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Figure 41 : Représentation graphique du pourcentage de mortalité suivant les doses du Décis
( R.Ouargla, Jijel et Réghaia)

> Interprétation

Selon les résultats de la figure(41) nous remarquant un taux de mortalité de 100% pour les
trois doses utilisés. Les résultats obtenus nous montrent que les larves de Cx.pipiens sont
sensibles aux décis avec une concentration de 0.0019 ml qui est la concentration la plus faible.
Nous avons obtenu un taux de mortalité de 100% au bout de 2h.

» Estimation du pourcentage de mortalité des populations traitées par le
Novacride

Nous avons effectué 3 répétitions sur des populations de 20 larves chacune pour les région
de Jijel et Ouargla et 6 larves respectivement pour Ouargla. Le pourcentage de mortalité
journalier des larves traitées par Metarhizium anisopliae sont portées sur les figues (42, 43,
44).
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Figure 42 : Représentation graphique du pourcentage de mortalité suivant les doses du
Novacride ( R.Jijel)
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Figure 43: Représentation graphique du pourcentage de mortalité suivant les doses du
Novacride ( R.Ouargla)
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Figure 44: Représentation graphique du pourcentage de mortalité suivant les doses du
Novacride ( R. Reghaia)

> Interprétation
e Willaya de Jijel : Le taux de mortalité observe durant les 24 heures ne dépasse pas les
5% pour les trois concentrations de Novacride testée. La mortalité des moustiques



varie proportionnellement en fonction des concentrations utilisées d’une part et en
fonction du temps d’autre part .En effet 70% de mortalité au bout de 72h a étais
enregistré a la plus forte concentration 10° g/ml.

Willaya d’Ouargla : Le taux de mortalité observé durant les 24 heures ne dépasse pas
les 10% pour les trois concentrations de Novacride testée. La mortalité des
moustiques varie proportionnellement en fonction des concentrations utilisées d’une
part et en fonction du temps d’autre part .En effet 70% de mortalité au bout de 72h a
étais enregistré a la plus forte concentration 10° g/ml.

Willaya d’Ouargla : Le taux de mortalité observé durant les 24 heures ne dépasse pas
les 33% pour les trois concentrations de Novacride testée. La mortalité des
moustiques varie proportionnellement en fonction des concentrations utilisées d’une
part et en fonction du temps d’autre part .En effet 83% de mortalité au bout de 72h a
étais enregistré a la plus forte concentration 10° g/ml.

1.3. Calcule des doses létales des deux insecticides chimiques et du
biopesticide

La dose létale qui tue 50% de la population d’un ravageur ( DL50) ,est estimé par
établissement de la droite de régression des probits des taux de mortalités donnés par la table
de Finney , (1952) en fonction du logarithme des doses testées. Les logarithmes décimaux des
doses et les probits des taux de mortalité calculé sont représentés dans les tableaux (9 et 10).

1.3.1. Représentation graphique des probits de taux de mortalités en fonction des
logarithmes décimaux des doses de C. pipiens traité par le Chlorpyriphos

Tableau 4: Les logarithmes décimaux des doses et les probits des taux de mortalité

Log de | Région de Jijel Région d’Ouargla Région de Reghaia
doses 2h 4h 2h 4h 2h 4h
LogD1=2,79 | 4,33 4,87 4,61 5,25 4,56 5,00
LgD2=2,49 | 4,75 5,25 4,87 5,67 4,56 5,41
LogD3=2,27 | 5,13 5,67 5,84 5,84 5,00 5,95
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Figure 45 : Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction des logs de doses
de Chorpyriphos apres 2h et 4h (R.de Jijel)
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Figure 46 : Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction des logs de doses
de Chlorpyriphos aprés 2h et 4h (Région d’Ouargla)
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Figure 47 : Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction des logs de doses
de Chlorpyriphos apres 2h et 4h (Région de Reghaia)

