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Résumé :

Les nuisances causées par les moustiques nécessitent de lutter contre leur prolifération. Actuellement
la seule méthode qui s’avere efficacité et la plus utilisée en Algérie c’est la méthode chimique, il
convient donc d’étudier I’efficacité de I’un de ces insecticides d’une part et d’évaluer son impact sur
la physiologie de I’insecte d’autre part. De ce fait, notre étude a porté sur le Téméphos, insecticide
largement utilisé par les services sanitaires de la Wilaya d’Alger (URBAL). Nous avons testé 3 doses
sur des larves de Culex pipiens (espéce la plus répondue dans la zone d’étude) et procédé aussi a un
dosage des lipides et des protéines ante et post traitement.

Les résultats obtenus par I’analyse probit, démontrent que le Téméphos atteint son efficacité optimale
a partir de 30 minutes et jusqu’a 45 minutes d’exposition. Quant au dosage optimal dans cet intervalle
de temps, il serait de I’ordre de 0,189 % de concentration en moyenne, avec un intervalle de 0,170 %
a 0,207 % pour un DL50, et de 0,375 % en moyenne, avec un intervalle de 0,334 % a 0,437 % pour
un DL 90. Par ailleurs, il apparait au vu des résultats obtenus que les larves de Culex pipiens étudiés
développent une double résistance : I’augmentation de la concentration de lipides a I’intérieur des
larves et donc la perturbation de la pénétration du pesticide et la production d’enzymes qui
décomposent les insecticides a des composés non toxiques.

Mots clés : Culex pipiens, Insecticides, Téméphos, lutte chimique, résistance.

Abstract :

The nuisance caused by mosquitoes requires to fight against their proliferation. The most used
struggle method in Algeria is chemical control, it is appropriate to study the real effects of insecticides
used on targets and to set more or less precise dosages for optimal action and determine the minimum
duration of effect. Therefore, our study focused on the Téméphos, the most used insecticide in the
Algiers to fight mosquitos larvea. We tested three doses of this insecticide on larvae of Culex pipiens
(the most common specie in the study area) and also conducted a dosage of lipids and proteins ante
and post treatment.

The results obtained by a probit analysis, demonstrate that the Téméphos reached its optimum
efficiency from 30 minutes to 45 minutes of exposure. Regarding the optimal dosage in this time
interval, it would be of the order of 0.189% average concentration, with a range of 0.170% to 0.207%
for LD50, and 0.375% on average, with a range of 0.334% to 0.437% for a DL 90. Furthermore, it
appears from the results obtained that the larvae of Culex pipiens studied develop a double resistance:
increasing the concentration of lipids within the larva and therefore the disturbance of the penetration
of the pesticide and the production of enzymes that break insecticides to non-toxic components.
Keywords : Culex pipiens, Insecticides, Téméphos , chemical control , resistance.
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Introduction

INTRODUCTION

Les pigdres de moustiques peuvent étre bégnines ou transmettre des maladies parfois graves,
comme le paludisme ou la fiévre jaune. Aussi, de nombreux organismes infectieux (virus,
bactéries ou parasites) sont transmis par les moustiques. Ce mode de contamination accélére
leur propagation : les insectes s’auto-contaminent en piquant une personne infectée et
infectent ensuite d'autres personnes. Ce mode de transmission rend le moustique I’insecte qui
a tué le plus d’humains dans le monde en favorisant I’extension des maladies comme la
dengue, le paludisme ou le Chikungunya chaque année. Ce sont plus de 3 millions de
personnes qui décedent suites aux piqures de moustiques.

Par conséquent et compte tenu des risques sanitaires que représentent les culex, il est
nécessaire de lutter contre leur prolifération. La méthode de lutte la plus utilisée en Algérie
est la lutte chimique. Parmi les produits utilisés, on trouve le Téméphos, employé depuis plus
de 10 ans par I'établissement d'hygiene urbaine d'Alger (URBAL).

Cependant, peu d’études ont été consacrées a ce produit quant a la mesure de son efficacité
ou de son mode d’action. Ainsi, ce travail projette d’étudier au niveau de la région d’Alger
plus particulierement la zone de Bab Ezzouar [I’'impact des traitement chimique par
I’utilisation du Téméphos sur le taux de mortalité des larves de culex , Estimation des doses a
action minimal et maximal pouvant doter les larves de Culex d’une résistance. Par ailleurs, il
a été jugé opportun d’étudier aussi d’éventuelles formes de résistance de la part des larves
vis-a-vis de I’insecticide utilisé.

Donc il est ambitionné avec ce travail de donner des éléments de réponses aux questions
suivantes :
e Quels sont les espéces de Culex rencontrées dans la région d’Alger (Bab-Ezzouar)?
e A quel pourcentage d’efficacité est estimé le Téméphos sur les larves de Culex
pipiens ?
e Quelle est la durée minimale pour que son action soit optimale ?
e Est-ce que les larves de moustiques développent des mécanismes de résistance pour
contrer I’effet de I’insecticide ?

Pour répondre a ces questions, ce travail est subdivisé en deux grandes parties :

e La premiere consiste en un seul chapitre bibliographique, traitant des généralités
sur les moustiques, les différentes espéces qui composent le genre, leur cycle de
vie, les moyens de lutte employés contre les moustiques et les mécanismes de
résistance développés par ces derniers.

e La deuxieme partie quant a elle, constitue la partie pratique du travail et est
composée de trois chapitres :
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Introduction

0 Le premier intitulé « Matériel et méthodes » ou sont présentées la région
d’étude et les principales caractéristiques de son climat, ainsi que les
materiaux utilisés et les procédés et protocoles suivis sur le terrain pour la
collecte de larves, et en laboratoire pour I’étude de I’effet dose et les
analyses biochimiques inhérentes au phénomeéne de résistance.

0 Le second chapitre intitulé « Résultats», aborde comme son nom I’indique
les résultats obtenus a I’issue des différentes expérimentations et leur
traitement statistique par un logiciel spécialement concu pour I’étude de
I’effet dose.

o Le troisieme et dernier chapitre de cette partie, est réservé a la discussion
des résultats obtenus et leur comparaison avec d’autres travaux ayant
traités des sujets similaires.

e Enfin, une annexe a été disposée dans ce document, qui regroupe une liste des
produits et du matériel utilisé ainsi que les détails relatif au traitement statistique des
données.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Généralités sur les culicidae :

La famille des culicidae, synonyme du terme courant « moustique » (Carnevale et al, 2009)
regroupent trois principaux genres vecteurs de maladies notamment Culex, Anophéles, Aédes
(Delounay, 2001).

Ce sont des insectes qui subissent une métamorphose compléte (Holométabole) leurs
développement se déroule en deux phases successives selon (Roth, 1980)

e Phase aquatique, I’ceuf, les 4 stades larvaires et la nymphe.

e Phase aérienne qui concerne I’adulte ailé ou imago, ces derniers particulierement les
femelles qui jouent un réle trés important dans la transmission de quelques maladies
telle que : Le paludisme, la fiévre jaune, la dengue (OMS, 1999).

