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Contribution a Poptimisation de formulation d’un produit a
base d’huile essentielle de thym. Estimation de Peffet

biocide sur les Culex

Résumé

L'effet dévastateur causé par les Culicidae tant a ’'homme qu’aux animaux, par
leur réle de vecteurs potentiels de maladies infectieuses, rend impératif la mise en
ceuvre d'un ensemble de procédés de lutte visant a réduire sa propagation (Rioux,
1958).

Dans ce travall, il a été question d'optimiser une formulation d'un bioproduit a
base d'huile essentielle de thym Thymus vulgaris avec un modele mathématique

appliqué sur les moustiques Culex pipiens.

L'étude a été menée dans différentes stations : le Parc National de Chréa, le
marais cotier de Réghaia, le laboratoire de phytopharmacie appliquée de I'Université
de Saad Dahleb Blida1 et le laboratoire du Paludisme et des Maladies Parasitaires
de 'INSP.

Les applications réalisées ont enregistré un effet sur les larves traitées du
Culex pipiens avec une gradation de toxicité, selon les doses formulées a partir du

plan d’expériences choisi.

Les résultats montrent que les différents types d’application d’huile essentielle

formulée de Thymus vulgaris agissent sur le taux de mortalité des larves du Culex.

Mots clés : planification expérimentale, optimisation par plans d’expériences,

Culex pipiens, Thymus vulgaris, Bioproduit.



A contribution to the optimisation of formulation of a
product based on Thyme essential oil. Estimated biocidal

effect on Culex.

Abstract

The devastating effect caused by Culicidae both man and animals, in their role as
potential vectors of infectious diseases, makes imperative the implementation of a set of

control processes to reduce its spread (Rioux 1958).

The aim of this dissertation is to optimize the formulation of thyme Thymus vulgaris
essential oil based bioproduct with a mathematical model applied on Culex pipiens

mosquitoes.

The experiment was conducted at the experimental station of the Faculty of Natural and
Life Science. The study was carried out in different stations: the Chréa National Park, coastal
marshes Réghaia, laboratory of applied phytopharmacy and at University Saad Dahleb Blida
and the Laboratory of Malaria and Parasitic Diseases of the INSP.

The applications built have recorded an effect on some population parameters of the
treated insect, Culex pipiens. This effect shows toxicity gradation, according to the doses

raised from the used software.

The results show that different types for applying Thymus vulgaris essential oils act on

reducing the residual populations of larvae of Culex pipiens.

Keywords: experimental design, optimization design of experiments, Culex pipiens,

Thymus vulgaris, Bioproduct.
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Introduction générale

Certains groupes de Dipteres sont responsables des plus grandes endémies, c’est le cas
des Culicidae. Ces insectes qui forment des groupes trés homogenes, occupent une place
importante dans la faune terrestre comme dans la faune aquatique d’une part et dans la
transmission de maladies dues a leurs piqlires d’autre part. Ces insectes font alors 1’objet d’un
matériel d’étude trés important pour les entomologistes. Les Culicidae causent de graves
préjudices tant 2 I’homme qu’aux animaux par leur role de vecteurs potentiels de maladies
infectieuses, tels que le paludisme, la fievre jaune, la dengue, la filariose et la peste équine

(Rioux, 1958).

En Algérie, Culex pipiens L. est I’espéce de moustique qui présente le plus d’intérét
pour son étude en raison de sa large répartition géographique, de son abondance et de sa
nuisance réelle, surtout dans les zone urbaines (Bendali & al., 2001). Les moustiques sont
généralement contrdlés par des insecticides conventionnels (organochlorés, organophosphorés
et pyréthrinoides) qui ont donné de bons résultats mais, malheureusement, ont aussi largement
contribué a perturber I’environnement par des effets toxiques indésirables sur I’homme et sur
les especes non visées (Ishaaya & Horowitz, 1998). En conséquence, une lutte intégrée et
raisonnée s’est développée ces dernicres années avec ’apparition de nouvelles molécules
biologiques ayant une action spécifique sur le processus du développement des insectes

nuisibles.

La réflexion actuelle sur les méthodes de lutte non chimiques s'adressant
particulierement aux formes larvaires (Chapman, 1981 ; Coz et Mouchet, 1981) tient d'une
part aux limitations des produits chimiques synthétiques en santé publique (Moreau et Stiles,
1978), aux défauts des méthodes classiques, et d'autre part, au grand avantage de la lutte
biologique qui n'est dangereuse ni pour I'homme, ni pour I'environnement, et on peut espérer

qu'elle sera efficace a long terme.

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. Ainsi, pour contribuer a une gestion durable de I’environnement, la mise en place

de nouvelles alternatives de controle des
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moustiques est davantage encouragée. 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. L’utilisation des extraits de plantes
comme insecticides est connue depuis longtemps, en effet le pyréthre, la nicotine et la

roténone sont déja connus comme agents de lutte contre les insectes (Crosby et al., 1966).

Dans certaines régions d’Afrique noire, les feuilles de tabac malaxées dans I’eau étaient
utilisées pour lutter contre les moustiques. Au Maroc, comme en Algérie, I'utilisation de
plantes contre les invasions de moustiques est une pratique trés courante, surtout dans les
régions rurales. En effet, les odeurs du basilic Ocimum basilicum, Basil (Labiée) et de
Sarghina, Corrigiola telephiifolia (Caryophyllacée) sont des répulsifs trés efficaces. D’apres
Jacobson (1989), plus de 2000 espéces végétales possédant une activité insecticide sont déja

identifiées.

Dans des travaux encore plus récents, les propriétés insecticides de certaines plantes ont
¢été testées sur les larves d’insectes. L’activité larvicide des extraits de plantes médicinales
aromatiques a aussi été confirmée dans les travaux de Jang et al. (2002) sur 4. aegypti et
Culex pipiens en testant 1’activité larvicide de certaines légumineuses et les travaux d’Alaoui
Slimani (2002) dans lesquels la toxicité de Mentha pulegium (Labiée) a été confirmée sur des

larves de culicidés.

L’originalité de ce travail réside dans I’optimisation de la formulation d’un bioproduit a
base d’huile essentielle de thym Thymus vulgaris appliqué contre les larves de Culex pipiens.

Cette optimisation étant réalisée par la méthode statistique des plans

Notre travail s’articule autour de quatre chapitres : le premier chapitre présente une
revue bibliographique divisée en quatre parties. La premiére partie de ce chapitre concerne les
Culicidae, la seconde est consacrée aux Huiles Essentielles, pour la troisieme le thym. Et pour

le dernier, goupy.

Le second chapitre matériel et méthodes, présente le choix des stations d’étude, la
description des biotopes ainsi que les méthodes utilisées pour I’échantillonnage et I’extraction

de I’huile essentielle du thym ainsi que la collecte et 1’identification du Culex pipiens.

Le troisieme chapitre rassemble les résultats obtenus au cours de notre étude lesquels

concernent 1’effet biocide du bioproduit formulé a base de thym contre les larves du Culex
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pipiens. Les résultats sont analysés par des méthodes de planification expérimentale

moyennant le logiciel Design Expert version DX7.
Le quatrieme chapitre est consacré a la discussion générale.

Enfin, nous terminons ce travail par une conclusion générale en mettant 1’accent sur les
perspectives et les travaux qui restent & mener en se référant a de nouvelles voies d’approche

qui pourraient peut-&tre ¢lucider certains problémes causés par ces dipteres.



Chapitre | Syntheése bibliographique

I. Présentation de Culex pipiens
1. Généralités

Les moustiques, d'abord recensés sous le terme Culex ont été identifiés en
1759. Pour autant on a la certitude qu'ils sont apparus a I'ére jurassique, il y a plus
de 170 millions d'années. Le fossile le plus ancien retrouvé date du crétacé (environ
145 millions d'années). A cette époque, ils étaient trois fois plus gros que les

moustiques actuels (Anonyme 2015).

Ce n’est quau XVllleme siecle que les entomologistes définissent une

meilleure classification et que la famille soit dénommée Culicidae.

A ce jour, 3523 espéces de moustiques sont répertoriées sur la surface du
globe. Parmi celles-ci, 10 sont assez agressives envers I'humain. Il s'agit

essentiellement des : Aedes Caspius, Aedes Detritus et Culex Pipiens.

La famille culex compte prés de 800 especes, dont les plus connues sont

Culex Pipiens et Culex Quinquefasciatus.

Les Culex sont présents sur I'ensemble des zones terrestres (sauf I'Antarctique
ou il fait véritablement trop froid pour leur survie) dans tous les milieux naturels, et

urbains (Bussieras et Chermette, 1991). lls sont présents la ou il y a de I'eau.
2. Présentation de Culex pipiens

2.1. Définition

Culex pipiens est un moustique qui appartient a la variété dite commune de
moustiques (Culex). Il est également nommé maringouin, cousin ou moustique
domestique. Il existe des sous-espéeces de Culex pipiens. Tout comme chez les
autres espéeces de moustiques, c’est la femelle qui pique pour produire ses ceufs. Le

sang consommeé est donc indispensable a la reproduction de cette espéce. Pour
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lutter contre ce moustique on utilise des insecticides ou la réintroduction de

prédateurs naturels (Pierrick, 2014).
2.2. Caractéristiques de Culex pipiens
Culex pipiens posséde les principales caractéristiques suivantes:

e palpes allongés chez le male (plus longs que la trompe) et Iégerement
recourbés vers le haut,

e palpes plus courts que la trompe chez la femelle (environ un quart de sa
taille),

e au repos, 'abdomen des adultes est quasiment paralléle au support,

e larves avec antennes allongées,

e siphon respiratoire des larves long.

Culex pipiens est une espéece relativement commune en région
méditerranéenne. On la retrouve également dans toutes les régions tempérées de
I’hémisphére nord (Wall et Shearer, 1992).

2.3. Position systématique

La position systématique du moustique Culex pipiens a été proposée par Linné
(1758), comme suit:

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous Embranchement: Antennata
Classe : Insecta
Sous Classe: Pterygota
Ordre : Diptera
Sous Ordre: Nematocera
Famille : Culicidae
Sous Famille: Culicinae

Genre : Culex

v Espece : pipiens

5
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2.4. Cycle de développement du moustique

Morphologiquement, les Culicidae sont caractérisés par des antennes longues
et fines a multiples articles (6 a 40 articles), des ailes pourvues d’écailles, les
femelles possedent de longues pieces buccales en forme de trompe rigide

vulnérantes de type piqueur-suceur.

Les Culicidae, auxquels appartient le complexe Culex pipiens, sont des
insectes a métamorphose compléte (Holométaboles), passant par trois stades de
développement. De sorte que ces derniers (larve, nymphe et adulte) ont des
morphologies différentes, adaptées a leurs modes de vie : aquatique pour les stades
pré-imaginaux, et aérien pour le stade imaginal (Carnevale et Robert, 2009)
(figure 12). Dans les conditions optimales, le cycle dure de 10 a 14 jours. La femelle
adulte est hématophage, aprés son émergence d’une durée estimée a 24-72h, elle
pique les vertébrés pour sucer leur sang contenant des protéines nécessaires a la
maturation des ceufs (Klowden, 1990) (figure 01). Pendant la piqdre, la femelle
injecte de la salive anticoagulante qui provoque, chez I'homme, une réaction

inflammatoire plus ou moins importante selon les individus (Reinert, 2000).

Figure 01 : Photo d’une femelle de Culex pipiens lors
d’un repas de sang (In Balenghien, 2006)

Dans ce qui suit, il est important de décrire les différents caractéres
morphologiques de l'adulte, et des stades pré-imaginaux dont la connaissance est

indispensable en systématique.
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2.4.1. L’adulte (Imago)

L’adulte atteint environ 9 mm en taille moyenne, globalement brun clair, avec
des bandes antérieures claires sur les tergites abdominaux. Il se distingue facilement
des autres familles de Nématoceres, notamment par les écailles dont leur corps est
recouvert et par la trompe (ou proboscis) trés allongé. Trois parties bien distinctes

compose l'adulte : la téte, le thorax et 'abdomen (Figure 02).