> Interprétation : Les larves du 4éme stade de Culex pipiens exposées pendant 2 h
et 4h au Chlorpyriphos présentent des mortalités corrélées aux doses utilisées. La
droite de régression apres une exposition de 2h est de la forme : Y=1,5303x+8,588
avec un coefficient de détermination R?=0,9964, une DLsode 0,42 g/ml. En ce qui
concerne les résultats apres 4h, la droite de régression qui les représente est de la
forme : Y=1,5225x+9,095 le R2=2a 0.9863, sa DLs0=0,37g/ml pour la Région de
Jijel. La droite de régression aprés une exposition de 2h est de la forme : Y= -
0,7568x+6,7314 avec un R?=0,9897, une DLso de 0,43g/ml. En ce qui concerne les
résultats apres 4h, la droite de régression qui les représente est de la forme : Y=-
1,1502x+8,4813 le R2= 0.9773, sa DL50=0,043g/ml pour la Région d’Ouargla. La
droite de régression apres une exposition de 2h est de la forme : Y= -
0,7965x+6,7111 avec un R?=0,6698 une DLso de 0,46g/ml. En ce qui concerne les
résultats apres 4h, la droite de régression qui les représente est de la forme : Y=-
1,7999x+9,9831 le Rz= 0,972 2sa DLs0=0,36 g/ml pour la Région de Réghaia.

Ces valeurs obtenues montrent une assez bonne activité larvicide de ce produit vis-a-vis des
larves de Culex pipiens, et le Rzest proche a 1 donc la probabilité que les équations fournies
refletent correctement la relation entre les données.



1.2.3. Représentation graphique des probits de taux de mortalités en fonction des
logarithmes décimaux des doses de C. pipiens traité par le novacride

Tableau 5: Les logarithmes décimaux des doses et les probits des taux de mortalité

Région de Jijel Région d’Ouargla Région de Reghaia
24h 48H 72h 24h 48h 72h 24h 48h | 72h
Log D1=10 | 3,30 3,72 5,81 3,72 3,00 5,81 2,56 | 541 | 495
Log D2=9 _ 3,30 4,87 _ 3,30 4 .61 4,05 5,00 | 5,44
Log D3=8 _ 3,30 3,30 _ 3,72 4,48 0 405 | 459
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Figure 48 : Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction des logs de doses
de Novacride apres 24h (R.Jijel)
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Figure 49: Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction du log de doses de

Novacride apres 48h (R.Jijel)
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Figure 50 : Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction des logs de doses
de Novacride aprés 72h (R.Jijel)




4 .
§ 3 y =1.86x - 17.36
= R2=0.75
22
S
a1l

0 . .

0 5 10 15

Log de doses
Droite de régression expriment les probits de taux de

mortalités en fonction des logarithmes décimaux pour
les doses de Cx pipiens traités aprés 24h

Figure 51: Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction du log de doses de
Novacride apres 24h (R.Ouargla)
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Figure 52: Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction du log de doses de
Novacride apres 48h (R .Ouargla)
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Figure 53: Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction du log de doses de
Novacride apres 72h (R.Ouargla)
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Figure 54: Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction du log de doses de
Novacride apres 24h (R.Reghaia)
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Figure 55: Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction du log de doses de
Novacride apres 48h (R.Reghaia)
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Figure 56: Régression linéaire des probits de taux de mortalité en fonction du log de doses de
Novacride apres 72h (R.Reghaia)

> Interprétation : Les larves du 4éme stade de Culex pipiens exposées pendant 24h,
48h et 72h a la Novacride présentent des mortalités corrélées aux doses utilisées. La
droite de régression apres une exposition de 24h est de la forme : Y=1,65x-13,75
avec un coefficient de détermination R?=0.75, une DL50 de 0,18 g/ml . En ce qui
concerne les résultats apres 48h, la droite de régression qui les représente est de la
forme : Y=0,21x+1,55 le R?= 0,75, sa DLL50=0,032 g/ml. La droite de régression
obtenue a r des résultats aprés 72h d’exposition est de la forme : Y= 1,255x-6,635
et R?= 0,9794, sa DLso=0,76, pour la région de Jijel. La droite de régression aprés
une exposition de 24h est de la forme : Y=1,86x-17,36 avec un coefficient de
détermination R?=0.75, une DL50 de 0,15 g/ml . En ce qui concerne les résultats
aprés 48h, la droite de régression qui les représente est de la forme :Y=0,12x+2 ,48
le R?>=0,1579, sa DL50=0,016 g/ml. La droite de régression obtenue a r des