1.1. Position systématique des culicidae :
Selon Brhunes et al,(2001) les culicidae sont des insectes qui appartiennent au :

e Regne — Animal.

e Embranchement — Arthropoda.

e Sous embranchement — Antennates.
e Classe — Insecte (Exapode).

e Sous classe — Ptérygote.

e Ordre — Diptere.

e Sous ordre — Nématocere.

e Famille — Culicidae.

1.2. Les principales caractéristiques morphologique du culex :

Les culex se distinguent des autres nématoceres piqueurs par leurs longues trompes et
présence d’écailles sur les nervures des ailes (Carneval, 2009), les caractéristiques
morphologiques selon Guillaumot (2005.) sont bien distinctes a savoir :

1.2.1. Les ceufs :

Les ceufs sont fusiformes et mesurent environ 1mm de long, généralement -blanchatre au
moment de la pente, ils s’assombrissent dans les heures qui suivent, ils sont pondus dans
I’eau, réunis par 200 a 400 en nacelle (Figure 1) dont I’arrangement leur permet d’étre
insubmersible (Rioux ,1958) (Fig.1).
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Figure 1 : « Aspect des ceufs de culex sp (Berchi, 2000) »

1.2.2. Lalarve :

D’aspect vermiforme, le corps de la larve se divise en 3 segments: La téte, le thorax, et
I’abdomen (Figure 2). Sa taille varie de 12mm en moyenne en fonction des stades et elle est
dépourvue d’appareils locomoteurs.

Figure 2 :«Morphologie générale d’une larve de Culex (Kettle, 1995) »

Son extrémité caudale est munie d’un siphon, long et étroit affleurant a la surface de I’eau.
Ce tube est muni de 5 clapets qui s’ouvrent sur deux orifices par ou I’air pénétre a I’intérieur
quand la larve monte a la surface de I’eau. Ces clapets se rabattent quand elle gagne les
profondeurs. Ses pieces buccales sont de type broyeur, adaptées a un régime saprophyte
(Kettle 1995).
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1.2.3. La nymphe :

La téte et le thorax de la nymphe fusionnent pour donner un céphalothorax, sur lequel se
fixent deux trompes assurant la respiration. Sa forme globale rappelle celle d’un point
“interrogation. Les orifices anales et buccales étant bouchés la nymphe ne se nourrit pas
(Figure 3) ses palettes natatoires, situées sur I’abdomen, lui permettent de se déplacer (Rioux,
1958 ; Cachereul, 1997).

. Trompelles
Yh respiratoires
y

& #—————— Céphalo-thorax

Palettes
nararowres

Figure 3 : « Structure général d’une nymphe de Culicinae (Culex
pipiens) » (Berchi,2000)

1.2.4. L’adulte :
Le culex adulte mesure 3 a 6mm de long (figure 4). Les différentes parties sont :
a. La téte :

Sombre, couverte d’écailles, fourchue et, dressée entre lesquelles sont situés des écailles
blanches et des poils bruns. Sur les joues se trouvent des écailles plus courtes, formant une
tache blanche (Kettle, 1995 ; Andreo, 2003).
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- Thotax

Téte
Aile

Antcnncs

Palpes

Trompe

Abdomen

e Pattes
Posténeures

Pattes —
antericures

Figure4 : «Morphologie du moustique adulte vue de profil (Brunheset al, 1999) »
b. Lethorax :

Composé de 3 segments soudés (Le prothorax, Mé&agthdétathorax), il porte les ailes et
les pattes. Le thorax est brun recouvert d’écaideses foncées, avec quelque écailles claires
sur les cotés.

c. Abdomen :

Gréle et allongé, il est composé de 9 segmentdriéapar deux cerques, protégeant I'anus et
I'orifice génital, il est recouvert d’écailles alas, brunes et blanches avec de longs poils sur la
face dorsale. Une ligne longitudinale sombre ajjus quelque tdche sombre sur les c6tés, qui
ornent la face ventrale. Chez les males I'abdoredersnine par une armature, génital servant
a maintenir la femelle durant I'accouplement. Cleszfemelles, possédent un oviscapte qui
intervient lors de la pente (Bussieras et Cherm@@1.)

2. Cycle de vie et de développement :

Le cycle de vie des moustiques comprends 4 stadeg,larve, nymphe et enfin adulte, ces
différentes étapes se déroulent en deux phasesphase aquatique (ceuf, larve et nymphe) et
une phase aérienne (adulte) (Guillaumot, 2013.)
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ADULTES
FEMELLE MALE

& U

EMERGENCE

NYMPHE

O)

Dessin  Manne Aubert

Figure 5 : « Cycle de vie du moustique (Guillaumot, 2013) »
Apres I’accouplement qui s’effectue en vol ou dans la végétation (Seguy, 1950) les femelles
partent en quéte d’un repas sanguin, nécessaire pour la maturation des ceufs. (Guillaumot,
2005) quelques jours plus tard, selon I’espéce, la femelle gravide préte a pondre ses ceufs (la
ponte aura généralement lieu au crépuscule) dans une eau stagnante ou a faible courant
(Ayitchedgi, 1990). La ponte est de I’ordre de 100 a 400 ceufs et le stade ovulaire dure de
deux a trois jours dans les conditions de, température du milieu, Ph de I’eau, nature et
abondance de la végétation aguatiguie, de méme que la faune associée. (Fig. 6)

Euf Nacelle de culex

dﬂolomeres l Eau

il

g
b
!1 " I_h gL

( ||” 'Ill

Figure 6 : «Eufs de moustique (Moulinier, 2003) »
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A I’éclosion, I’ceuf donne des larves de stade 1 (1 a 2mm de taille) et se nourrissent de matiére

organiques, micros organismes, et méme des proies vivantes pour atteindre le stade 4 avec
une taille de 1.5cm (Rodhain 1985). (Fig. 7).

/ Surface de I'ean

Siphon
respiratoire

Figure 7 : « Larve de Culex (Moulinier, 2003) »

Selon la température de I’eau et la disponibilité en nourriture, au bout de 6 a 10 jours, la 4™

mue donne naissance a une nymphe, ou proprement dite la Nymphose (Guillaumot 2005)
(Fig.8).

Trompettes respiratoire

(Fil de
Fieyk eyl 'imago

Ailes de
I'imago

Figure 8 : « Nymphe de culex (Moulinier, 2003) »

Le stade Nymphale (dure de 1 a 5 jours). Durant cette période la nymphe migre a la surface
pour respirer ou plonge dans les profondeurs si elle se sent menacée. A la fin de ce stade, la
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nymphe s’étire, son tégument se fend dorsalement et le moustique (Imago) s’extirpe de
I’exuvie : c’est I’émergence qui dure environ 15 minutes (Perez, 1985). (Fig. 9)

Irompe Anicnne _—

(

. - I'_{ o Aile

<l \\
paa | . .
Scutell | Haltéres [Balanciers]
cutellum R
v ey Abdomen
TR Pattes
Cerques
s Tarse
Griffes

Figure 9 : « Culex adulte ou Imago (femelle en haut, méle en bas) (Moulinier, 2003) »
3. Principales nuisances causées par Culex :
On distingue deux types de nuisance causés par le Culex: La piqgre et la transmission de maladies :
3.1. La piqiire :

Chez I'nomme comme chez I'animal, la piqdre du moustique femelle provoque une lésion ronde de
quelques mm a 2 cm de diameétre souvent prurigineuse (Andreo, 2003).