5 Patte antérieure

4 g e Tarsomarss (tarse) oo
3N 7 Chulex pipiens

2 Tibia -
.............................. ) eore Te[e

Aile emur ‘ Tromps
Nervurss longimdinales P Flgellamers
costale “ Amemmes
ous-costale ; Palpes maxillaires
radiale 4y 7 mmmanananenon: «ee Oeil compose
. Occipt
mediane
cubitale ---e-
. Amepronotm Thorax
Anale
= Scumm
Scelhmn.
--------- Postonm:
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Figure 02 : Morphologie générale d’un Culex adulte (Mariana Ruiz Villarreal, 2010)

2.4.1.1 Téte

Deux yeux composés de nombreuses ommatidies s’étendant sur les faces
dors-latérales mais aussi sur une petite partie de la face ventrale. Ocelles absents.
Les parties antérieure et supérieure de la téte comprenant, de bas en haut et d’avant

en arriere, le clypeus (au-dessus de l'insertion de la trompe), le front (qui porte les

7



Chapitre | Syntheése bibliographique

antennes), le vertex (région juxta-oculaire) et I'occiput (partie postérieure). Dans les
échancrures du champ oculaire, s’'insérent les antennes. Celles-ci sont formées de
15 articles chez les males et 16 articles chez les femelles. Les deux premiers articles
appelés respectivement scape et pédicelle et les articles suivants forment le
flagellum, portant a leur base des verticilles de soies, dont la longueur et le nombre
varient suivant le sexe. L’appareil buccal de type piqueur-suceur est constitué par
une trompe allongée, tres développée, toujours dirigée en avant, droite ou courbée
(Rodhain et Perez, 1985) (Figure 03). Cette derniere est constituée chez la femelle,
la seule qui est hématophage, par une gaine en gouttiére (levre inférieure ou labium)
a concavité tournée vers le haut et terminée par deux lobes sensoriels appelés
labelle. Le labium renferme 6 stylets dont I'ensemble forme I'appareil vulnérant. Ces
stylets comprennent deux mandibules, deux maxilles, I'hypo-pharynx contenant un
canal de petit diametre (canal salivaire) et le labre (épi-pharynx). En se réunissant les
deux derniers, forment I'appareil suceur. De tous les stylets terminés en pointe, seuls
les maxilles sont dentées en scie a la partie apicale. Lors de la pigQre, le labium ne
pénétre pas dans les téguments mais se replie a leur surface. De part et d’autre de la
trompe, sont insérés les palpes maxillaires, qui se composent de 5 articles chez tous
les males ainsi que les femelles des Anophielinae et de 3 articles chez les femelles
des Culicinae. Chez les méles, les deux paires de stylets mandibulaires et maxillaires
sont réduits ou manquants, ce qui les rend incapables de piquer (Séguy, 1923, 1955
; Callot et Helluy, 1958 ; Becker et al., 2003).

- Vertex Occiput b

> Pedicelle
Eil compose :

Antenne glabre

Labelles

Figure 03 : Morphologie schématique de la téte de Culicinae (vue de profil)
a) Femelle, b) Méale (Wood et al., 1979)
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2.4.1.2 Thorax

Assez globuleux et renflé a sa partie dorsale, le thorax comporte trois segments
soudés, le pro, le méso et le métathorax, dont chacun présente une partie dorsale
(tergum) et une partie ventrale (sternum). Les pieces latérales étant les pleures. Sur
chacun de ces segments, s’insére une paire de pattes. En outre, le mésothorax, trés
développé, porte une paire de stigmates ou spiracles, une paire d’ailes et un
prolongement postérieur et dorsal qui est le scutellum. La présence ou I'absence de
soies post et pré-spiraculaires au niveau du mésothorax constitue I'un des principaux

caracteres pour distinguer les genres des Culicinae.

Le métathorax porte quant a lui une paire de stigmates et une paire de
balanciers ou haltéres (Rodhain et Perez, 1985) (Figure 04). La membrane alaire,
transparente, est soutenue par des nervures longitudinales et transversales
délimitant entre elles les cellules dont les plus importantes au niveau systématique
sont celles qui sont comprises entre les deux fourchettes radiales R2+3 et R4+5. En
outre, ces nervures portent des écailles et le bord postérieur de l'aile est orné d’une
frange d’écailles. Des écailles de formes, de couleurs et de dispositions variées,
couvrent également les segments thoraciques et les pattes (Hegh, 1921 ; Becker et
al., 2003). D’apres Séguy (1923), les pattes sont trés fragiles, longues et gréles. Leur
longueur augmente de la premiére a la troisieme paire. Chaque patte comprend, de
sa base a I'extrémité distale, la hanche ou coxa, le trochanter indistinct, le fémur, le
tibia et un tarse de cing articles, dont le dernier porte deux griffes et parfois un
empodium et deux pulvilli. Elles peuvent porter des soies, des poils et présenter des
anneaux, formés par des écalilles, diversement colorés. L’absence ou la présence de
griffes denticulées ou de pulvilli sur les derniers tarses permet de distinguer les

genres constituant la famille des Culicidae.
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Soiesac ichs * ies s 2di
BLIOSLIEC T Soies scutellers medianes
Spies scutellers laterales

Coxa 1|

Figure 04 : Morphologie schématique du thorax chez les Culicidae, indiguant
I’emplacement de principaux groupes de soies utilisés en taxonomie (Becker et al.,

2003, dont la légende a été complétée)
2.4.1.3 Abdomen

Il est formé de dix segments, mais seuls les huit premiers sont différenciés et
visibles extérieurement. lls sont composés chacun d’une plaque chitineuse dorsale,
le tergite et d’'une plaque ventrale ou sternite reliées par une membrane souple
latérale. La localisation des écailles et des soies, leur couleur et leur disposition sur
les tergites abdominaux sont tres variés (écailles absentes chez les Anophelinae).
Les deux derniers segments abdominaux, sont modifiés pour les fonctions
reproductrices. Les appendices génitaux ou génitalia du male (hypopigium) sont
pourvus de diverticules anatomiques complexes et fournissent les meilleurs
caracteres de systématique. Le IXe segment comporte trois articles dont le
gonocoxite de forme ovoide, le gonostyle mince et allongé et un 3éme article
généralement reduit a une petite dent ou épine (Figure 05) .Cependant le Xe
segment ou segment anal, représente la partie centrale au niveau duquel se
remarquent le pénis ou phallosome qui est un organe impair médian, entouré de
deux paraméres et souvent des protubérances d’aspect trés variés (en oursin chez

les Culex par exemple), ainsi que deux bras latérobasaux, plus ou moins

10
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développés, insérés a sa base (Knight et Laffoon, 1971 ; Rodhain et Perez, 1985).
Chez la femelle, les segments génitaux de formation trés simple, n’ont guére de
valeur taxonomique. Le Xe segment porte deux prolongements, les cerques,

principalement visibles pour les genres Aedes et Ochlerotatus.

74
N
(4.’ , wr

Figure 05 : Aspect général du génitalia male d’un Culicidae (Culex pipiens L.)(Cc :

gonocoxite ; Ce : cerque ; GC : griffe du gonostyle ; Gs : gonostyle ; Par : paramére

;Ppr : paraprocte ; SL : lobe subapical ; VA : bras ventral ; VAP : bras basal ; X-Te :
tergite X ; IX-TL : lobe du tergite IX) (Knight et Laffoon, 1971)

2.4.2. Les ceufs

Fusiformes, ils mesurent environ 1mm de long. Pondus en « radeaux »
directement sur la surface de I'eau. De couleur blanchatre au moment de la ponte, ils
s’assombrissent dans les heures qui suivent (Fig.6). lls sont détruits trés rapidement
en cas d’assechement. lIs sont réunis par 200 a 400 en nacelle leur permettant d’étre

insubmersibles (Anonyme).

L'ceuf comprend de lintérieur vers I'extérieur I'embryon, la membrane vitelline
pellucide, 'endo-chorion et I'exo-chorion plus ou moins pigmenté et ornementé. Les
Culex, forment des nacelles plus ou moins réguliéres ou chaque ceuf (Figure 06), qui

est muni d’un flotteur micropylaire en socle, se tient verticalement (Séguy, 1955).

11
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C’est avec les pattes postérieures croisées que la femelle du moustique guide

ses ceufs pour obtenir cette formation (Callot et Helluy, 1958).

W Amars Kocke 3910

Figure 06 : CEufs en Nacelle de Culex pipiens
(Cliché Amara Korba, 2010)

2.4.3. Lalarve

Celle de Culex pipiens se développe indifféeremment dans les eaux claires ou
polluées. D’aspect vermiforme, son corps se divise en trois segments : la capsule
céphaligue complétement sclérifiée, le thorax aplati composé de trois segments
fusionnés (bien plus large que les deux autres parties) et 'abdomen souple qui se
compose de dix segments. Sa taille varie de 2mm a 12mm en moyenne en fonction
des stades (Figure 07). Elle est dépourvue d’appareil locomoteur, ce qui ne signifie
pas qu’elle soit immobile. D’aprés Forattini (1996) (in Becker et al., 2003), 222 paires
de soies sont insérées tout au long du corps de la larve, leur arrangement est appelé
la Chetotaxie ce qui présente le principal critere en taxonomie morphologique des
larves. 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 'eau; ce tube
est muni de 5 clapets qui s’ouvrent sur deux orifices par ou l'air pénétre a l'intérieur
quand la larve monte a la surface de l'eau, et se rabattent quand elle gagne les
profondeurs. Ses piéces buccales sont de types broyeurs, adaptées a un régime
saprophyte (alimentation de type particulaire) (Kettle, 1995 et Andreo, 2003).

12
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TETE I THORAX | ABDOMEN | siphon

segment anal

antenne | derniers segments

Figure 07 : Larve de Culex pipiens
(In Brunhes et al., 1999)

2.4.3.1. Téte

La capsule céphalique est formée d’une plaque chitineuse médiane, le
frontoclypéus et de deux plagues latérales épicraniennes. Au frontoclypéus est
rattachée une plaque antérieure étroite (préclypéus) portant les brosses buccales.
Les piéces buccales sont broyeuses, et principalement composées par des
mandibules épaisses a pointes aigués, et d’'une plaque mentonniere triangulaire et

dentelée appelée mentum (Séguy, 1955 ; Rodhain et Perez, 1985).

Préclypéus et frontoclypéus portent 18 paires des soies symétriques codées de
0-C a 17-C (la lettre C désigne les soies qui se trouvent sur les plaques de la téte).
La forme et le nombre des branches de ces soies présentent un grand intérét
taxonomique notamment les soies péclypéales, clypéales, frontales et occipitales.
Deux paires d’yeux sont situées sur la parie médio-latérale des plaques
épicraniennes. Les deux yeux antérieurs en forme de taches noiratres, constituent
les yeux composés primordiale du futur adulte. Derriére ceux-ci, se trouvent les deux
petits yeux des larves ou stemmata. Les antennes qui se posent dans les angles
antérolatéraux de la téte, sont plus ou moins minces et légérement effilées. Elles
peuvent étre plus courtes que la téte et droites ou légerement incurvées ou aussi
longues voire plus longues que la téte et prendre la forme d’'une courbe réguliere. Le

tégument des antennes est souvent couvert des poils et des spicules. Les soies
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antennaires, nommées de 1-A a 6-A, sont tres utiles pour la reconnaissance des

genres et certaines especes appartenant au genre Culex (Becker et al., 2003)
(Figure 08).

Saie B Touffe palatale
postérieur (2-C) Entero-medisns B Touffe palatzle
| Touffe palatale |stérsle antéro-médians
Soie glypéals Eni .
postérieur [3-C) pine clypesls
N 1-C Labrum. -7,
v ~ . - H
\ W . . ] Spie antennaire [1-A)
Soie antennaire -y " ) i )
[1-8) \i i Soie frontale extame (7L
Soie clypésle WY /
nnctariane (4.0} f.