résultats aprés 72h d’exposition est de la forme : Y= 0,52x-0,663 et R?>= 0,2957 ,
sa DLso=0,11 pour la région d’Ouargla. La droite de régression apres une
exposition de 24h est de la forme : Y=2,28x-17,65 avec un coefficient de
détermination R?=0,8 327, une DL50 de 0,18 g/ml . En ce qui concerne les résultats
apres 48h, la droite de régression qui les représente est de la forme : Y=0,68x-1,3
le R?=0,9501, sa DL50=0,18 g/ml. La droite de régression obtenue & r des
résultats aprés 72h d’exposition est de la forme : Y= 0,66x0, 6227 et R?>= 0,9731, sa
DLso=0,15 pour la région de reghaia.

Ces valeurs obtenues montrent une assez bonne activité larvicide de ce produits vis-a-vis des
larves de Culex pipiens, et le R2 est proche a 1 donc la probabilité que les équations fournies
refletent correctement la relation entre les données .

1.4. Evaluation des dosages de protéines

1.4.1. Préparation du courbe étalon

Une gamme étalon est réalisée dans des tubes a partir de concentrations croissantes
d’une solution d’albumine a des doses allant de 0 a 100 ml. 4ml du réactif de Bradford
sont ajoutés a chacun des tubes pour un volume final de 104 ml.Le contenu de
chaque tube est transvasé dans une cuve a spectrophotomeétre, la lecture des DO
s’effectue a une longueur d’onde de 595nm.

Les résultats sont regroupeés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 6: Préparation du courbe étalon pour le dosage des protéines.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard | O 20 40 60 80 100
d’albumine (ml)

Eau distillé 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml
Densité Optique 0,0 0,391 0,894 1,802 2,58 2,69




1.4.2. Tracage du courbe étalon
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Figure 57: Courbe étalon pour le dosage des protéines

Tableau 13: Evaluation des concentrations en protéines chez les individus traités de Culex
pipiens dans la Région de Jijel et Ouargla

Reégion de Jijel Région d’Ouargla
Chlorpyriphos Novacride | Chlorpyriphos | Novacride
D1 D3 D3 D1 D2 D3
Absorbance a 0,805 1,39 1,71 0,959 | 1,237 0,70
595 nm
Concentration | 30,32 49,89 60,59 3547 | 44,77 | EOA
(ml/mg)

L’équation obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de la protéine de référence albumine
(tableaul0) et figure (61), nous a permis de calculer les concentrations a partir des différentes
absorbances obtenue (tableau 54). D’aprés ce tableau nous remarquons que les teneurs en
protéines sont presque proche pour les individus traités aux insecticide chimiques pour les
deux régions , cependant pour les individus traités au novacride sont différents ou en note que
dans la région de jijel les individus traités a la dose présente un taux de protéine trois fois plus
important que chez les individus de Ouargla traités a la méme dose .



1. Discussion

D’aprés nos résultats le genre Culex occupe la premiére position, il est représenté par 2
especes: Culex pipiens et Cx hortensis .

L espece Culex pipiens est le moustique le plus abondant, le mieux représenté et le plus
fréquemment récolté au niveau des différents sites prospectés. Ceci est du probablement a
I’abondance alimentaire (Ressources trophiques et hydrologiques) et aux conditions
climatiques. Les composantes physico-chimiques d’une eau peuvent jouer un role primordial
non seulement dans la biologie d’une espéce mais aussi dans la structure et la dynamique de
la biocénose toute entiére (Berchi, 2000). D’aprés plusieurs auteurs : Karboua et Merniz
(1997), Boudrihem (2001), Lounaci (2003), Hamaidia (2004) et Bebba (2004), Culex pipiens
¢té rencontrée dans des gites trés divers, c’est 1’espéce la plus fréquente en Algérie et en
Afrique du Nord. Les larves de cette espece sont rencontrées dans les gites les plus divers
comme, les gites permanents a eau douce pauvre et riche en végeétations. Cette espéce a été
rencontrée par plusieurs auteurs dans les mémes types de gites dont I’eau est fraiche et pure
(Brunhes et al, 1999). Berchi (2000), affirme 1’existence de cette espéce dans les milieux
urbains et sub-urbains de Constantine plus particulierement dans les gites riches en matiere
organique.