Des reactions allergiques a ces piqlres peuvent apparaitre, dues a l'injection d'antigénes
salivaires, mais pouvant aussi étre dues au simple contact avec le moustique ou ses excréments
(Candace, 2001).

3.2. La transmission des maladies :
Le Culex pipiens, est tres répandu dans le monde. Il est présent en zones tropicales et

tempérées (Weill et al. ,2003). C'est une espece qui se reproduit dans des habitats naturels et
artificiels de différentes tailles (Savage & Miller ,1995).
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Sa capacité a s'adapter a tous les biotopes (Hassaine, 2002 ; Faraj et al. 2006) lui permet d'étre
vecteur de plusieurs agents pathogenes responsables de maladies infectieuses parfois mortelles
(Guyatt et al. 1999).

Selon Savage et Miller (1995), Culex pipiens est I'un des principaux vecteurs de I'encéphalite
de Saint- Louis aux Etats-Unis, il a été considéré aussi comme le principal vecteur du virus
West-Nile en Roumanie (Savage et al. 1999), aux Etats-Unis (Palmisano et al. 2005), en Bulgarie
et en République tchéque (Hubalek & Halouzka.2002). Le Maroc a été touché en 1996 (Harrack et
al. 1997) et en 2003 (Schuffenecker et al. 2005). En Algérie, le virus West-Nile a provoqué une
épidémie importante dans la région de Timimoune en 1994. Des cas isolés d'encéphalite chez
I'nomme avec des cas mortels sont rapportés par Le Guenno et al. (1996) et Zientara et al. (2001).

De méme, en Algérie, Culex pipiens est le moustique qui présente le plus d'intérét en raison de
son abondance et sa nuisance réelle dans les zones urbaines (Berchi ,2000). Selon ce méme
auteur, son développement dans certaines régions est continu pendant toute lI'année. De nombreux
travaux sur les populations de Culex pipiens des régions tempérées ont été entrepris pour
examiner les critéres de différenciation morphologique entre les biotypes. (Roubaud 1929,
1933,1939)

4. Les différentes méthodes de lutte contre les nuisances des Culex :

La lutte contre les moustiques a toujours été une préoccupation majeure pour Se protéger contre
I'agression de ces insectes hématophages. C'est un outil essentiel de la prévention contre les
maladies a vecteurs et de contrble des insectes nuisibles (Chandre et al.1997). Parmi les méthodes de
lutte les plus utilisées nous avons :

4.1. La lutte biologique :

La lutte biologique repose sur l'utilisation d'organismes vivants ou de produits qui en dérivent
pour détruire les vecteurs et les ravageurs. Il s'agit en particulier de virus, de bactéries, de
protozoaires, de champignons, de plantes, de vers parasites (OMS ,1999).

4.2. La lutte chimique :

La lutte chimique consiste a I'utilisation de produits chimigue de synthese pour lutter contre les
larves et les imagos de moustiques.

Les composés utilisés au debut contre les organismes nuisibles étaient des pesticides de
premiére génération relativement simple a base d'arsenic, de soufre, de chaux, de dérivés du
pétrole, de substance a base de fluor ou extraite de plantes comme la nicotine. Ces pesticides se
caractérisent par leur toxicité relativement élevée pour les organismes non visés et surtout leur
rémanence ou encore leur lente décomposition dans I'environnement (Philogene, 1991).
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4.2.1. Les principales familles chimiques d'insecticides utilisées :

a. Les Organochlorés :

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

b. Les Organophosphorés :

Il y'a plus de deux cents composés de ce groupe homologués dans le commerce. Les premiers
comme le parathion étaient extrémement toxiques pour 'homme. Les composés les plus employés
sont énumérés ci-apres :

e Le parathion : trés toxique ; n'est utilisé que comme larvicide loin des lieux habités.

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

e Le chlorpyrifos (Dursban) : est un excellent larvicide surtout dans les eaux polluées ou
son effet peut se prolonger pendant trois mois. Cependant, il est plus toxique que le
précédent et plus agressif pour I'environnement. C'est le produit de choix pour la lutte contre
les culex dans les égouts, les drains ; les puisards, etc.

e Le malathion : est un des Organophosphorés le moins toxique et le moins cher. Il a étais
recommandé pour remplacer le DDT. Son activité larvicide est relativement réduite, mais
ses propriétés adulticides sont trés satisfaisantes (Anonyme, 1976).

c. Les carbamates :

Peu de produits de ce groupe sont utilisées en santé publique. Instables en milieux aqueux, ils ne
peuvent étre utilisés que comme larvicides, et leur action est dirigée contre les adultes

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

e La carbaryl : peu toxique, il est utilisé contre les moustiques adultes et mouches
(Anonyme, 1976).

d. Les pyréthrinoides :

Sont des insecticides chimiques synthétiques. Leur structure chimique est adaptée a celles des
pyréthrines. Ce sont des insecticides botaniques naturels produits par les fleurs de
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chrysanthémes (chrysanthemian cinerariaefolium et chrysanthemum cineum : especes retrouvees
essentiellement en Afrique et en Australie).les pyréthrines, qui altérent les fonctions
nerveuse, sont peu résistantes et peu stables dans I'environnement. (Aligon et al .2010).

4.3. La lutte physique :

Par I'expression tres générale d'action physique on entend toute modification intentionnelle du
milieu qui vise soit a faire disparaitre ou reduire par des moyens physique les nappes d'eau de
surface dans lesquelles les moustiques se développent, soit a provoquer des modifications
physique du milieu qui rendent I'eau impropre & la reproduction des moustiques. L'action
physique consiste géneralement a entreprendre des travaux de régularisation du régime des eaux,
d'aménagement de I'écoulement ou de modification physique par d'autres moyens (Anonyme,
1974).

5. Répartition géographique :
5.1. Dans le monde :

Parmi les especes du genre culex, culex pipiens est le moustique le plus fréquent dans le monde, c’est
un moustique ubiquiste capable de s’adapter a différents biotopes ; il se développe aussi bien dans les
milieux urbains que ruraux, dans les eaux pollués que propres.