Soie frontale

Zoie frontale exteme [5-C)
P— e

Soie frontzle ¥

e
Soie frontae

intarne (5-C)

oie frontalz inteme (5-C)

a Soie glypeale posterieur [4-C)

—

b

c
Figure 08 : Morphologie externe de la téte de la larve des Culicidae (in Boukraa

S.,2010) a : Vue dorsale chez les Anophilinae (a gauche) et les Culicinae (a droite)
(Becker et al., 2003, avec |légende complétée). b : Mentum d’une larve de 4éme stade
de Culex theileri (Boukraa S., 2010) ¢ : Antenne et soies antennaires de Culicinae

(Schaffner et al., 2001).
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2.4.3.2 Thorax

Le thorax est large et trois séries successives de soies plus ou moins ramifiées
en marqguent les trois régions autrement indistinctes. Les paires de soies symétriques
sont numérotées 0-P a 14-P sur le prothorax, 1-M a 14-M sur le mésothorax et 1-T a
13-T sur le métathorax. Becker et al., (2003) signalent que seules les soies pro-
thoraciques présentent un intérét taxonomique (Figure 09). Chez les Uranotaenia,
guelques soies méso-thoraciques et méta-thoraciques peuvent aussi étre modifiees

et participer a la distinction des espéeces (Ramos et Brunhes, 2004).
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Figure 09 : Chetotaxie de la face dorsale du thorax et de I’'abdomen des larves.

a: Culicinae ; b : Anophelinae (Becker et al., 2003).
2.4.3.3 Abdomen

Caractérisé par une forme allongée et sub-cylindrique, 'abdomen des larves de
Culicidae est composé de dix segments individualisés. Les sept premiers se
ressemblent entre eux, ou chaque segment est orné de 15 paires de soies (excepté

le segment | ou se trouvent seulement 13 paires de soies). La majorité de ces soies
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sont trés peu utilisées en taxinomie, hormis chez les Anopheles ou 'abdomen est
recouvert par certains caracteres spécifiques, notamment, les soies palmées et les
plagues tergales. Sur le huitieme segment abdominal qui posséde un intérét majeur
en taxonomie, deux structures tres importantes sont annexées. La premiére, c’est le
peigne qui est constitué par un ensemble s’épines ou d’écailles, variables dans leur
forme, leur nombre et leur disposition. Le hombre d’écailles varie de 5 a plus de 100
et peuvent étre arrangées en une seule ligne, en double lignes, en forme irréguliere
ou encore en forme triangulaire. Celles-ci, s’insérent sur le bord postérieur d’'une
plaque chitineuse chez les Uranotaenia et les Anopheles. La deuxieme structure
correspond aux deux ouvertures spiraculaires qui s’ouvrent soit directement au
niveau du tégument (comme c’est le cas chez les Anophelinae) soit a I'extrémité
apicale d’'un organe chitinisé de forme troconique, appelé le siphon respiratoire,
principal caractére des Culicinae (Figure 10). Il s’agit d’'un des caractéres les plus
utilisés pour l'identification des espéces constituant les Culicinae. Plus ou moins
long, ce siphon porte de part et d’autre une rangée d’épines (peigne de siphon) et

selon les genres et les espéces, une ou plusieurs touffes de soies.

Le dernier segment ou segment anal projeté ventralement, ne se trouve pas
dans le prolongement du corps, mais forme avec celui-ci un angle de 130°. Il est
entouré sur la partie dorso-latérale, d’'un renforcement chitineux qui constitue la selle.
Cette derniére est ornée d’épines et d’une paire de soies (1-X), de paires de longues
soies disposées en une brosse dorsale, d’'une ligne de soie et d’'une brosse disposée
ventralement. Au niveau du bord postérieur de la selle, quatre papilles anales
saillantes entourent I'anus, qui est terminal (Callot et Helluy, 1958 ; Rodhain et
Perez, 1985 ; Becker et al., 2003 ; Ramos et Brunhes, 2004).
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Figure 10 : Soies du siphon et des segments Vlil et X d’une larve de Culicinae

(Becker et al., 2003, avec légende complétée)

2.4.4. Lanymphe

La nymphe des Culicidae ou pupae en anglais, se caractérise par une téte et un
thorax réunis en une seule masse globuleuse, le céphalothorax, et une partie
postérieure effilée et recourbée constituant 'abdomen ; ce dernier donne a la forme
générale de la nymphe un aspect d’une virgule (Figure 11). Sur le sommet de la
portion céphalothoracique se projettent deux trompettes respiratoires de formes trés
variables -souvent longues et cylindriques-équivalents physiologiques du siphon
respiratoire de la larve. L’abdomen de la nymphe de Culicidae est composé de huit
segments (visibles) ou chacun d’eux porte des soies caractéristiques. Une soie
palmé se trouve généralement au niveau de premier segment, cependant, le dernier
segment est muni de deux palettes natatoires transparentes souvent ornées de
denticules et de soies (Hegh, 1921 ; Rodhain et Perez, 1985).

17



Chapitre | Syntheése bibliographique

La cuticule du céphalothorax est transparente ou les ébauches des appendices
locomoteurs, des antennes, de l'appareil buccal et des yeux composés des futurs
adultes sont nettement visibles (Becker, 2003). La forme et 'ornementation de ces
trompettes peut fournir, avec les palettes natatoires, certains caractéres spécifiques
aux genres et aux especes. La disposition des rares soies que la nymphe porte sur le
corps peut aussi étre utilisée, surtout, lorsque l'identification des larves et des adultes
sont difficiles (Séguy, 1923).

Trompettes
respiratoires

Céphalo-thorax

abdomen

Palettes
natatoires

1 mm

Figure 11 : Aspect général d’'une nymphe de Culex pipiens (Berchi, 2000).

Le schéma ci-dessous résume le cycle du Culex :
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Figure 12 : Cycle de développement de moustique Culex pipiens (Klowden, 1990).
3. Périodes d’activité

Le développement des Culex dépend essentiellement de la température et de
la pluviométrie. lls vont donc préférentiellement se développer dans les pays chauds
ou ils pourront étre présents quel que soit le moment de l'année. Leur
développement sera favorisé lors de fortes températures associées a des taux
d’humidité élevés. Sous nos climats, la période de I'année correspondante est I'été,

mais aussi 'automne dans une plus faible mesure (Toral Y Caro M.2005).

Notre climat tempéré est beaucoup moins stable que les climats équatoriaux et
tropicaux, ou les saisons seches suivent les saisons humides. Le nombre de Culex
n’est donc pas constant d’'une année sur l'autre, ainsi qu’au cours d’'une méme

saison. On distingue de plus au sein du climat tempéré des différences de
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température et de pluviométrie entre les climats océaniques, méditerranéens et
continentaux (Ripert C.2007).

En Algérie, on trouvera préférentiellement des Culex dans les régions
méditerranéennes (Toral Y Caro M.2005), lors de fortes températures associées a un

degré d’humidité élevé.

La période d’activité des Culex, comme tous les moustiques, démarre au
crépuscule et dure jusqu’a la fin de la nuit (Urquhart et al.1996), (Wall et Shearer,
1997)

4. Facteurs de développement

Différents facteurs vont influer sur le degré d’humidité, et ainsi jouer un réle

dans le développement des Culex. On trouve :

- Les facteurs naturels : la fréquence des précipitations ainsi que leur
guantité (Paz S., Albersheim 1.2008), les orages dont les dégats peuvent
causer des crues, la résurgence des nappes phréatiques (Ripert
C.2007). Ce type de facteurs dépend essentiellement de la région et il
est difficile pour ’lhomme de les contréler.

- Les facteurs artificiels : les systemes d’irrigation par gravité tels que
les rizieres, les zones d’élevage piscicoles et d’aquaculture, les stations
d’épuration, les barrages, les lacs artificiels (Ripert C.2007). Ces facteurs

sont plus facilement contrélables car crées par 'lhomme.

Pour ce qui est du role de la température, de fortes chaleurs, notamment en
début d’été, favoriseront le développement de Culex pipiens (Paz et Albersheim
2008).

5. Reproduction

Deux a quatre jours aprés leur sortie de I'eau, les moustiques partent en quéte
d’'un partenaire sexuel. Le moustique male est attiré par les vibrations des ailes de la

femelle en vol (200 a 400 battements par seconde), ainsi que par des phéromones
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sexuelles. La perception des phéromones par le méale est rendue possible par des
soies sensitives situées sur les antennes. Les battements d’ailes, quant a eux, sont
percus grace a l'organe de Johnston, lui aussi formé de soies spéciales et situé sur

les antennes (Toral, 2005).

Culex pipiens est hétérodyname, c'est-a-dire que la reproduction est
saisonniere. Aprés l'accouplement, les males ne tardent pas a mourir. Il n’y a
généralement qu’un seul accouplement au début de la vie de I'adulte La fécondation
des ceufs a lieu au fur et a mesure de la ponte (Andreo, 2003 ; Bussieras et
Chermette 1991 ; Cachereul, 1997).

Les femelles nées a 'automne ne se reproduisent pas ; elles se nourrissent de
substances sucrées ce qui leur permet ensuite de survivre tout l'hiver sans
s’alimenter (Andreo, 2003 ; Kettle, 1995).

6. Ponte

Selon les mémes auteurs, cités précédemment une fois gorgée de sang, la
femelle se réfugie dans un abri jusqu’au développement complet des ceufs, puis elle
cherche un endroit pour pondre. Le nombre d’ceufs varie en fonction de la quantité
de sang absorbé, les pontes autogénes étant toujours composées d’un nombre
relativement réduit d'ceufs. Les ceufs sont déposés en nacelle a la surface de I'eau,
perpendiculairement a celle-ci, et arrangés de facon a ce que la larve ait la téte en
bas et émerge par le dessous de 'ceuf. Une femelle peut pondre 800 a 2500 ceufs

répartis en pontes de 100 a 400. Les pontes ont généralement lieu au crépuscule.

7. Répartitions géographiques

Senevet et al. (1999) estiment que Culex pipiens est le moustique le plus
fréquent dans le monde (Figure 13) et extrémement commun dans I'ensemble des

zones tempérees.
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Figure 13 : distribution de Culex pipiens dans le monde (Senevet et al., 1999)

7.1 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 de son abondance et de sa nuisance réelle,
surtout dans les zones urbaines (Bendalif et al., 2001).

8. Intéréts de la lutte contre Culex pipiens
8.1. Especes cibles

On distingue deux types d’espéces cibles : les hommes et les animaux.

Les especes essentiellement zoophiles comme Culex pipiens vont s’attaquer en
prioritt a des animaux, en l'occurrence des oiseaux car ce moustique est
ornithophile.
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Cependant, s’il se retrouve dans une zone habitée par des hommes ou bien

des mammiféres, ce Culex est capable de prendre son repas sanguin sur ces

nouveaux hoétes. Il est donc accessoirement anthropophile (Faraj et al., 2006 ; Ripert
C.2007 ; Euzeby, Hamer et al., 2008).

8.2. Les principales nuisances causées par Culex pipiens
On distingue deux types de nuisances causées par Culex pipiens :

La premiére est causée par la piqure de la femelle (Urquhart et al.1996) qui va
entrainer, chez I'homme comme chez [I'animal, une Iésion ronde
érythémateuse de quelques mm a 2 cm de diametre. Il est a noter que la
pigure ne provoque aucune douleur immédiate grace a un anesthésique local
contenu dans la salive (Andreo, 2003). Les lésions sont trées souvent suivies
d’une réaction allergique due aux allergenes présents dans la salive de Culex
pipiens injectée durant le repas sanguin. Cela entraine généralement un fort
prurit (Toral et Caro, 2005)

La deuxieme nuisance est liée a la transmission de maladies. Le moustique se
contamine au cours du repas sanguin sur un hoéte infecté. L’agent pathogéne
va alors subir un cycle de maturation et sera transmis au cours du repas

suivant sanguin (Cchst, 2015).
On distingue 2 types d’agents pathogenes transmis par les Culex :

- Des virus
De la famille des Bunyaviridae genre Phlebovirus, comme le virus de la Fiévre
de la Vallée du Rift, zoonose dont I'espece cible principale est le bétail (Petit
et al., 2009)
De la famille des Flaviviridae genre Flavivirus :

s Le West Nile atteint les oiseaux mais peut aussi toucher ’'homme (Faraj

et al., 2006 ; Hamer et al., 2008).
% L’encéphalite de Saint Louis atteint également 'oiseau et 'homme.
% L’encéphalite japonaise humaine a pour réservoirs le porc et les oiseaux

sauvages.
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% Le virus de la dengue atteint exclusivement 'lhomme.
% La fievre jaune peut se transmettre aux singes et a 'homme (Andreo,
2003).

- Des parasites

= Dirofilaria immitis, responsable de la dirofilariose cardio-pulmonaire du chien.

Ce parasite vit essentiellement dans le cceur droit et I'artére pulmonaire. Il
entraine des troubles cardiaques décomposes en 2 phases. Lors de la premiere, dite
phase de compensation, le chien souffre de toux chronique, de dyspnée, de
tachycardie, d’anémie et éventuellement d’hémoptysie. Un souffle cardiaque est
audible. La fonction cardiocirculatoire se dégrade petit a petit, et le chien entre alors
dans la deuxiéme phase, celle de décompensation : il souffre d’insuffisance
cardiaque droite avec hépatomégalie, ascite, cedémes sous-cutanés et insuffisance
rénale. Le pronostic varie selon I'avancée des signes cliniques et la précocité du

traitement.

Plus rarement, I'animal peut développer un syndrome veine cave, caractérisé
par un choc car-diogénique avec tachycardie, arythmie, tachypnee, dyspnée. La
survie n’est que de quelques heures (Fremont F, 1996 ; Castric C, 2002 ; Euzeby
J.2008).

D’autres especes peuvent néanmoins étre atteintes : le chat, les canidés

sauvages et méme ’homme (Toral Y Caro M.2005).

= Dirofilaria repens, agent de la filariose sous-cutanée chez le chien, mais aussi

chez le chat et 'hnomme.