D’aprés Brunhes et al (1999), les larves Culex hortensis se trouvent dans les petits gites
dépourvus de végétation. Lounaci (2003) a récolté dans des gites pauvres en végetations et
dans le marais de Reghaia Culiseta logiareolata, est une espéce a large répartition (Brunhes,
2001). Dans la région méditerranéenne se rencontre dans les gites artificiels et naturels
(Rioux,1958). Lounaci (2003) a signalé son existence dans le gite de marais de Reghaia, dans
les gites de I’Institut agronomique d’El Harrach et au niveau de 1’étable d’El-Alia. (Agoun,
1996 ;Berchi, 2000) ont signalé la présence de cette espéce dans différents types de gites a
Constantine. Hamaidia (2004) signale son existence dans des gites pollués, des gites
permanents a eau stagnante riche ou pauvre en végétation et dans des gites temporaires a eau
stagnante ou courante avec ou sans végétation, dans les régions de Tébessa et Souk- Ahras.

Le phénomene de résistance aux insecticides qu'a développé Culex pipiens a suscité la
recherche d'une autre solution pour combattre ces insectes nuisibles et vecteurs de maladies.
Selon Failoux et Rodhain (1999) ce phénomene est apparu en 1990 en régions tempérées.
Culex pipiens connue comme étant une espeéce vectrice de filarioses et d’encéphalites a
développé plusieurs types de résistance vis-a-vis des organophosphorés. Cette résistance est
un phénomeéne du a une forte production d’une protéine appelée estérase B proteine (a plus de
10% des protéines totales) et plus de 10 genes sont impliqués dans sa production et donc dans
la résistance aux organophosphorés (Chevillon, 1994).

Par ailleurs les travaux de Berchi (2000) sur le Malathion testé au laboratoire sur six
populations de Culex pipiens des gites épigés et hypogés ont révélé que ces derniéres étaient
résistantes a ce produit. C'est dans ce sens que nous avons opté pour une lutte
microbiologique.



Les essais que nous avons réalisés ont permis de déterminer 1’efficacité du Chlorpyriphos ,
décis et le Novacride contre les larves du 3émé et 4eme stade de Culex pipiens avec
différentes doses. Nos résultats ont montré un effet significatif quant a la mortalité des larves.
En effet nous avons remarqué que le taux de mortalité des larves témoins utilisées pour les
trois tests était nul.

La résistance de Cx pipiens vis-a-vis du Chlorpyriphos a été décrite par plusieurs auteurs (
Faraj et al., 2002, Chadli et al.,1986, Sinegre (1984), Toma et al., 2011). Ce qui ne concorde
pas avec nos résultats, nos résultats préliminaires, témoignent d’une bonne activité larvicide
du chlorpyriphos au laboratoire.

Peu apreés le traitement avec le Décis, un effet choc (knoch-down)est observé sur les larves de
choc (effet Knock-down).Ce que montre une sensibilité des Cx pipiens au Décis .Nos résultats
concorde avec les travaux faites par Larhbali et al., (2010).

D’aprés nos résultats, on constate que le Novacride commence avec un faible taux de
mortalité, durant les premiéres 24 h, ’activité est trés faible,ceci est du a I’adaptation du
champignon et production d’enzymes specifique a la dégradation du substrat nutritif a savoir
les larves de Cx pipiens apres la germination (Assamoi et al., 2009) .

On considéré que ces mécanismes sont uniques et que les bioinsecticides a base de
champignons peuvent étre des outils de choix dans les programmes de gestion de la résistance
des ravageurs aux pesticides. Avec ces mécanismes d'action particuliers, ces bioinsecticides
peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans potentiellement incite le développement de la
résistance chez les ravageurs. lls peuvent également étre utilisés en alternance avec les
pesticides de syntheése afin de prolonger la durée de vie de ces derniers.