Dans plusieurs régions, il est actif pendant toute I’année et atteint son maximum de développement
pendant les saisons chaudes. Ses préférences trophiques sont trés variables car il est plutdt ornithophile,
mais il s’attaque volontiers aux humains et aux mammiféres lorsqu’ils cohabitent (Faraj et al. 2006)

5.2. En Algérie :

En Algérie, les culicidés constituent les insectes piqueurs les plus nuisibles aux populations (Lounaci,
2003), Culex pipiens est le moustique qui présente le plus d’intérét en raison de son abondance et sa
nuisance réelle dans les zones urbaines sont développement dans certaines régions est continu pendant
toute I’année et de nombreux travaux ont montré I’abondance des C .pipiens dans tout le pays, dans le
constantinois (Berchi, 2000), a Tlemcen (Hassaine, 2002), dans I’algérois de Tizi Ouzou (Lounaci,
2003)

6. Phénomene de résistance :

6.1. Définition :

L’utilisation intensive des insecticides dans la lutte contre les vecteurs de maladies,
de nombreuses résistances sont apparues chez les moustiques vis-a-vis de ces composes.

Le phénoméne de résistance a été défini par I’organisation mondiale de la santé (OMS)
comme « le développement d’une capacité de tolérer les doses de substances toxiques chez
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une souche résistante aux insecticides qui seraient létale pour la majorité des individus
d’une population normale de la méme espéece » (OMS 1975).

Les facteurs induisant la résistance sont nombreux et le mécanisme adopté par un organisme
dépend de la pression exercée et du mode d’action de I’insecticide utilisé. L’intoxication d’un
insecte englobe différents niveaux d’interaction pharmacocinétiques: pénétration des
barriéres tissulaires, distribution, stockage, métabolisation dans les tissus internes et
interaction moléculaires avec le site cible spécifique (OMS, 2014).

6.2. Mécanisme de la résistance :

La toxicité des insecticides résulte de leur interaction avec leur cible biologique présente chez
I’insecte. La molécule insecticide doit entrer en contact avec I’insecte, pénétrer dans
I’organisme, dans certains cas étre transformé en métabolite actif, puis étre transporté jusqu’a
sa cible. Tout mécanise qui modifie I’une de ces étapes peut donc conduire a une résistance
(Soderlund, 1997 ; Pennetier 2008) Trois types de mécanisme de résistance sont distingués :

6.2.1. Résistance comportementale :

Il s’agit de toute modification du comportement d’un insecte qui I’aide & éviter les effets
mortels des insecticides. La propriété irritante de certains insecticides peut conduire une
certaine proposition d’insectes a quitter les surfaces traitées avant d’avoir absorbé une dose
létale, de sorte qu’il faudra des contacts répétés avant d’entrainer la moralité .ce type de
mécanisme se rencontre essentiellement chez les diptéres en augmentant leur irritabilité de
maniere a minimisé le temps de contact avec I’insecticide en particulier au contact des
pyréthrinoidies. (Lockwood et al, 1985 ;Hauburge et Amichot 1998).

6.2.2. Résistance physiologique :

Les modifications qui affectent la physiologie de I’insecte peuvent étre remarqué par la
cinétique de pénétration, la séquestration ou I’excrétion (Hauburge et Amichot 1998) comme
illustré sur la figure 10 :
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Figure 10 : « Représentation schématique des méecanismes impliqués dans la résistance
physiologique aux insecticides, d’apres Poirié et pasteur (1991) »

6.2.3. Modification de la cinétique de pénétration de I’insecticide :

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

6.2.4. Excrétion :

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

6.2.5. Résistance métabolique :

Consiste en une détoxification plus efficace de I’antiparasitaire. Elle résulte de la
surexpression des enzymes de détoxification, ou de la substitution d’acides aminés sur ces
enzymes a I’ origine d’une modification de leur affinité avec les insecticides. Ce mécanisme
est primordial dans la résistance aux organophosphorés, DDT, organochlorés, carbamates et
pyréthrinoides (Zerba,1988 ; Ehrhardt,2006).

La résistance peut également consister en une mutation de la cible. Elle peut étre liée a une
modification du site sur lequel I’insecticide agit dans une souche résistante, de sorte que
I’insecticide n’arrive plus a se lier efficacement et que I’insecte n’est donc plus affecté, ou est
moins affecté, par le produit. Ce mécanisme de résistance peut se produit dans le canal
sodique et aboutir a des canaux sodiques de différents types, des altérations structurelles du
canal sodique, des canaux sodique modifiés, des modifications des phospholipides des
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membranes nerveuses, une réduction de la densité des canaux sodiques et une affinité réduite
du canal sodique. Les mutations de résistances, comme les mutations KDR (Knock-Down
Résistance) peuvent toucher I’acétylcholinestérase, qui est la cible moléculaire des
organophosphorés et des carbamates, ou les canaux sodique voltage dépendants pour les
pyréthroides et le DDT.

La modification des canaux chlore de la synapse codée par le géne Rdl est impliquée dans la
résistance au lindane et a la dieldrine. La résistance peut de la méme facon résulter de
modifications des canaux GABA ou des acétylcholinestérases (Ehrhardt, 2006).

6.3. Type de résistance :

La résistance peut se manifester vis-a-vis de tous les insecticides de fagon différente, 4type de
résistance que les moustiques peuvent développer apres avoir sélectionné I’insecticide :

6.3.1. La résistance simple :

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

6.3.2. La résistance de famille :
Elle s’applique a un groupe d’antiparasitaires ayant le méme mode d’action.

Exemple : résistance aux pyréthrinoides et aux lactones macrocycliques.il est ainsi
recommandé de changer de famille d’insecticides lors de [I’apparition de populations
résistantes a un pyréthrinoides

6.3.3. La résistance croisée :

Elle résulte d’un mécanisme de résistance unique, sélectionné par I’application d’un seul
antiparasitaire. Elle peut concerner de substances d’une méme famille ou de familles
différentes. Exemple: résistance du type KDR résultant d’une mutation du géne para canal
sodique, conférant une résistance au DDT et aux pyréthrinoides chez les populations
d’anophéles gambiae. On parle de résistance croisée négative quand une population devenue
résistante a un antiparasitaire présente une sensibilité accrue a un autre .exemple : les souches
d’Haematobia irritants résistantes aux pyréthrinoides présent souvent une sensibilité accrue au
diazinon, un organophosphoreé (Cilek, 1993 ; Byford, 1988 ; Ehrhardt, 2006).

6.3.4. La résistance multiple :

Elle désigne une résistance vis avis de plusieurs groupes d’antiparasitaires ayant des modes
d’action différents. Plusieurs mécanisme de résistance évoluent ainsi en repense a la sélection
résultant de I’application de différents insecticides (Gehrhardt, 2006).

7. Méthode pour le dosage des protéines et des lipides (Par le Gerhardt) :

Appareil de haute technologie (figure 11), conjugué a un systéeme d’analyse qui automatise les
méthodes de référence, ce qui réduit les risques d’erreurs. Le Gerhardt dispose d’une vaste
donnée des applications :
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7.1. Détermination de I’azote :

La majorité des aliments humains et animaux contiennent de I’azote, la teneur en protéine est
calculée a partir de la teneur en azote, contenu dans un échantillon.