L’adulte se développe dans le tissu conjonctif sous-cutané. Cliniguement, des
nodules de quelques millimetres a quelques centimetres de diamétre apparaissent.
lls sont indolores, prurigineux et localises préférentiellement en région postérieure du
corps (Euzeby J.2008 ; Toral Y Caro M.2005).

=  Wuchereria bancrofti, responsable de la filariose lymphatique de 'homme
(Andreo, 2003) (Toral Y Caro M.2005).
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Le nombre d’agents transmis, le nombre d’espéces atteintes dont 'Homme

justifient les campagnes de lutte contre les moustiques.
9. Les différents moyens de lutte contre les moustiques

Depuis l'antiquité, 'homme a toujours cherché a se protéger contre les
arthropodes nuisant et vecteurs. Dans différentes régions tropicales, certaines
pratiques traditionnelles permettent la réduction des piqlres de moustiques dans les
habitations. Les moyens mis alors en ceuvre étaient essentiellement des mesures

d’aménagement de I'environnement (Mouchet et Carnevale, 1991).
a- Lutte physique

Elle consiste a modifier le biotope de l'insecte en supprimant tous les facteurs
favorables a son développement, cette technique est la plus anciennement connue
contre Culex, elle est basée sur les mesures d’assainissement et d'aménagement du
milieu urbain qui consiste a éliminer les collections d’eaux usées stagnantes ou tout
au moins a les rendre inaccessibles aux adultes, et concurremment a prévenir
lapparition et la multiplication des gites. Malheureusement, de tels travaux
d’assainissement restent le plus souvent a I'état de projet et les rares mesures prises
sont généralement insuffisantes (colt budgétaire trés élevé) (Curtis, 1994 ;
Chavasse et al., 1995).

Il y a aussi l'utilisation des moustiquaires de portes et de fenétre des maisons et
des immeubles, qui gardent les moustiques a I'extérieur. Les filets tendus dans les
tentes ou suspendus au-dessus des lits sont des barrieres efficaces contre les

insectes piqueurs ou suceurs tels que les moustiques (Mathis et la., 1970).
b- Lutte génétique

Elle consiste a provoquer I'extinction d’'une population naturelle d’insectes en y
introduisant des individus de la méme espece préalablement rendus stériles par les
rayons X ou par chimio-stérilisation. Cette technique a donné de bons résultats sur
les insectes a faible densité de population et en milieu isolé (glossine, lucilie

bouchére).

25



Chapitre | Syntheése bibliographique

Sur les moustiques, ces techniques séduisantes au laboratoire n’'ont donné
jusqu’a présent que peu de résultats sur le terrain (Crampton et al., 1990 ; Collins et
al., 2000).

c- Lutte chimique

Elle est basée sur l'utilisation d’insecticides chimiques. Les insecticides les plus
couramment utilisés a ce jour en santé publique, sont des insecticides de synthese.
lls sont répartis en six grandes familles, organochlorés, organophosphorés,
carbamates, pyréthrinoides, phényl pyrazoles, régulateurs de croissance.

Au lendemain de la seconde guerre mondiale, le développement de la chimie a
permis I'acquisition d’insecticides, comme le dichloro-diphényl-trichloréthane (DDT)
dont les propriétés ont été mises en évidence par le chimiste suisse P. Miller en
1939 et commercialisé en 1943 (Dajoz, 1969).

La découverte de ce dernier a été une véritable révolution dans la lutte contre
les insectes. Il fut largement utilisé en agriculture et en santé publique, ou il contribua
a sauver de nombreuses vies humaines (Mouchet, 1994). Il agit sur le systéme
nerveux périphérique et central des insectes. En Afrique de I'Ouest, la notification
des premiers cas de la résistance au DDT et a la Dieldrine du Culex, remonte a 1958
(Hassal, 1990).

d- Lutte biologique

Sous ce vocable, on retrouve notamment I'emploi de prédateurs naturels des
moustiques pour lutter contre ces derniers, comme les oiseaux, les chauves-souris,
les poissons et certains insectes. A ce propos, Kumar et Hwang (2006) ont élaboré
une revue de littérature des moyens de lutte biologique ayant recours a des
amphibiens, des poissons, des petits crustacés aquatiques (comme les copépodes)

ainsi que des insectes.

Chatterjee et al. (2007) mentionnent que la libellule Brachytron pratense peut

dévorer une grande quantité de larves de moustiques.
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Parmi larsenal d’agents potentiels de Iutte (bactéries, champignons,
protozoaires, virus) identifiés au cours des 30 dernieres années, les plus efficaces et
les plus prometteurs se sont révélés étre deux bactéries sporulant et appartenant au
genre Bacillus (Who, 1984) : Bacillus thuringiensis israelensis (Bt-H14) et Bacillus
Sphaericus. Le spectre d’activité de ces deux bactéries est assez étroit et constitue

'un des atouts majeurs de ces agents de lutte.
e- Lutte intégrée

On la définit comme étant « 'emploi rationnel de toutes les méthodes de lutte
appropriées tant sur le plan technique (compatibilité, innocuité), que sur le plan de la
gestion (rentabilité), afin d’obtenir une réduction efficace des populations de vecteurs
et d’enrayer la transmission de la maladie ». Les moyens mis en ceuvre peuvent étre
de nature chimique ou autre (aménagement de [I'environnement, protection
individuelle et lutte biologique). En outre, si 'on veut pouvoir mener durablement la
lutte anti vectorielle intégrée, il est essentiel de s’appuyer sur I'éducation pour la

santé et la participation communautaire (Who, 1992).

Il. Les huiles essentielles
1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE), appelées aussi essences, sont des mélanges de
substances aromatiqgues produites par de nombreuses plantes et présentes sous
forme de minuscules gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les
bois. Elles sont présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal
(Padrini et Lucheroni, 1996). Pour la 8eme édition de la pharmacopée francaise
(1965), les huiles essentielles sont : «des produits de composition généralement
assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végeétaux et plus
ou moins modifiés au cours de la préparation» (Bruneton, 1993). Elles sont
odorantes et tres volatiles, c'est-a-dire qu'elles s'évaporent rapidement dans l'air
(Padrini et Lucheroni, 1996). Généralement se sont des antiseptiques antibactériens

vermifuges ou stomachiques. On dénombre environ 600 essences utilisées de nos
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jours en aromathérapie dont I'essor s'étend dans le domaine médical et touristique
(Delille, 2010).

L’'usage des HE en tant que répulsifs cutanés pour la protection personnelle
contre les insectes est donc fortement déconseillé (SMV et SFP, 2010). Il est
important de faire une différence entre les HE et les huiles végétales. Les HE sont
obtenues par expression (réservée aux agrumes) ou par distillation a la vapeur
d’eau, Une huile végétale est obtenue par pression, et est constituée majoritairement
de corps gras (Binet et Brunel, 2000; Chaker, 2010).

2. Localisation

Les HE peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante, par
exemples: dans les sommités fleuries (menthe, lavande) les feuilles (eucalyptus,
laurier) les rhizomes (gingembre) les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines
(vétiver), les graines (muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces

(cannelier) (Yahyaoui, 2005).

Elles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque
toutes les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de
certaines cellules ou se rassemblent sous formes de petites gouttelettes comme la

plupart des substances lipophiles (Bouamer et al., 2004).

La synthése et l'accumulation des HE sont généralement associées a la
présence des structures histologiques spécialisés, souvent localisées sur ou a
proximité de la surface de la plante qui sont : cellules a HE de Lauraceae, les poils
sécréteurs des Laminaceaes, poches sécrétrices des Myrtaceaes, des Rutaceaes, et
les Laminaceaes, et les canaux sécréteurs qui existent dans de nombreuses familles.
Il est intéressant de remarquer que les organes d'une méme espece peuvent
renfermer des huiles essentielles de composition différente selon la localisation dans
la plante (Belkou et al., 2005).
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Cellules sécrétrices Canaux sécréteurs Poches schizolysigénes

Figure 14 : Quelques organes sécréteurs d'huiles essentielles (Tayoub, 2006).

Figure 15 : (A): Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles, poil

sécréteur) (Khenaka, 2011). (B): illustration schématique du développement de la

glande productrice d’huile essentielle (Gaspar, 2004).
3. Composition chimique

Dans les plantes, les HE n'existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs. Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s'accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en
surface de la cellule et recouvertes d'une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans
divers organes: fleurs, feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines
(Brunetton, 1987).
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Les HE sont constitués principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s'agit des terpénes
(mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des essences, et des
composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurkin, 2003).

4. Réle physiologique

Les plantes aromatiques produisent des HE en tant que métabolites
secondaires, mais leur role exact dans les processus de la vie de la plante reste
inconnu (Rai et al., 2003). Certains auteurs pensent que la plante utilise I'’huile pour
repousser ou attirer les insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation.
D’autres considérent I'huile comme source énergétique, facilitant certaines réactions
chimiques, conservant ’humidité des plantes dans les climats désertiques (Belaiche,
1979). Certaines huiles essentielles servent a la défense des plantes contre les

herbivores, insectes et micro-organismes (Capo et al., 1990).
5. Propriétés et caracteristiques

Selon (Bardeau, 1976; Lagrand, 1978; Lemberg, 1982; Bruneton, 1999), les HE

possedent en commun un certain nombre de propriétés physiques:

e Elles sont solubles dans I'alcool, I'éther, le chloroforme, les huiles fixes,
les émulsifiants et dans la plupart les solvants organiques, et peu
solubles dans 'eau a laquelle, toutefois, elles communiquent leur odeur.

e Leur point d’ébullition varie de 160°C a 240°C.

e Leur densité est généralement inférieure a celle de I'eau, elle varie de
0,75 a 0,99 (les HE sassafras, de girofle ou cannelle constituent des
exceptions).

e Elles ont un indice de réfraction éleve.

e Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumiére
polarisée.

e Elles dissolvent les graisses, l'iode, le souffre, le phosphore et elles
réduisent certains sels

e Ce sont des parfums, et ont une conservation limitée.
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e Sont trés altérables et sensibles a 'oxydation (mais ne rancissent pas).

e Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides,
trés odorantes et volatiles.

e A température ambiante, elles sont généralement lipides, a coloration
bleue.

e Ce sont des produits stimulants, employés a [lintérieur, comme a
I'extérieur du corps, quelquefois purs, généralement en dissolution dans

I'alcool ou un solvant adapté (Abdelouahid et Bekhechi, 2010).
6. Procédés d'extraction

La majorité des HE sont obtenues par distillation par entrainement a la vapeur
d’eau sous basse pression. Le procédé consiste a faire traverser par de la vapeur
d’eau une cuve remplie de plantes aromatiques. A la sortie de la cuve de distillation
et sous pression contrélée, la vapeur d’eau enrichie 'HE traverse un serpentin ou
elle se condense. A la sortie, un essencier (appelé autrefois vase florentin) recueille
'eau et I'huile essentielle. La différence de densité entre les deux liquides permet
une séparation aisée de I'HE recueillie par débordement. Les autres procédés
d’extraction (par enfleurage, par solvant) ne seront pas détaillés ici car ils ne peuvent
étre utilisés pour une médication par les HE digne de ce nom (Zhiri et Baudoux,
2005).

6.1. Hydro-distillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée.
Le matériel végétal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur
une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs
hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant et I'huile essentielle se sépare de
'hydrolat par simple différence de densité. L'HE étant plus légére que l'eau, elle
surnage au-dessus de I'hydrolat (Franchomme et al., 1990).
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6.2. Entrainement a la vapeur d’eau

La masse végeétale repose sur une grille vers laquelle la vapeur séche est
pulsée. La vapeur d’eau endommage la structure des cellules végétales et libére
ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette
méthode apporte I'amélioration de la qualité de 'HE en minimisant les altérations
hydrolytiques. (Bruneton, 1993).

6.3. L’hydro-diffusion

Cette technique relativement récente est particuliere. Elle consiste a faire
passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers de la
matrice végétale. L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins
dommageable pour les composés volatils (Franchomme et al., 1990 ; Richard, 1992).

6.4. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine
I'utilisation des micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Dans ces procédés,
la matiere végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans
laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. Les composés volatils sont
entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de I'eau propre a la plante. lls sont
ensuite récupérés a l'aide des procédés classiques : condensation, refroidissement

et décantation (Hemwimon et al., 2007).
7. Toxicité des huiles essentielles

Les HE ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque, comme
tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des HE est d'autant plus important que leur utilisation,
de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles

pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie (Smith et al., 2000).

Certaines HE sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en

raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne
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(huiles riches en cinnamaldéhyde (Smith et al., 2000). Ou photo-toxique (huiles de

citrus contenant des furocoumarines (Naganuma et al., 1985).