Les protéines jouent un role dans l'organisme de toutes les especes biologiques vivantes
connues (Mahler et al., 1969). Ces derniéres entrent dans diverses réactions et peuvent assurer
la catalyse biochimique, la régulation hormonale et s'intégrer dans la cellule en tant
qu'éléments structuraux en méme temps que les glucides et les lipides (Jacob, 1961). Les
protéines proviendraient d'une part de la digestion des couches procuticulaires profondes de
I'ancienne cuticule et d'autre part, d'une origine exogéne, tel que alimentaire (Munoz &
Sevilla, 1982; Munoz & Ceccaldi, 1987. La production d'ceufs chez les insectes dépend des
protéines. Chez les moustiques autogenes, les protéines stockées aux stades larvaires sont
utilisées pour l'oogenése. Ce pendant, chez les moustiques anautogénes, le repas sanguin
représente la principale source des protéines nécessaires (Briegel, 1985). Les travaux realises
sur des Lépidoptéres Diatraea grandisella (Chipppendale, 1970) et Pieuris brassicae,
indiquent que les fortes concentrations de protéines sont observés au cours du stade larvaire et
diminuent par la suite au stade nymphal (Van Der Geet & Borgsteede, 1969). Par ailleurs, on
remarque une accumulation des réserves protéiques au cours du stade larvaire chez Cydia
pomonella (Sieber & Benz, 1978). En effet, les vecteurs élevées des protéines enregistrées
durant le stade larvaire sont en rapport probablement au transport important de ces protéines
dans I'némolymphe et a une mobilisation des réserves, pour la synthése de la nouvelle cuticule
(Bourguet & Exbrayat, 1977). Des résultats similaires sont observés chez la mouche



domestique car les protéines proviendraient en grande partie des réserves du tissu adipeux
accumulées au cours de la vie larvaire (Weismann, 1963). Les travaux de Stemberger &
Gilbert (1985, 1987). Ont montré que le contenu en protéines est faible quand le volume
corporel des especes est petit. Les observations de nos résultats montrent que la quantité en
protéines est importante chez les larves et les adultes des deux sous especes, témoins par
rapport aux traitées.

En comparant nos résultats avec celui de Ben Malek, 2010, on a pu remarquée une
augmentation des protéines des larves témoins par rapport aux larves traités.



Conclusion et Perspectives

Autrefois, les populations d’insectes résistant aux pesticides étaient combattues soit en
augmentant les quantités de produit utilisees, soit en appliquant de nouvelles matieres actives.
Ces deux stratégies sont désormais révolues. L’utilisation de quantités croissantes
d’insecticides représente un danger pour I’environnement et est trés coliteuse ; par ailleurs, la

découverte et le développement de nouveaux insecticides sont en nette diminution.

Le but de la présente étude est d’évaluer la résistance et de comparer respectivement
I’activit¢ de deux insecticides chimiques (Chlorpyriphos et Décis) et un biopesticide

(Novacride) sur les formes larvaires de Culex pipiens.

Dans cette étude nous avons travaillé sur les larves de Culex pipiens fournies par I’Institut
Pasteur d’Alger provenant de la Région de Jijel et d’Oaurgla et ceux récoltés au lac e

Reghara.

Le traitement par ces produits chez les larves de stades L3 et L4 nouvellement exuviées de
Culux pipiens, a permis d'établir les doses létales la DL50 . Les trois produits montrent une
activité larvicide avec une relation dose -réponse.

Les tests au laboratoire ont montré une bonne activité larvicide, dont le Décis était le
plus efficace, suivi pa Chorpyriphos et le Novacride.

Ces résultats obtenus, nous permet de tirer comme conclusion, qu’il a eu une

sensibilité considérables des larves par rapport au différent traitement.

En raison des inconvénients liés a I’application des insecticides chimiques et leur impact nocif
sur la santé et 1’environnement ainsi que leur utilisation abusives liés aux résistances, le
recours a des alternatifs naturels, tel que le Novacride présentent au vu de nos resultats et ceux
de nombreux auteurs, des avantages écologiques et économiques est intéressants.

En perspective, il serait intéressant d’étudier ’effet a long terme de la persistance du
Novacride apres une application en terrain sur la dynamique des populations de Culex pipiens.
En effet la mise en evidence de I’influence de cet entomopathogéne sur le comportement
physiologique et biologique du moustique nous servira a mieux maitriser 1’utilisation massive

des insecticides chimiques tout en évitant les risques de la résistance.
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Annexes

Annexe 1 : Matériel non biologique

Figure 59 : Spectrophotometre utilisé pour tiré 1’absorbance (original, 2018)
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