7.2. Détermination de la matiére grasse totale :

L’industrie détermine la teneur en matiere grasse dans les matieres premiéres afin d’évaluer la
pertinence de certains procédes de fabrication et elle analyse la teneur en matiere grasse des
produits finaux dans le cadre du contréle de la qualité. La détermination quantitative de la
teneur en matiere grasse d’un échantillon s’effectue généralement par extraction avec un
solvant Lipophile. La graisse libre est détectée par extraction directe.

7.3. Détermination de la fibre végétale :

La détermination de la teneur en fibre est d’une importance particuliére dans I’alimentation.
La proportion de fibre a un grand impact sur I’assimilation des aliments et la santé. L analyse
élaborée recrée les différentes étapes du processus de digestion dans I’estomac, afin d’évaluer
la valeur de [I’alimentation grasse aux différentes fractions de fibre, déterminée
qualitativement et quantitativement. Pour déterminer les différentes fractions de fibres, des
échantillons de I’aliment sont traités avec différents solvants. Le résidu non dissout est séche,
pesé puis incinéré. La perte de masse survenant lors de I’incinération correspond a la teneur
en cellulose brut de I’échantillon.

Figure 11 : « Appareil de Gerhardt »
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

Objectif de I'étude:
Deux objectifs ont été fixés dans notre thématique de recherche a savoir :

» ldentification des espéeces de culex récolté dans la partie Est de I'Algérois.

e Evaluation de l'efficacité du «Téméphos » (insecticide organophosphoré), sur des
populations de moustiques dans la région de Bab-Ezzouar d’'une part, et I'estimation de
la sensibilité de ces moustiques récoltés vis-a-vis de ces produits par des analyses
biochimiques d’autre part (dosage des protéines et des lipides) d’autre part.

1. Présentation de la région et de la zone d’étude :

L’étude s’est faite au niveau de la région d’Alger et plus précisément a I'est de celle-ci, et donc
de Bab-Ezzouar, la zone d’étude :

1.1. Situation géographiqgue de la zone d’étude:

La commune de Bab-ezzouar est située a environ 15 km a I'Est d’Alger dans la banlieue, limitée
par Bordj El Kiffan au Nord, Oued Semmar au Sud et a 'Ouest, et Dar El Beida a 'Est (ONS
2008), elle couvre une superficie de 8,02kmz, elle est entre 3° et 11° de longitude est et 36°et
43° de latitude nord.

1.2. Choix de la zone d’étude

D’aprés nos enquétes établies en collaboration avec la société URBAL, il s’est avéré qu'il
y'avait présences de résistance au niveau de la commune de Bab-Ezzouar, notamment dans les
cités mentionnées auparavant. Les zones infestées par les moustiques présentent une résistance
aux produits chimiques utilisés.

[

o pogiité-Smail
Yefsah

(=

Figure 12 : « Localisation des sites de prélévements»
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1.3. Facteurs climatiques de la zone d’étude :

Comme les insectes sont ectothermes, les rythmes des principaux processus physiologiques
de leur cycle de vie sont déterminés par les conditions environnementales, notamment la
température et les précipitations (Régniere, 2009).

1.3.1. Températures dans la région d’étude :

La température est un facteur abiotique particulierement important pour les moustiques et
autres arthropodes, car elle influe directement sur la mortalité, la durée de vie, et les taux de
développement qui peuvent provoquer des changements dans la morphologie (Su et Mulla
2001, Gunay et al. 2011). Aussi, les augmentations de température sont susceptibles d'accélérer
le développement des moustiques, et que cet effet est plus grande a des températures inférieures
a 24 °C, cependant, une température plus importante augmente de maniére significative la
mortalité (Ciota, 2014).

Le tableau suivant mentionne les températures enregistrées durant la période d’étude dans
la région d’ Alger :

Tableau 1 : « Températures maximales, moyennes et minimales enregistrées a Alger
durant la période d’étude »

Jan Fév Mar Avr Mai Jui Jul Aol
M (°C) 18,5 18,4 18,1 20,2 22,2 25 27,2 27,4
T Moy (°C) | 16,2 16,1 15,1 18,3 20,4 22,8 25,1 25,3
m (°C) 13,9 13,6 12,1 15,9 17,9 20,8 22,4 23,2

Source : http://www.infoclimat.fr/climatologie/annee/2016/alger-port/valeurs/60369.html
M : Température maximale enregistrée.

m : Température minimale enregistrée.

TMoy : Température moyenne.

Les températures maximales oscillent entre 18,1 °C (Mars) et 27,4 °C (Aout), quant aux
minima, elles sont respectivement et pour les deux mois, de 12,1 °C et 23,2 °C. Enfin pour les
moyennes de températures, elles sont de 15,1 °C pour le mois de Mars (le plus froid) et de 25,3
°C pour Aot (le mois le plus chaud). Concernant le mois le plus chaud dans la région d’Alger,
il s’agit en effet du mois d’Aoft, et le mois le plus froid serait en fait celui de Mars. Aussi, ces
valeurs sont quelques peu biaisés par El Nifio, phénomene océanique a grande échelle du
Pacifique équatorial, survenant tous les cinq ans en moyenne et affectant le régime des vents,
la température de la mer et les précipitations ; et justement, cette année de 2016 a connu un
¢épisode assez prononce.

En résumé, les températures de la région sont particuliérement propices au développement
et a la prolifération du Culex, car elles se situent souvent en deca du seuil de 24 °C.
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1.3.2. Pluviométrie :

Le tableau ci-dessous reporte les pluies enregistrées dans la région d’Alger entre Janvier
2016 et Aolt de la méme année, ainsi que les moyennes pour les mémes mois, pour la période
2007-2016 :

Tableau 2 : « Précipitations annuelle et décennale (2007-2016) enregistrées a Alger»

Janvier | Février | Mars Avril Mai Juin Juillet Aout Total
2016 (mm) 73 112 95 28 19 0 2 0 329
Moyenne 2007- | o6 | 955 | 660 | 637 | 414 | 130 | 26 | 150 | 3638
2016 (mm)
Source:www.infoclimat.fr/climatologie/annee/..../alger-port/valeurs/60369.html (.= a

remplacer par I’année désirée).

Le mois le plus pluvieux de 2016 fut celui de Février avec 112mm, sur un total de 329 mm,
ce qui en fait une année relativement seche par rapport a la moyenne de 2007-2016, ou elle
avoisine les 364mm. On constate aussi qu’au lieu d’étre graduellement décroissantes entre
Janvier et Mai, ’année 2016 a vu plus de 277 mm de pluies tombées entre Janvier et Mars.

Donc, méme si les pluies ne sont pas importantes, le fait qu’elles se répartissent sur plusieurs
mois favorise davantage le développement et la prolifération des moustiques.

1.3.3. Le facteur Vent :

Le vol des insectes hématophages peut étre considérablement réduit par le vent, mais les
especes qui habitent les bois et d'autres sites protégés seront moins touchés que ceux qui vivent
dans les zones les plus exposées (Service, 1980).