Les HE contenant surtout des phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau,
les yeux et les muqueuses. Ce sont: Cannelle de Ceylan, Basilic exotique, Menthe,
Clou de girofle, Niaouli, Thym a thymol, Marjolaine, Sarriette, Lemon-grass. Les
inflammations cutanées siegent de maniére privilégiée sur les paupiéres, les
aisselles et le périnée. De plus, certaines HE peuvent provoquer des réactions
cutanées allergiques. Les réactions de la maladie sont variées et peuvent apparaitre
jusqu’a 3 jours aprés le contact du produit avec la peau. lls vont du simple prurit
(démangeaison) a l'eczéma allergique en passant par des plaques, un aspect
psoriasique, voire des pigmentations ou dépigmentations locales (Meynadier et

Raoson Peyron, 1997).

Les cétones comme l'athujone sont particulierement toxiques pour les tissus
nerveux (Franchomme et al., 1990). Il existe aussi quelgues HE dont certains
composeés sont capables d'induire la formation de cancers (Homburger et al., 1968).

Ainsi, 'administration de 2 gr de menthol (extrait HE Menthe) est mortel et 10 gr
d’eucalyptol peut également entrainer la mort. Il est donc indispensable que les
huiles essentielles soient particulierement diluées pour éviter tout accident, et en tout

cas, on ne devrait plus en délivrer en vente libre (Vassart, 2009).
8. Domaine d’utilisation des huiles essentielles

Différents secteurs utilisent les HE, a I'état naturel ou sous forme d’isolats
(substances pures isolées d’'HE) tels que le pinene, la scarole, le linalol, le citral, le
safrol, comme matiere premiére pour la synthése des principes actifs
médicamenteux, des vitamines, des substances odorantes, des parfums et des
produits de cosmétologies. lls sont donc utilisées dans plusieurs domaines : en
thérapeutique, en parfumerie ou cosmétologie, en agro-alimentaire et méme en
entretien dans la vie quotidienne (Brunton, 1993 ; Huard. 1999 ; Gaucher ; Lusson.
2001 ; Muller. 2003)
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9. Conservation des huiles essentielles

Les HE sont des substances trés délicates et s'altérent facilement, ce qui rend
leur conservation difficile. Les risques de dégradation sont multiples:
photoisomérisation, photocyclisation, coupure oxydative de propénylphénoles,
peroxydation des carbures et décomposition en cétones et alcools (limonene)
(Bruneton, 1999). Ces dégradations peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont
pas enfermées dans des flacons propres et secs en aluminium, en acier inoxydable
ou en verre teinté, a l'abri de la lumiére et de la chaleur (Bruneton, 1999; Valnet,
1984).

lll. Présentation du Thymus vulgaris
1. Généralités

L’utilisation du thym dans la vie humaine date depuis trés longtemps, il était

dédié a Vénus parce qu'’il apportait de I'énergie vitale pour le corps.

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des
labiées, avec pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen
(Morales, 2002). Comme beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles
essentielles aromatiques. L'espéce la plus connue est sans conteste Thymus
vulgaris L. localement connu « zaatar ». En francais et anglais par exemple, on
emploie frequemment le nom du genre (« thym » et « thyme » respectivement) pour

désigner I'espéce Thymus vulgaris (Amiot, 2005).

Le nom « Thymus » dérive du mot grec « thymos » qui signifie « parfumer » a
cause de I'odeur agréable que la plante dégage (Pariente, 2001). L’espéce Thymus
vulgaris est un élément caractéristigue de la flore méditerranéenne, connu surtout
pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de trées nombreuses propriétés

médicinales (Iserin, 2001).

Il existe une variation de la production des composés secondaires chez
certaines espéeces végétales que I'on appelle polymorphisme chimique. Le Thymus

vulgaris exprime six formes de chémotypes différents, chague chémotype est nommé
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suivant le composant principal de son huile essentielle (exemples : thymol (T),
carvacrol (C),...). (Amiot, 2005).

2. Présentation de la plante

2.1. Origine

Thymus vulgaris L. est indigéne de I'Europe du sud, on le rencontre depuis la
moitié orientale de la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I'ltalie, en passant par la
facade méditerranéenne francaise (Ozcan et Chalchat, 2004 ; Amiot, 2005). Il est
maintenant cultivé partout dans le monde comme thé, épice et plante médicinale
(Kitajima et al., 2004).

En Algérie, il est représenté par de nombreuses espéces qui ne se prétent pas
aisément a la détermination. Citant ainsi quelques espéces connues en Algérie :

T.vulgaris, T.serpyllum, T.algériensis, T.hirtus, T.fontanésii. (Quezel ; Santa 1962)

Le Thymus vulgaris se présente toujours dans un état sauvage en plaines et
collines, comme la lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes

sauvages (Kaloustian et al., 2003).

Cette plante spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux

et ensoleillés des bords de la mer a la montagne (Poletti, 1988).

2.2. Position systématique

Ce classement se référe a la classification botanique antérieure (Morales, 2002)

synthétisée dans le tableau 1.
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Tableau 01 : Classification botanique de Thymus vulgaris (Morales, 2002)

Regne Plantes
Sous regne Plantes vasculaires
embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous classe Dialypetales
Ordre Labiales
Famille Lamiacees
Genre Thymus
Espece Thymus vulgaris L.

2.3. Description botanique

Thymus vulgaris L. est un arbuste aromatique a tiges ramifiées, pouvant

atteindre 40 cm de hauteur.

Fleur

- Plante entiere

Fruit >

<
Feuille = ‘

Figure 16 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L. (Iserin, 2001)
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Il possede de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert fonceés, et
qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes
contiennent l'huile essentielle majoritairement composée de monoterpénes. Ses
petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du
blanc au violet en passant par le rose. Thymus vulgaris est d’ailleurs caractérisé par
un polymorphisme floral qui a été au moins aussi étudié que son polymorphisme
chimique (Bruneton, 1999 ; Morales, 2002) (figure 16).

2.4. Composition chimique

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris
sont trés riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des
conditions géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes
d’études (extraction et détection). L’hybridation facile de 'espéce méne a une grande
variabilité intra-spécifique, qui affecte ’'homogénéité du rendement d’extrait et sa

composition en produits chimique (Balladin et Headley, 1999 ; Amiot, 2005).

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25 ml/Kg et sa
composition fluctue selon le chémotype considéré (Bruneton, 1999) ; rlhuile
essentielle de Thymus vulgaris a été analysée en utilisant la chromatographie en
phase gazeuse (CPG) couplée a une spectrométrie de masse (SM), 30 composés
ont été identifiés et caractérisés, les plus abondant sont respectivement : thymol
(44,4 - 58,1 %), p-cymene (9,1 - 18,5 %), y-terpinene (6,9 - 18,0%), carvacrol (2,4 -
4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %). La caractéristique d’huile essentielle de Thymus vulgaris
était sa teneur élevée du thymol (Guillén et Manzanos, 1998 ; Balladin et Headley,
1999 ; Hudaib et al., 2002 ; Bouhdid et al., 2006).

Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans
l'infusion aqueuses préparée du thymus vulgaris a été déterminé par des méthodes
spectrophotométriques (KuliSic et al., 2006). Le tableau 2, ci-dessous résume les

résultats.
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Tableau 02 : Teneur en polyphénols (en ug EAG/mg d’extrait) dans I'infusion
agqueuse du Thymus vulgaris (Kulisic et al., 2006)

Plante Phénols totaux | Flavonoides | Non- flavonoides | Catéchines | Anthocyanines
Thymus 33.3 25.0 8.3 1.2 6.7
vulgaris

La méthodologie habituelle pour étudier les dérivés flavonoidiques dans les
plantes implique les extractions successives employant plus d’'un solvant, plusieurs
étapes de fractionnement et différentes techniques de chromatographie pour
extraire, séparer, isoler, épurer et identifier les composés d’intérét. Le tableau 3
énumere les flavonoides trouvées dans les feuilles Thymus vulgaris L., par plusieurs

auteurs, en utilisant la méthodologie ci-dessus mentionnée.

De nombreuses études ont confirmé que les espéces qui appartiennes a la
famille des Lamiaceae sont une bonne source d’acide rosmarinique, l'identification
des composés polyphénoliques dans linfusion aqueuse de Thymus vulgaris par
analyse HPLC a montré une présence dominante d’acide rosmarinique (17,45 mg/g
= 1,7 % de la masse seche de Thymus vulgaris) et un autre composé significatif est
I'eriocitrin (1,96 mg/g ) (KuliSic et al., 2006).

D’autres composants ont été détectés seulement en traces, I'acide caféique
(0,02 mg/g) et l'acide p-hydroxybenzoique. La composition en vitamines a été
déterminée et révele la présence de la vitamine E (a-tocophérol) (4,4 mg/Kg) (Guillén
et Manzanos, 1998 ; Kulisic et al., 2006).
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Tableau 03 : Les flavonoides trouvés par plusieurs auteurs dans les feuilles de
Thymus vulgaris L.

Flavonoides Reéférences

- Cirsilineol (5 4-dihydroxy-6,7 3-trimethoxyflavone) Adzet et al., 1988
Morimitsu ef al., 1995

- Thymonine (5,64 - trihydroxy-/ 8 3"-trimethoxyflavone) Morimitsu ef al., 1995

. -t Adzet et al., 1988

- Eriodictyol (9,7,3' 4-tetrahydroxyflavone) Morimitsu ef al.. 1995

P A b : Adzet et al., 1988

- Sideritoflavone (5,3’ 4"-tnihydroxy- 6,7 8- trimethoxyflavone) Guillén o Manzanos, 1998

I Y Adzet et al., 1988

- 5-Desmethylnobiletine (5-hydroxy-6,7,8,3’ 4 -pentamethoxyflavone) Guillén o Manzanos. 1998
Adzet ef al., 1988

- Apigénine (5,7 4 -trihydroxyflavone) Fulitic ef al.. 2006

- Lutéoline (5,73 4" -tetrahydroxyflavone) Adzet et al.. 1988
Kulidic ef al.. 2006

- Xanthomicrol (5,4"-dihydroxy-6,7 B-trimethoxyflavone) Guillén et Manzanos, 1998

- 5-Desmethylsinensetine (5-hydroxy-6,7,3" 4'-tetramethoxyflavone) Guillén et Manzanos. 1998

- Quercetine (3,5,7,3' 4 -pentahydrxyflavone) Morimitsu ef al.. 1995

Kulisic ef al.. 2006

2.5. Utilisation des feuilles

Thymus vulgaris est une des plus populaires plantes aromatiques utilisées dans
le monde entier, ces applications sont trés vastes et touchent le domaine alimentaire
et celui de la médecine traditionnelle (Adwan et al., 2006). De plus son huile
essentielle est utilisée dans les industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique
(Jordan et al., 2006).

L’épice Thymus vulgaris est intensivement cultivé en Europe et aux Etats-Unis
pour l'usage culinaire dans I'assaisonnement des poissons, volailles, des potages et

des Iégumes (Ozcan et Chalchat, 2004).

La feuille et la sommité fleurie de Thymus vulgaris sont traditionnellement

utilisées par voie orale dans le traitement symptomatique de troubles digestifs tels
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gue : ballonnement épigastrique, lenteur a la digestion, éructation, flatulence ainsi
gue dans le traitement symptomatique de la toux et de la bronchite (Bruneton, 1999).
Sa feuille est énumérée dans la pharmacopée de fines herbes allemande et
britannigue a été employée en tant que branchospasmolytique, expectorant et
antibactérien. On dit que la tisane de la feuille du Thymus vulgaris favorise le repos
et le sommeil (Kitajima et al., 2004).

En usage local, elles sont traditionnellement utilisées en cas de nez bouché, de
rhume, pour le traitement des petites plaies apres lavage abondant, pour soulager
les piqures d’insectes et les douleurs rhumatismales, en bain de bouche pour
I’hygiéne buccale (Poletti, 1988 ; Brunton, 1999) ainsi comme additif de bain préparé
par décoction qui stimule I'écoulement de sang vers la surface du corps humain,

soulageant de ce fait la dépression nerveuse (Ozcan et Chalchat, 2004).

L’huile essentielle de cette plante entre dans les formulations de diverses
spécialités : pommades antiseptiques et cicatrisantes, sirops pour traitement des

affections des voies respiratoires, préparation pour inhalation (Bruneton, 1999).