Tableau 3 : « Températures maximales, moyennes et minimales enregistrées a Alger
durant la période d’étude »

Janvier | Février Mars Avril Mai Juin Juillet Aout

V (m/s) 3,84 4,56 3,98 3,71 3,49 3.4 3,49 3,26

Source : http://w-weather.com/Algeria/Algiers/.../ (...= a remplacer par le mois désiré).

Les vents dans la région d’Alger sont souvent de type Nord-Est, Nord-Ouest et Ouest et
parfois, des vents du sud de type Siroco investissent le nord du pays en été.

Pour ce qui est de la vitesse du vent a Alger, elle est relativement faible par rapport aux
autres régions du pays et notamment celle du sud, du moment qu’elle ne dépasse pas les 4 m/s
en général, facteur favorable pour la prolifération des moustiques dans 1’ Algérois.
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1.3.4. Synthese climatique :
a. Diagramme Ombrothérmique :

Le diagramme ombrothermique est une représentation graphique des températures et
quantités de précipitations moyennes mensuelles en un lieu donné. Il comporte un axe
horizontal ou sont placés les 12 mois de 1’année et deux axes verticaux, un a gauche pour les
précipitations et 1’autre a droite pour les températures. Les précipitations mensuelles sont
représentées par un histogramme bleu et les températures mensuelles par une courbe rouge.
L’intérét du diagramme ombrothermique est qu’il permet d’un seul coup d’ceil de caractériser
un climat. Pour qu’un diagramme de ce type soit précis, il faudrait des valeurs s’étalant sur des
dizaines d’années (30 ans en général). De ce fait, nous avons opté pour une application on-line,
qui établis le dit-diagramme de maniére automatique et pour n’importe quelle ville du monde,
en se basant sur des relevés précis de 1976 a 2005, soit une période de prés de 30 ans :

Tableau 4 : « Valeurs des Températures et des Précipitations utilisées pour le
diagramme ombrothermique de la région d’Alger »

Janvier | Février | Mars Avril Mai Juin Juillet | Aout |Septmbr| Octobre |Novmbr| Décembr

Précip. | g14| 727 | 55 | 584 |419| 85 | 45 | 82 | 283 588 |89,6| oI
(mm)
Tempé.

1,1 | 11,65 | 13,15 | 14,85 | 18,1 | 22,15 | 25,05 | 26 | 23,6 | 20,05 | 15,3 | 12,55
Moy (°C)

[ Précipitations
[[|Période Séche

m Temperatures

F M A M J J A s [e] N [=]

Source : http://nom-des-nuages.perso.sfr.fr/ombrothermique/
Figure 13 : « Diagramme ombrothermique de la région d’Alger »

Les axes du diagramme doivent respecter une régle essentielle : celui des précipitations doit
étre le double de celui des températures, c’est-a-dire que par exemple, a la graduation 10 de
I’axe des températures, correspond en face la graduation 20 sur 1’axe des précipitations. Pour
simplifier, le diagramme repose sur une formule tel que : si pour un mois donné, la température
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moyenne multipliée par 2 est supérieur aux précipitations moyennes du méme mois, ce mois-
ci est donc considéré comme «sec», sinon, il est dit « humide ». Ainsi, sur la figure 13, la
période seche correspond a la zone colorée en jaune. Il révele donc que la région d’Alger
(Latitude : 36,76° ; longitude : 3,04°), se caractérise par un climat dit « Csa » :

Tempéreé (C) : la température moyenne du mois le plus froid (janvier) est comprise entre -3°C
et 18°C. La température moyenne du mois le plus chaud (aofit) est supérieure a 10°C. Donc, le
climat est humide : 3 fois plus de précipitations au mois d’hiver le plus arrosé (décembre : 91
mm) qu’au mois d’été le moins arrosé (juillet) et des précipitations annuelles (598,3 mm)
supérieures a 20 fois la température moyenne annuelle (20 x 17,8°C = 355,9).

Méditerranéen (Cs) : 3 fois plus de précipitations au mois d’hiver le plus arrosé (décembre)
qu’au mois d’été le moins arrosé (juillet). Ce dernier reoit moins de 30 mm. Aussi, I'Eté est
chaud (a) ou la température moyenne du mois le plus chaud (aofit) est supérieure a 22°C. Aussi,
au moins 4 mois au-dessus de 10°C : aott, juillet, septembre et juin.

b. Climagramme d’Emberger :

Il s’agit d’une représentation graphique qui permet par le biais d’une formule dite
d’Emberger, de situer une région sur ce diagramme et d’en préciser « 1’étage bioclimatique ».
La formule utilisée est :

_2000x P
Ve
Q2: Quotient pluviométrique d’Emberger.
P : Somme des précipitations annuelles en mm.
M : Moyenne des températures maximales du mois le plus chaud, en Kelvin.
m : Moyenne des températures minimales du mois le plus froid, en Kelvin.

Pour la région d’Alger, ces valeurs sont de :

e Pour «P», nous avons opté pour une moyenne des précipitations enregistrées chaque année
pour la période 2007-2016, soit 579,22 mm.

o «M» pour le mois le plus chaud qui est celui de Aott, est égale a 26,67 °C, soit 299,67
Kelvin. Et 1a aussi nous avons préféré utiliser une moyenne des dix derniéres années.

e « m » du mois le plus froid, également moyenne des dix derniéres années du mois le plus
froid (Février), est égale a 14,04 °C soit 287,04 Kelvin.

Donc :

~ 2000 x 579,22
~ (26,67 + 273)2 — (14,04 + 273)?2

Q, = 156,33

Ce coefficient est reporté en ordonnées sur le climagramme d’Emberger, et la valeur du
minima du mois plus froid (février), égale a 11,35 °C (comme moyenne des dix dernicres
années) est reportée en abscisse :
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Figure 14 : « Localisation de la région d’Alger sur le diagramme d’Emberger »

Ce diagramme révele qu’ Alger et ses environs se situeraient a 1’étage bioclimatique sub-humide
avec hiver chaud, ce qui confirme aussi les résultats obtenus du diagramme ombrothermique.

2. Matériel et produits utilisés :

Tout le matériel et les produits utilisés lors de notre travail, sont cités en annexe. Notre protocole
expérimental comporte deux parties : Une partie sur terrain et une partie menée au niveau de
laboratoires.

2.1. Protocol expérimental sur terrain :

2.1.1. Sites de collectes des larves de culex :

Des prélévements ont été effectués une fois par semaine a partir du mois de mars jusqu’au

mois de juillet dans les 3 sites d’étude. Ces prélévements furent réalisés au niveau des
caves inondées des immeubles, ces caves sont abandonnées, mal éclairées et remplie d’eau
stagnante, ce qui représente les conditions idéales pour le développement la pullulation des
moustiques.
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Site « Cité 5 Juillet » Site « Cité AADL » Site « Cité Ismail Yefsah »

Figure 15: « Sites de collecte des larves de Culex a Bab Ezzouar »
2.1.2. La technique utilisée pour la récolte des larves :

C’est celle préconisée par plusieurs auteurs : la technique des coups de louche (Dipping), cette
technique consiste a plonger dans plusieurs endroits une louche munie d’un manche assez long
afin de faire des prélévements dans plusieurs endroits a différentes hauteurs (Coffinet et at
2009, Messai et a/ 2010).