3. Intérét de la formulation d’un bioproduit :

L’intérét porté aux matiéres actives des produits phytosanitaires fait parfois oublier
gu’elles ne sont que rarement administrées seules. Il est nécessaire de les associer
a des composeés, appelés formulant ou adjuvants, sans activité biologique propre,
mais sans lesquels nombre d’entre elles n’auraient qu’une efficacité nulle ou
insuffisante. Lorsque I'adjonction se fait lors de la préparation industrielle, on parle de

formulant ; lorsqu’elle se fait lors de I'application du produit, on parle d’adjuvant.
Les buts poursuivis sont principalement d’assurer :

e Les stabilités chimique et physique du produit.
e Son efficacité biologique et son innocuité a I'’égard des cultures.

e Les sécurités de l'utilisateur et de I'environnement.
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Actuellement, I'utilisation en formulation phytosanitaire de produits végétaux ou de
dérivés simples est sortie des études de laboratoire et 'on commence a les trouver
comme constituants de préparations commerciales. Toutefois, il n’existe pas encore
de formulation « toute végétale » ; cependant des brevets ont été déposeés, qui

affichent cette prétention. Le succes qui se dessine tient a plusieurs raisons :

e Des études approfondies de mise au point ont abouti & donner aux dérivés de
produits végétaux des fonctionnalités similaires a celles des produits d’origine
chimique, et ce pour un prix qui s’en rapproche.

e lIs permettent des réductions importantes des doses de pesticides appliquées
avec un bénéfice économique pour l'utilisateur ainsi qu’un bénéfice
environnemental.

e Les produits dérivés du végétal sont dans leur majorité facilement
biodégradés, qualité que n’ont pas beaucoup de produits d’origine chimique.

e Leur impact sur I'environnement est faible et souvent indétectable (Gauvrit et
Cabanne, 1993).

IV. Le plan d’expériences

Les plans d’expérience servent a optimiser l'organisation des essais
(expériences). Cette organisation permet d’obtenir le maximum de renseignement
avec le minimum d’expériences. Elle permet également d'obtenir la meilleure
précision possible sur la modélisation des résultats. La méthode des plans
d’expériences est basée sur des régles mathématiques strictes et elle exige une

démarche rigoureuse de la part de I'expérimentateur. (Goupy J.1999)

41



Chapitre | Syntheése bibliographique

Systéme a étudier

Questions Q1, Q2, ..., Qn
A4
Inventaire des informations

? —> | Choix de la méthode d’'expérimentation
Acquisition v
progressive . .
des résultats Expérimentation

T Y

< Analyse des résultats

Connaissance du systéme

Figure 17 : Les plans d’expériences optimisent les trois parties encadrées
du processus d’acquisition des connaissances (Goupy J. 1999)

La compréhension de la méthode des plans d'expériences s'appuie sur deux
notions essentielles, celle d'espace expérimental et celle de modélisation
mathématique des grandeurs étudiées (Goupy J.1999).

La grandeur d’intérét, qui est généralement notée y, porte le nom de réponse.
Les variables qui peuvent modifier la réponse sont appelées facteurs. On parle donc
des facteurs qui influent sur une réponse. Les termes facteur et réponse sont
universellement employés dans le domaine des plans d’expériences (Triboulet P,
2008).

En I'absence de toute information qui lie la réponse aux facteurs, on se donne,
a priori, une loi d’évolution. C’est le modéle mathématique apriori ou le modele

postulé. La forme la plus générale de ce modéle est :
y = f(X1,X2,X3,...,Xk)

ou Yy estlaréponse ou la grandeur d’intérét.
Les xi représentent les niveaux des différents facteurs
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Facteur 2

Espace expérimental

-

Facteur 1

Figure 18 : Chaque facteur est représenté par un axe gradué et orienté. Les axes des
facteurs sont orthogonaux entre eux. L'espace ainsi défini est I'espace expérimental
(Goupy J. 1999)

Le niveau X, du facteur 1 et le niveau X, du facteur 2 peuvent étre considérés

comme les coordonnées d'un point de l'espace expérimental (Figure 19). Une
expérience donnée est alors représentée par un point dans ce systeme d'axes. Un
plan d'expériences est représenté par un ensemble de points expérimentaux
(Goupy J. 1999).

Facteur 2
A

Point expérimental

D Q-

_ Facteur 1

»

Figure 19 : Dans l'espace expérimental, les niveaux des facteurs définissent des
points expérimentaux (Goupy J. 1999)

Le regroupement des domaines des facteurs définit le domaine d'étude
(Goupy J. 1999)

43



Chapitre | Syntheése bibliographique

Facteur 2,

urcharge

tkg +1

Domaine d'étude

[
"

-1 +1 Facteur 1

Figure 20 : Définition de domaine d’étude (Goupy J. 1999)

A chaque point du domaine d'étude correspond une réponse. A l'ensemble de
tous les points du domaine d'étude correspond un ensemble de réponses qui se
localisent sur une surface appelée la surface de réponse (Figure 21). Les quelques
réponses mesurées aux points du plan d'expériences permettent de calculer

I'équation de la surface de réponses.

Réponse o

2R B Facteur 1

Figure 21 : Les réponses associées aux points du domaine
d'étude forment la surface de réponse (Goupy J. 1999)
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1. Construction d’un plan d’expérience

La conduite d’'une expérimentation obéit a une démarche précise. Cette
démarche est facilitée par I'application de la méthode des plans d’expériences. En
effet, la construction et le choix d’'une matrice d’expériences bien adaptée a I'étude
nécessite une réflexion approfondie qui balise la préparation de I'expérimentation et
qui prépare l'interprétation des résultats. Les principales étapes de la méthode sont
les suivantes (selon les études et le type de recherche, on pourra ajouter ou
supprimer des étapes) :

= Définition de I'objectif de I'étude,

= Description détaillée des éléments sur lesquels va porter
I'expérimentation,

= Choix de la réponse permettant d’atteindre I'objectif,

= Recherche des facteurs qui pourraient étre influents sur la réponse,

= Existence ou non d’interactions entre les facteurs,

= Examen des plan d’expériences,

= Expérimentation,

= Interprétation des resultats,

= Arrét ou poursuite de I'étude.

2. Les différents types de plans d’expériences

» Plans de criblage :

Ces plans permettent de décrire les facteurs les plus influents sur une réponse

donnée.
= Plans de modélisation :

Ces plans donnent accés a des modeles mathématiques du second degré. On

les regroupe sous la nomination de plans pour surfaces de réponse.
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lls possédent des avantages et des inconvénients qu’il faut connaitre pour

choisir la stratégie qui s’adapte le mieux au probléme posé.
= Plans de mélanges :

Ce sont des plans particuliers adaptés aux facteurs dépendants. lls sont surtout
utilisés pour étudier I'influence des proportions des constituants d’'un produit sur une

réponse donnée.
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Notre travail consiste a optimiser la formulation d’'un bioproduit a base d’'une
huile essentielle formulée extraite de la plante Thymus Vulgaris de la région de

Chréa sur les larves de moustiques Culex pipiens L et tester la toxicité du produit.

1. Partie terrain
1.1. Sites de récolte des matériels biologiques

1.1.1. Parc National de Chréa

Créé le 23 juillet 1983 Le parc de Chréa fait partie des dix parcs nationaux du
pays. Omniprésente, la nature accueille a bras ouverts les randonneurs. On
découvre a travers ce documentaire la beauté des sommets, le ruisseau des singes,
le col des fougeres et les magnifiques cédraies millénaires. La visite de I'écomusée
nous renseigne sur la richesse et la biodiversité de cette région. Les amateurs de ski
y trouvent aussi leur compte, quand les neiges enrobent les montagnes d'un

manteau blanc (Anonyme 1986).

Situé en plein cceur du massif blidéen a 50 km au sud-ouest d'Alger. Il s’etend
en echarpe sur 26 587 ha Le long des parties centrales de la chaine de I'Atlas
Tellien, comprises entre les latitudes Nord 36°19' / 36°30', et les longitudes Est 2°38'
/ 3°02' (Anonyme 2015).

En 2002 I'UNESCO a reconnu le parc comme réserve mondiale de la biosphere
(Anonyme 2014).

a- Les températures

Le Parc National de Chréa est compris entre les isothermes 8 et 11°C de
températures moyennes annuelles, les sommets étant plus froids et les piémonts
plus chauds. Pour ce qui est des températures moyennes mensuelles, leur minimum
se situe généralement en janvier pour toutes les stations. Les températures les plus

basses sont enregistrées a Chréa avec 3°C (Anonyme, 2015).
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b- Les précipitations

Le Parc National de Chréa est compris entre les isohyetes 760 et1400 mm/an
de précipitations moyennes annuelles. Dans I'ensemble, les moyennes mensuelles
des précipitations annuelles sont plus importantes dans les stations situées sur le
versant Nord-Ouest que dans les stations situées sur le versant Sud Est. Les stations
les plus arrosées font face aux vents humides venant du Nord-Ouest (Anonyme,
2015).

c- Laneige

La couche de neige qui en moyenne est de 15 a 20 cm, atteint parfois 50 cm
.Les moyennes annuelles des jours d'enneigement dans le Parc national de Chréa,
atteignent la fréquence moyenne de 26 jours pour Chréa, et de 20,2 jours pour le lac
de Mouzaia (Anonyme, 2015).

d- Le brouillard

Le brouillard est relativement fréquent dans les parties hautes du Parc national
qui sont souvent plongées dans les nuages. Pour le col de Chréa, les observations
faites sur une dizaine d'années seulement ont donné 104 jours/an de brouillard
(Anonyme, 2015).

e- Le vent (sirocco)

Dans le Parc National de Chréa, ce sont les vents du Nord-Ouest qui
prédominent. En ce qui concerne le sirocco, il se manifeste un a trois jours/an
(Anonyme, 2015).
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a b
Figure 22 : a. Localisation du parc national de Chréa (Anonyme, 2015)
b. Site de récolte mois d’Avril (Originale, 2016)

1.1.1.1. Méthode d’échantillonnage

La plante du thym a été récoltée manuellement au niveau du parc national de
Chréa plus précisément dans le secteur de Chréa a une altitude de 1400 m dans le
mois d’Avril 2016

1.1.2. Le marais cotier de Réghaia

Jacob et al. (1979), estime que le marais c6tier de Réghaia correspond a
l'estuaire de l'oued Réghaia qui constitue l'unique vestige de l'ancienne Mitidja
marécageuse.

Cette réserve naturelle est une zone humide d’une superficie de plus de 1500
ha, située a 30 km a I'Est d’Alger. Ses coordonnées sont 3°10’ de longitude Est et
36°25 de Latitude Nord. Elle est bordée au Nord par la mer Méditerranée au Sud par
la route nationale n°5 reliant Alger a Constantine, a I'Est par la ville de Boudouaou et
a I'Ouest par la ville d’Ain-Taya.

Selon le méme auteur, la région d’étude appartient a I'étage bioclimatique sub-
humide, la période humide englobe les trois saisons (automne, hiver, et printemps) et

la période séche correspond a I'été.
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Le marais de Réghaia recoit les eaux de I'oued Réghaia, celui-ci collecte les

eaux usées qui sont brunatres, nauséabondes et riches en matiéres organiques .l y

pousse une abondante végétation essentiellement. Cependant, il semble étre un

milieu approprié pour notre étude car il est considéré comme un site protégé et

d’'importance internationale (Site Ramsar pour les zones humides), il est de ce fait

non traité. Il réunit, alors, les conditions favorables pour le développement et la

multiplication des insectes.

MER MEOITERRANEE

nce par ke WNVAE. Intermational
IVIND Waters Camprign

Figure 23 : a. Carte de laréserve naturelle du lac de Réghaia
(Source : Direction générale des foréts, 2014)
b. Centre cynégétique de Réghaia (Originale, 2016)

1.1.2.1. Matériel utilisé

L’équipement nécessaire pour la collecte d’échantillons larvaires est fonction de

la méthode utilisée. Le matériel le plus souvent employé est le suivant :

- Des récipients fermés (pour y mettre les échantillons) dans notre cas
bouteille en plastique,

- Une louche,

- Un entonnoir,

- Un carnet d’annotation,

- Un appareil photo numérique,

-La personne chargées de la collecte doivent porter des bottes une

blouse et des gants de protection.
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1.1.2.2. Méthode d’échantillonnage

Durant le mois de mai 2016, la récolte des larves de moustiques a été conduite
dans la region de Réghaia en utilisant la méthode de coup de louche « Dipping »
(Rioux et al., 1965). Cette méthode, simple a priori, consiste a plonger, en plusieurs
endroits du gite larvaire, un récipient de capacité connue qui est dans notre cas d’un
litre, prolongée par un manche assez long pour pouvoir atteindre les endroits
difficiles d’accés.

Par ailleurs, la collecte des larves a été réalisée en s’approchant lentement du
gite car toute perturbation est susceptible de faire plonger les larves et les nymphes
au fond du gite et de les rendre inaccessibles.