" -~
Y e vy

Figure 16 : « Bouteille contenant Figure 17 : « Plateau pour trier les
I’eau des caves » larves »

2.2. Protocol expérimental en laboratoires :

2.2.1. Eclaircissement et montage des larves et identifications de celles-ci:
a. Eclaircissement et montage des larves :

Selon Messai et al (2010), le montage des larves se réalise selon les étapes suivantes :

Page 26



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

Réhydratation des larves conservées dans 1’alcool dans un bain d’eau distillée pendant
quelques minutes

Eclaircissements des larves dans une solution de potasse (KOH) a 10% pendant environ
10 minutes

Ringage des larves a I’eau distillée (3 bains de 2 a 5 minutes)

Déshydrations des larves par passage dans 1’alcool a concentration croissantes (70°, 90°,
100°) pendant 15 minutes pour éliminer 1’eau contenue dans I’échantillon

Montage entre lame et lamelle dans une goutte de lactophenol, en sectionnant a 1’aide
d’une aiguille fine la larve au niveau du 7°™ segment abdominal en deux parties, la partie
antérieur est montée face dorsale et la partie postérieure est montée latéralement. Les
lames sont posées sur une surface plate puis d’examinées au microscope photonique (La
date et le lieu de la récolte doivent étre mentionnées sur la lame).
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Figure 18: « Les principales étapes du protocole de montage des larves de culex (Hamel et

Beghdaoui, 2015)»

b. Identification de larves récoltées :

Pour I’identification des larves du culex nous avons utilisés des larves de 4™ stade vu leurs
facilité de manipulation et le chétotaxie (Bouabida, et al 2012). Nous avons utilisé le logiciel
d’identification des culicidae de I’ Afrique méditerranéenne réalisée par (Brhunes et al 1999),
les criteéres utilisés sont des critéres morphologiques basés sur : I’insertion des soies et leurs
nombres, formes du siphon, etc.
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Figure 19 : « Les principaux critéres d’identification Culex pipiens (2 rangées du haut) et Culex
aticinctus (rangee du bas) » Page 28
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Soie abdominale 6 VI Ecailles du segment
(3 branches) (Gx40) & sans épines

Figure 20 : « Les criteres d’identification Culex modestus »

Epine préclypéale 1-C épaisse (Gx400) Branches de la soie céphalique 4-C
(2 branches) (Gx400)

Figure 21 : « Critére d’identification culex theileri »

Figure 22 : « Présentation du conditionnement de TEMEPHOS »
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2.2.2. Evaluation de I’efficacité du Téméphos sur les larves de culex :

a. Mode d’action du Téméphos :

Nous avons utilis¢ le TEMEPHOS 500 g/litre, ce dernier appartient a la famille des
organophosphorés il est caractérisé par 1’effet choc (Knock down) et détruit rapidement les
larves des moustiques, il permet de traiter : Les plans d’eau stagnantes des zones urbaines, les
zones marécageuse, les bassins, les étangs et les canaux.

b. Les principaux tests d’insecticides réalisés :

Les traitements ont été réalisés dans des gobelets contenant 20 larves de moustiques par gobelet
(OMS). Trois répétitions ont été réalisées pour chaque dilution en plus d’un témoin, et placés
dans les conditions ambiantes du laboratoire (INSP Alger) :

: ( )
» Gobelet de 5 cm de diameétre avec 20 larves. L1
* 100 ml = 99 ml d'eau distillée + 1 ml de solution d'inseticide. (’;Dv
)
i a o
» Gobelet de 5 cm de diameétre avec 20 larves. é‘ 2
* 100 ml = 99 ml d'eau distillée + 1 ml de solution d'inseticide. §' E
o
2
» Gobelet de 5 cm de diamétre avec 20 larves. S
* 100 ml =99 ml d'eau distillée + 1 ml de solution d'inseticide. i
H

Gobelet de 5 cm de diameétre avec 20 larves.
100 ml d'eau distillée

les 10 gobelets (03 répétions pour chaque dillution+Témoin), furent Placés a
température ambiante de 27 °C et a 80% d'humidité.

Figure 23: « Préparation des gobelets pour les tests »

La lecture du test s’est faite a des intervalles de temps fixé de 5 minutes a 24 heures. L’efficacité
de chaque dose a été déterminée en relevant de chaque gobelet le nombre de larves mortes, le
pourcentage de mortalité est calculé. Toutes les données recueillis et les observations faites
aprés le temps de contact avec 1’insecticide sont également notées.

Tableau 5: « Les différentes dilutions de I’insecticide »

Insecticide utilisé Dilutions

Temephos D1=0.6% D2=0.3% D3=0.15%
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Figure 24 : « Dispositif expérimental du test insecticide »

2.2.3. Dosages de quelques parametres biochimiques sur des populations de larves témoins
et traitées

a. Dosages des protéines :

al.Principe :

Minéralisation de la matiére organique par 1’acide sulfurique en présence d’un catalyseur
alcalinisation des produits de la réaction, distillation et titrage de I’ammoniac libére. Calcul de
la teneur en azote et multiplication du résultat par IE facteur conventionnel de 2 afin d’obtenir
la teneur en protéines brutes.

a2. Appareillage :

Matériel courant de laboratoire non spécifie notamment :

e Balance analytique ;

e Appareillage pour la minéralisation, la distillation et titrage ;

o Echantillon : Conserver 1’échantillon de fagon a éviter toute modification ou toute
détérioration de sa composition.

a3. Mode opératoire du Gerhardt pour la détermination de la teneur d’azote :

e Minéralisation de la matiére organique (culex) :

Dans cette phase, une comparaison du parameétre étudié entre les individus traités et témoins est
réalisée : le mode opératoire consistait a placer 1g de chaque type de culex dans les tubes du
minéralisateur, ajouter 06g de sulfate de potassium et 0,5g de sulfate de cuivre (catalyseur). A
ce mélange on ajoute 25 ml de I’acide sulfurique, mélanger soigneusement de fagon a assurer
un mouillage complet de la prise d’essai, la durée de cette phase est de 3heurs sous une
température de 350°, sous une hotte bien ventilée.

e Distillation :

Ajouter, avec précaution, 250 a350ml d’eau afin de dissoudre complétement les sulfates,
mélanger et laisser refroidir. A ce mélange on ajoute un régulateur d’ébullition, introduire dans
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le ballon a minéralisation 100ml de solution d’hydroxyde de sodium, on chauffe le ballon de
facon a recuillir150 ml de distillat en 30min, si la réaction est alcaline il faut poursuivre la
distillation.

o Titrage :

Le titrage doit étre effectué¢ aussi rapidement que possible une fois la distillation terminée,
aprés 1’utilisation de 1’acide sulfurique comme liquide de récupération tirer dans la fiole
de réception DI’Excés d’acide sulfurique avec la solution d’hydroxyde de sodium
jusqu’a changement de coloration du violet au vert.

b. Dosages des lipides totaux chez les populations de larves témoins et les traités :

bl. Principe :

Traitement de 1’échantillon avec 1’acide chlorhydrique dilué bouillant pour libérer les fractions
lipidiques occluses et liées.