Cette collecte consiste a se positionner face au soleil de sorte que 'ombre ne
balaie pas la surface du gite, en restant immobile, pendant quelques secondes, pour
permettre aux larves de reprendre leur activité normale et de plonger la louche
doucement dans l'eau suivant un angle de 45°C et la retirer d’'un mouvement
uniforme en évitant les remous puis verser le contenu de la louche dans un
contenant (bouteille en plastique) en prenant soin de bien I'étiqueter.et de ne pas
fermer les bouteilles hermétiquement pour permettre aux larves de respirer et enfin

reporter sur le carnet d’'annotation toutes les informations concernant le gite avant de

les rapporter au laboratoire.

Rassemblement de larves de culex Capture des larves sur le site par la methode du Transfert des larves récoltées au
observé sur le site de collecte coup de louche dipping aboratoire

Figure 24 : Protocole de collecte des larves de culex (Originales, 2016)
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2. Partie laboratoire

2.1. Extraction de ’huile essentielle

Cette partie expérimentale a été réalisée au laboratoire de phytopharmacie
appliquée du département des biotechnologies. Elle a été consacrée a I'étude de
I'huile essentielle extraite a partir de la plante de thym (Thymus vulgaris) provenant
de la région du parc de Chréa (situé au sud-ouest d’Algérie), par la méthode d’hydro-

distillation.
2.1.1. Matériel utilisé

-Un appareil de type clevenger comprend (un ballon bicol de 500 ml,
extracteur et réfrigérant),

- Potence, noix et pinces,

- Plaque chauffante (chauffe ballon),

- Balance analytique,

- Bain marie.
2.1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de Thymus vulgaris.
Les feuilles du thym ont été cueillies en avril 2016 de la région du parc Chréa. Apres
séchage a une température ambiante et a I'abri de la lumiére solaire, afin de
préserver au maximum l'intégrité des molécules, les feuilles ont été récupérées et

mises dans des sacs en papier et stockées jusqu’a leur utilisation.
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Figure 25 : Thymus vulgaris (Originale, 2016)
2.1.3. Méthode d’extraction

Une biomasse de 200g de feuilles de plante a été soumise a une hydro

distillation pendant 2h, a 'aide d’un appareillage de type Clevenger modifié.

Cette méthode consiste a faire bouillir un mélange d'eau et de substance
naturelle contenant le composé a extraire (huile essentielle). La vapeur entraine les
huiles essentielles contenues dans le produit brut en condensant ces vapeurs a l'aide

d'un réfrigérant.
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Figure 26 : Montage d’appareil hydro-distillateur clevenger (Originale, 2016)

L’huile essentielle recueillie par décantation a la fin de la distillation a été filtrée
sur colonne de sulfate de sodium anhydre pour éliminer les traces d’eau résiduelles.
L’essence ainsi obtenue a été mise dans de petits flacons opaques et stockée a 4 C

avant son utilisation.

Figure 27 : Huile essentielle de Thym (Originale, 2016)
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2.2. L’identification des larves

Cette partie expérimentale a été realisée au laboratoire du Paludisme et des
Maladies Parasitaires de I'INSP. Elle consiste a identifier morphologiquement les
larves de culex a partir de I'échantillon collecté du site de Réghaia, par la méthode

isolement-éclaircissement-montage.
2.2.1. Matériel utilisé

Tableau 04 : Equipements et produits utilisés au laboratoire (originale, 2016)

Equipements Produits Appareillages

- Verrerie

- Pipettes en plastique

- Bacs blancs - Eau distillee - Microscope photonique
- Minuterie - Alcools (70°,90° et - Microordinateur muni du
- Lames et lamelle 100%) Logiciel d’identification
- Tubes de 10ml - KOH a 10% des moustiques
- Gobelets en plastique - Baume du Canada

-Une lance

2.2.2. Matériel entomologique

Le modéle biologique utilisé dans notre expérimentation est I'espéce Culex
pipiens collecté sur quatre gites larvaires différents dans le lac de Réghaia en mois
de mai 2016.

2.2.3. Méthode d’identification des larves

Seules les larves du 4éme stade ont été utilisées pour l'identification vue leur
facilité de manipulation et leur chétotaxie (Bouadiba et al., 2012).

D’aprés Messai et al. (2012), le montage des larves se fait, en premier lieu, par
la réhydratation des larves conservées dans de l'alcool dans un bain d’eau distillée
pendant quelques minutes. Puis, leur éclaircissement dans une solution de potasse

(KOH) a 10% pendant environ 10 minutes, leur ringcage a I'eau distillée (3 bains de 2
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a 5 minutes), leur déshydratation par passage dans de l'alcool a concentration
croissante (70°,90° et 100°) pendant 15 minutes pour éliminer I'eau contenue dans
I'échantillon. Et enfin, leur montage entre lame et lamelle dans une goutte de baume
du Canada, en sectionnant a 'aide d’une fine aiguille la larve au niveau du 7éme
segment abdominal en deux parties.

La partie antérieure est montée face dorsale et la partie postérieure est montée
latéralement (Boulkenafet, 2006). Les larves préparées vont ainsi étre examinées
sSous un microscope photonique aux grossissements 10x10 et 10 x40.

L’identification a été faite grace au programme logiciel « Les Moustiques de
I'Afrique méditerranéenne », réalisé par I'lRD de Montpellier en collaboration avec
l'institut Pasteur de Tunis (Brunhes et al., 1999).

MY vVeie.. = |
&8
< SOV SN

Figure 29 : Les étapes d’éclaircissement des larves des culex (Originales, 2016)
a. Ringage dans de I’eau distillée (10min), b. Eclaircissement dans du KOH a 10%
(10min), c. Ringage dans de I’eau distillée (5min), d.e.f. déshydratation dans de
I'alcool a différentes concertations (70°, 90° et 100°)
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a b
Figure 30 : a. Montage des larves des culex et
b. Observation des larves des culex (Originales, 2016)

Longues antennes (Gx40) Epine préclypéale 1-C mince Soies abdominales 7-1 Forme générale du siphon
et effilée a I'apex (Gx100) (2 branches) (Gx100) (a bords droits) (Gx40)

N I\ <l
Nombre de branches des Mentum avec plus de 8 dents Ecailles du séament VIl en Dents distales du peigne
soies céphaliques 4-C, de part et d'autres de la désordre et sans épine siphonal (3 a 5 dents)
5-C, 6-C (Gx100) meédiane (Gx100) médiane (Gx40) (Gx400)

Figure 31 : Critéres d’identification de Culex pipiens (Originales, 2016)

2.3. Etude de I'activité larvicide

2.3.1. Formulation du bioproduit

Le bioproduit utilisé présente une activité larvicide, dont la matiére active (huile
essentielle), est issue de la plante Thymus vulgaris. A I'aide d’'une balance de
précision, nous avons commencé par peser la quantité de I'huile essentielle destinée
a la formulation qui a été limitée selon le rendement de la plante puis mélangée avec

différents composés appropriés a la formulation selon le protocole établi par
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Moussaoui et al, (2014). Le produit final est considéré comme une solution mére a
10% de principe actif (HE Thymus vulgaris).

2.3.2. Test de toxicité

Les tests ont consisté a évaluer la mortalité des larves de moustique de
'espéce Culex pipiens en présence des solutions diluées de larvicides suivant une
méthodologie inspirée du protocole de [I'Organisation mondiale de la santé
(OMS,2005).

Les expérimentations ont été réalisées dans des gobelets de 5cm de diametre,
avec des lots de 20 larves de moustiques. Dans chaque gobelet, a été versé un
mélange constitué de 99ml d’eau distillée et de 1ml de solution diluée de larvicide
totalisant un volume de 100ml, exception faite pour le gobelet témoin qui ne
contenait que de I'eau distillée.

Les gobelets ont été placés dans une salle de laboratoire dans des conditions
standards (Température a 27 °C — Humidité a 80%).

La période de suivi a été de 72h avec une lecture du test a des intervalles de
temps fixes a savoir 24, 48 et 72 heures.

L’efficacité de chaque dose a été estimée par le biais du taux de mortalité en
relevant dans chaque gobelet le nombre de larves mortes aprés I'application des

différents traitements.

a b c

Figure 32 : Les étapes du déroulement des tests (Original, 2016)
a. Dépobts des larves, b. Prélévement du produit pour le dosage et c. Injection
du produit dans les gobelets
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3. Méthode d’analyse des données

3.1. Le calcul du pourcentage de mortalité observée

Le pourcentage de mortalité observée chez les individus témoins et testé est
estimé par la formule suivante :

o ) Nombre d’individus morts
Mortalité observée = x 100

Nombre total des individus

4. Analyse statistique des résultats

a- Analyses de variance (Design Expert DX7) :

Lorsque le probléme consiste a savoir si la moyenne d’une variable quantitative
varie significativement selon les conditions (période, matiére active, dose), nous
avons eu recours a une analyse de variance (ANOVA pour Analysis Of Variance) qui
permet de vérifier la signification de la variable d’intérét entre toutes les
combinaisons des modalités, dans les conditions paramétriques si la distribution de
la variable quantitative est normale.

La signification des différences entre les traitements est exprimée en fonction
de la probabilité P erreur 5%.

P> 0,05 : Différence non significative. P< 0,05 : Différence significative.
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1. Préparation des essais (expériences)

Afin réaliser une étude dont I'objectif est de connaitre I'effet larvicide de I'huile
essentielle formulée du thym sur les larves de Culex pipiens, nous allons mettre en
ceuvre une méthode permettant d’optimiser l'organisation des expériences en

déterminant les facteurs influents a partir d’'un modéle mathématique.
1.1. Choix de laréponse

La réponse est le taux de mortalité des larves de culex par rapport aux
traitements effectués, la figure suivante illustre la saisie de la donnée réponse dans

le logiciel.
1.2. Choix des facteurs

Un seul facteur est pris en compte dans notre étude ; la concentration de I'huile

essentielle formulée a base de thym.
1.3. Choix du domaine

Les concentrations (doses) proposées varient entre 0 et 0.05 ml/l comme

illustré sur I'annexe |l.
1.4. Choix du plan d’expérience

Nous avons opté pour les plans pour surface de réponse de type D-optimaux
(annexe | et Il) car ils permettent le criblage des facteurs et conduisent a des
modélisations simples mais suffisantes lorsqu’il faut passer a des modéles
mathématiques du second degré d’autant que plus notre étude ne compte qu’un seul

facteur influent.
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1.5. Choix de I’expérimentation

Pour étudier le facteur concentration, il faut réaliser 13 essais (proposés par le
logiciel). Les conditions opératoires (concentration en I'huile essentielle) de chaque
essai sont décrites dans le tableau (figure 33), appelé matrice des essais ou matrice

d’expérimentation.

C:\Program Files\DX7Trial\MyDesign.dx7 - Design-Expert 700 T

File Edit View Display Options DesignTools Help

D= ]
[ Notes for MyDesign Factor 1 Response 1
.. Design (Actual) Std | Run Block A.CONCEP:;ILITATION HE | TauxDE :LORTALITE
i Summary
[ — | e 1 Block 1 0.04
. 2] Evaluation I 2 Block 1 0.05
Analysis I 3 Block 1 0.01
7 Taux DE MORTALN 6 4 Block 1 0.03
i 4] Optimization s 5 Block 1 0.1
i 1] Numerical - Block 1 0.00
; 3 sraphical | 1= 7 Block 1 0.02
L. ¥:| Point Prediction ] 10 s Block 1 0.00
I R ] Block 1 0.05
| e 10 Block 1 0.05
] 12 on Block 1 0.00
| 3 a2 Block 1 0.02
| s 13 Block 1 u.u4:|

Figure 33 : Matrice des essais de plan d’expériences

Aprés avoir effectué les 13 essais avec les concentrations indiquées :

Essai n°1 : concentration HE = 0 ml/l,

Essai n°2 : concentration HE = 0 ml/I,

ey

Essai n°13 : concentration HE = 0.05ml/I.

Nous reportons les résultats obtenus dans le tableau (figure 34)

61



Chapitre 111

Résultats et interprétations

[#5] CAProgram Files\DX7Trial\MyDesign.dx7 - Design-Expert 7.0.0

File Edit View Display Options Design Tools Help

D& &[%e] & 2%
C Notes for MyDesign Factor 1 Response 1
ﬁ Design (Actual) Std | Run Block A:coucsmrlumon HE | TAUXDE :LORTALI‘I‘E
i i B Summary i
] Graph Columns | ] Block 1 0.00 0
© L =] Evawation | 8 Block 1 0.00 0
@ Analysis ] 12 11 Block 1 0.00 o
! LI TAUX DE MORTALN 7 3 Block 1 0.01 0
M Optimization ] 5 5 Block 1 0.01 5
- 1] Numerical I T Block 1 0.02 50
3.;‘3 i 3z Block 1 0.02 40
.. ¥:] Point Prediction B & . Block 1 003 as
| 4 1 Block 1 0.04 60
| 8 13 Block 1 0.04 50
| z z Block 1 0.05 85
o ] Block 1 0.05 85
| 3 10 Block 1 0.05 85

Figure 34 : Tableau représentatif de la matrice d’expériences

Une fois le plan d’expérience construit c’est-a-dire que les données nécessaires

sont saisies, le logiciel propose un récapitulatif de ces données (annexe Ill).

Représentant graphiquement les variations du taux de mortalité en fonction de

la concentration de I'HE (figure 35).
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Figure 35 : Graphe illustrant le taux de mortalité en fonction de
la concentration de ’HE formulée a base de thym
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Chapitre 111 Résultats et interprétations

Le programme calcule les effets de tous les termes du modele. Il produit des
statistiques telles que F-valeurs (le manque d'ajustement), et les valeurs de R?

(coefficient de corrélation) pour comparer les modeles (linéaire, quadratique, etc....).

Lorsqu’'un modéle statistiquement significatif est détecté, le programme le

souligne et le note
(Tableau 05).

suggéré ". Comme c’est le cas ici pour le modéle linéaire

Tableau 05 : Effet de la concentration de ’'HE

Lack of Fit Tests
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Linear 200449 5] 334.08 527 0.0441 Suggested
Cluadratic 1816.20 3 353.24 574 0.0350
Cubic 1620897 4 405.24 G.40 0.0334
Pure Error 316.67 ) 53.33

Le modele sammary statistcs montre |'écart-type, le R?, le R?-ajusté, le R2-prédit
ainsi que la statistique PRESS pour chaque modeéle. Un faible écart type, un R? prés
de 1 et un relativement faible PRESS sont les meilleures.

Le coefficient de corrélation linéaire de deux caracteres X et Y est égal a la

covariance de X et Y divisée par le produit des écarts-types de X et Y

Cov(X,¥)

f.'?_x . |'.7}r

rlX.¥) =

Encore une fois le modéle linaire est suggéré dans le tableau suivant :
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Tableau 06 : Les statistiques du modéle

Model Summary Statistics

Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 14.53 0.83445 0.8303 0.8005 2975.00 Suggested
CQuadratic 14.60 0.8571 0.8285 0.7741 33M T2
Cubic 1467 0.8702 0.8259 0.7403 3858.52

Continuons en appuyant sur le bouton i ws |- en choisissant le

modele " suggéré " par les statistiques précédentes (annexe V).

Nous procédons, par la suite, a une analyse de la variance (ANOVA) de notre
modeéle. A noter que ceci n’est possible que si les facteurs sont fixes et non
aléatoires.

Tableau 07 : Tableau représentatif de I’analyse de la variance avec test

d’écart a la linéarité

Response 1 TAUX DE MORTALITE
ANOVA for Response Surface Linear Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob >F
12601.92 1 12501.92 59.72 < 0.0001 significant
A-CONCENTRATION HE 12601.92 1 12601.92 59.72 = 0.0001
Residual 232118 11 211.1
Lack of Fit 200449 L 334.08 5.27 00441 significant
Pure Error 316.67 5 £3.33
Cor Total 14923.08 12
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Par model, on entend les conditions d'estimation des effets des facteurs.

La F-valeur, désignant le test pour comparer le modele avec la variance

résiduelle, de 59,72 implique que le modéle est significatif.

Les valeurs de " Prob > F " (Probabilité de voir la valeur observée F (Fisher)
avec I'hypothése qu’il n'y a pas d'effet de facteur) moins de 0,0500 indiquent que les

termes du modele sont significatifs.

Ensuite, nous avons une collection de statistiques sommaires pour le modéle

(annexe V)

Le R? prédit de 0,8006 est en accord raisonnable avec le R? ajusté (mesure de

la quantité de variation autour de la moyenne expliquée par le modéle) de 0,8303.

La précision adéquate mesure le rapport du signal sur le bruit; Un rapport

supérieur a 4 est souhaitable. Notre rapport de 14.216 indique un signal adéquat.

Comme conclusion a ces résultats, nous pouvons dire que notre modele peut

étre utilisé pour naviguer dans I'espace de conception.
- Analyse Post ANOVA et équations de prédiction

Cette section permet de fournir des définitions des informations post- ANOVA

pour les termes individuels.

Tableau 08 : Analyse post-ANOVA avec intervalle de confiance

Coefficient Standard 95% Cl 95% Cl1
Factor Estimate df Error Low High
Intercept 35,61 1 403 30.74 42,48
A-CONCENTRATION HE 40.50 1 524 2897 5204

0O

VIF



Nhanitera 111 NAriildAat+n A+ intAavinvriAdatiAana

Le logiciel nous indique de passer aux diagnostiques graphiques (l'icone

suivante dans la progression) :

1. tracé de la probabilité normale des résidus de Student pour vérifier la

normalité des résidus.

2. les résidus de Student en fonction des valeurs prévues pour vérifier I'erreur

constante.

3. les résidus de Student pour chercher les valeurs aberrantes, a savoir, les

valeurs influentes.

Le graphe de probabilité normale (Figure 36) indique que si les résidus suivent
une distribution normale et dans notre cas, nous voyons que les points suivent bien
une ligne droite, alors ceci hous améne a dire que ce graphe teste I'hypothése d'une

variance constante.

Normal Plot of Residuals
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Figure 36 : Graphe des valeurs de probabilité normale
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Residuals vs. Predicted
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Figure 37 : Graphe des effets moyens des facteurs

Le graphe suivant est un graphe des résidus par rapport a I'ordre d'exécution
expérimentale. Il montre les variables qui ont pu influencer la réponse au cours de

I'expérience.
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Figure 38 : Graphe des écarts
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Selon (Goupy , 1999), un effet moyen positif pour un facteur s'interpréte
gualitativement. Ainsi, une augmentation de la valeur du facteur entraine une
augmentation de la réponse. Dans notre cas une augmentation de la concentration
de 'HE formulée a base de thym entraine une augmentation du taux de mortalité des
larves de Culex pibiens. Le graphique suivant illustre ces effets en montrant I'effet

linéaire du facteur HE étudié sur la réponse des larves traitées.

One Factor

100 —

70—

40 —|

TALIX DF MORTAI ITF

10—

TAUX DE MORTALITE

20 —
# Design Points

T T \
0.00 001 003 X1= A- CONCENTRATION HE

A: CONCENTRATION HE

Figure 39 : Graphe des effets moyens

2. Utilisation du modele et optimisation

Le modele étant validé, le logiciel facilite son utilisation en exprimant la réponse
(taux de mortalité des larves) en fonction des valeurs réelles des facteurs
(concentration de I'HE) et en effectuant les prévisions en tout point du domaine. Ces

prévisions sont accompagnées de leurs intervalles de confiance (Tableau 09).

Il est bon de signaler que le modeéle obtenu ne peut étre utilisé qu'a l'intérieur du

domaine d'étude d'ou l'utilité d'une étude préalable correcte.
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A

Reszponse

TAUX DE MORTALITE

Tableau 09 : Tableau des prévisions

Level Low Level

CONCENTRATIO 0.050 0.000
Prediction SE Mean 95% CI low
B0.1064 6.53 65.73

High Level 5td. Dev. Coding
0.050 0.000 Actual
95% CI high SE Pred 95% Pllow  95% Pl high
94,48 15.93 45.05 11516

Le taux optimal de mortalité des larves traitées est de 80.1064 % avec un

intervalle de confiance entre 65.73 et 94.48 % et un intervalle de prévision entre
45.05 et 115.16 %.

figure suivante :

TALIX DF MORTALITF

One Factor

Ce qui correspond a la valeur 0.05 de la concentration HE comme le montre la

100 —

Design-Exper® Software

TAUX DE MORTALITE

TAUX DE MORTALITE = 80.1064
\ LSD: 20,5785

@ Design Points

X1=A: CONCENTRATION HE = 0.05

0.01 0.03 0.04

A: CONCENTRATION HE

0.05

Figure 40 : Graphe démontrant la solution du point optimal
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Discussion générale

L'effet dévastateur causé par les Culicidae tant a ’lhomme qu’aux animaux, par
leur réle de vecteurs potentiels de maladies infectieuses, rend impératif la mise en
ceuvre d'un ensemble de procédés de lutte visant a réduire sa propagation (Rioux,
1958).

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation d'une huile essentielle
issue d'une plante aromatique afin de mettre au point des méthodes de lutte
intégrée, peu onéreuse, efficace et aisément utilisable.

Dans le présent chapitre nous exposons les hypotheses relatives aux effets
larvicides des différentes doses d’un bioproduit formulé a base d’huile essentielle de
thym. Les réponses du taux de mortalité des larves du Culex pipiens dégageraient la
maniere de planifier les expériences afin d’optimiser la formulation du bioproduit a
base d’huile essentielle de thym en question.

La lecture individualisée de la fluctuation des densités des larves du Culex
pipiens fait ressortir le facteur dose comme élément de restriction des vivants de
Culex pipiens (exposés aux differentes doses du bioproduit formulé).

Les mémes résultats font ressortir que l'effet biocide de la formulation est
tributaire de la dose du principe actif (Huile essentielle du Thym) cela signifie que
plus la dose augmente plus la formulation extériorise son effet biocide sur les larves
du Culex pipiens.

Des études récentes ont montré que les produits naturels issus des plantes et
les métabolites secondaires représentent une importante source de molécules
pouvant étre exploitées dans différents domaines.

Aubertot et al. (2005), estiment que les huiles essentielles les plus étudiées
dans la littérature pour leurs propriétés biocides appartiennent a la famille des
Labiatae : thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge, etc... étant donnée la
grande complexité de la composition chémotypique des huiles essentielles.

Selon Bendaho (2007) la composition chimique de I'huile essentielle varie d’'une
plante a une autre.

Dorman et al. (2000), estime que le principal facteur modifiant l'activité

insecticide des huiles essentielles est le type et la structure moléculaire des



Discussion générale

composants actifs présents. Cependant, ce constat ne doit pas amener a penser que
la toxicité d'une plante est obligatoirement liée a la nature du composé dominant.

Regnault-Roger (2005), affirme que les huiles essentielles de thym (Thymus
vulgaris), de l'origan (Origanum vulgare), du romarin (Rosmarinus officinalis), du
basilic (Ocimum basilicum), de la sauge (Salvia officinalis) et de la coriandre
Coriandrum sativum) sont trés toxiques.

L'objectif de notre expérimentation étant de réaliser une approche
d'optimisation de la formulation du bioproduit formulé a base d'huile essentielle de
thym par le biais d’'une modélisation mathématique, on a fait appel a une méthode de
recherche expérimentale planifiée appelée « plans d’expériences ». Cette démarche
expérimentale nous a aidés a structurer notre recherche de maniére différente et a
mieux comprendre le phénoméne étudié. Elle nous a surtout permis une diminution
considérable du nombre d'expériences, une interprétation rapide et I'optimisation de

la formule a utiliser.



Conclusion générale

Ces dernieres décennies, la protection de I’environnement s’impose de plus en plus
comme une préoccupation mondiale majeure. La méthode classique de lutte chimique contre
les insectes jadis considérée comme panacée, fait de plus en plus place a la lutte intégrée et la
a lutte biologique par I’utilisation de micro-organismes, de prédateurs, de parasitoides et de
méthodes dites physiques. Le recours aux plantes aromatiques, et particulierement aux huiles
essentielles extraites de ces plantes, est devenu une alternative courante dans cette lutte.

Par le présent travail, nous avons étudi¢ en premier lieu l'effet biocide d'un bioproduit
formulé a base d'huile essentielle de thym Thymus vulgaris sur les larves du Culex pipiens a
travers l'application de la méthode des plans d’expériences.

Notre démarche consistait en 1’utilisation des plans dits pour surfaces de réponses afin
de viser I’optimalité de notre mode¢le en ayant recours aux plans D-optimaux du second degré.

Aprées identification de la réponse des larves de Culex pipiens vis-a-vis des facteurs
influents sur leur mortalité, les résultats obtenus stipulent que 1’effet toxique de la formulation
d'huile essentielle de Thymus vulgaris est dépendant de la dose, montrant que plus la
concentration augmente plus la formulation présente un effet biocide plus important sur les
larves du Culex pipiens

Dans la continuité de 1’utilisation des plans d’expériences et comme perspectives a notre
travail, il serait d’un grand intérét de réaliser des études faisant intervenir plusieurs parametres
d’entrée (facteurs influents) pour notamment établir des plans de criblages ou encore des

plans de mélanges (plans tres utilisés dans le domaine de procédés chimiques).
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Annexe III : Tableau récapitulatif du plan étudié
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Annexe V : Des différentes statistiques pour le modéle
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