Filtration de la masse résultante et apres séchage extraction, au moyen de n-hexane ou d’éther
de pétrole, de la matiére grasse retenue sur le filtre aprés séchage avec les étuves.

b2. Mode opératoire :

Dans cette phase, on va utiliser les larves du culex déja traité avec le Teméphos, et les comparer
avec d’autres larves de culex sans traitement.

Prendre 10 gr de I’échantillon apres avoir subi une homogénéisation avec le hachoir mécanique,
les mettre dans le dessiccateur ou I’étuve pendant 3 heures a une température de 103 + 2°c. A
sa sortie et apres refroidissement on met I’échantillon dans la cartouche du Soxhlet avec de
I’hexane. Une pesée de cette cartouche vide et une autre avec la cartouche remplie d’hexane de
I’échantillon est réalisé.

Placer aprés cette opération la cartouche dans I’annexe du Gerhardt (Soxhlet) pendant 20 a 30
mn pour 1’évaporation de 1’hexane afin d’obtenir 1’extraction de la maticre grasse a partir de
I’échantillon. Une 1’équation est utilisée afin d’obtenir la teneur en matiére grasse totale de
I’échantillon en pourcentage, en masse, égale a :

(B, — B,)x100
E

Teneur en matiére grasse (%) =
Ou:
By : la masse en gramme de la prise d’essai (contenu dans un bécher) ;

By : la masse en gramme de la cartouche (contenu dans un bécher) ;

E : est la masse en gramme de la cartouche et de la maticére grasse aprés séchage.
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2.3. Méthodes d’exploitation des résultats par des indices écologiques de
composition :

Les indices écologiques de composition employés sont, la richesse totale, la fréquence
centésimale ou abondance relatives (AR) fréquence d’occurrence (F.O).

2.3.1. Richesse totale :

La richesse est I'un des paramétres fondamentaux caractéristiques d’un peuplement (Ramade,
1984 a d’apres blondel (1979) la richesse totale S est le nombre des espéces du peuplement pris
en considération.

2.3.2. Abondance relative :

L’abondance relative correspond au pourcentage des individus d’une espéce (ni) par rapport au
nombre totale des individus N, toutes espéces confondues (Dajoz, 1975). Selon Fontier (1983),
I’abondance relative des espéces dans un peuplement ou dans un échantillon, caractérise la
diversité faunistique d’un milieu donné. Elle est calculée par la formule suivante :

n;x100

AR (%) = N

Ou:

ni : nombre des individus de 1’espéce prise en considération.

N : Nombre total des individus de toutes les espéces confondues
2.3.3. Fréquence d’occurrence :

Elle représente le nombre de prélévements qui contient 1’espéce étudiée (Pi) par rapport au
nombre total des prélévements (P) (Dajoz, 1975). Elle est calculée comme suit :

P,x100

FO(%) = P

Ou:

Pi : le nombre relevés contenant I’espece étudiée.

P : Le nombre total de relevés effectués

Selon le pourcentage de la fréquence d’occurrence, nous déduisons le statut de chaque espéce :

o 0<F.O.< 16,7%, les sont dites especes rares.

e 16.7% <F.O. <33.4%, les sont dites accidentelles.
e 33,4<F.O.<50% les sont dites accessoires.

o 50% <F.O.<66,7% Les sont dites régulicres.

o 66,7% < F.O. <83,3% les sont dites constantes.

o 83,3% <F.O.<100% les sont dites omniprésentes.
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2.4. Méthodes d’exploitation des résultats du test insecticide :
2.4.1. Calcul du pourcentage de mortalité observe :

Le taux de mortalité est calculé en termes de moyennes de trois répétitions portant chacune sur
10 individus. Le pourcentage est calculé chez les larves témoins et traitées par la formule
suivante :

Nombre d'individusmorts x 100

y fo (O —
Mortalité Observée(%) Nombre total des individus

Le test est valide si le pourcentage de mortalité des témoins est inférieur a 5%. Lorsque la
mortalité chez les témoins est comprise entre 5% et 20%, la mortalité, devra étre corrigée en
utilisant la formule d’ Abott (1925) :

M, —M
MC (%) = ﬁxmo
1

Ou:

M1 : Pourcentage de mortalité¢ dans le témoin.

M2 : Pourcentage de mortalité dans le lot traité.

MC : pourcentage de mortalité corrigé.

Si la mortalité chez les témoins dépasse 20%, I’expérience n’est pas valide (OMS, 2003).
2.4.2. Détermination des DL50 et TL50 :

La dose létale 50 (DL50) correspond a la dose d’insecticide nécessaire pour que périssent 50%
de (n) individus pendant un temps donné¢ (Ramade, 2007). Pour estimer la DL50, une
transformation en probit des pourcentages de mortalité est nécessaire.

L’analyse des données se fait par la méthode gausso-logarithmique habituellement utilisée pour
les tests insecticides, elle permet de tracer des droites de régression probit (en Annexe 2) en
dressant le taux de mortalit¢ (en probit) en fonction de la concentration en insecticide (en
logarithme népérien). L’équation de droite est de type :

y=ax+b

Ou:

y = probit 5 pour rechercher DL50
a =la pente

x = logarithme de dose

b = valeur de I’axe des données

Les DL50 sont déterminées directement par la droite de régression sur le graph, la valeur de x
qui correspond au probit de 50% est obtenu en remplagant y par 5 pour déterminer la DL50.
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Le temps létal 50 (TL50) correspond au temps nécessaire pour que périssent 50% des (n)
individus exposés a une dose ou a une concentration déterminée d’insecticide (Ramade, 2007).
11 est calculé a partir de la droite de régression des probits correspondant aux pourcentages des
mortalités corrigées en fonction du temps de contact (pris en logarithme népérien). On nous
procédons de la méme maniére que pour le calcul de la DL50.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

1. Identification et Dénombrement des espéces de culex récoltées

1.1. Identification des especes collectées

L’identification des espéces de Culex a été établie en se basant sur les clés du logiciel
d’identification des culicidé de 1’ Afrique méditerranéenne réalisée par Brhunes et a/ (1999).
Les principaux critéres (ou « descripteurs » en jargon du logiciel) sont mentionnés dans le
tableau et la capture d’écran du logiciel de I’annexe n°2.

1.2. Dénombrement des principales espéces capturées et évaluations de
quelques indices écologiques

1.2.1. Estimation de I’abondance relative des espéces de culex
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 6 et figure 25 :

Tableau 6: « Abondance et Occurrence des espéces de Culex recensées dans les
prélévements »

Espece Nombre AR%
Culex pipiens 26 52%
Culex theileri 14 28%
Culex modestus 7 14%
Culex laticinctus 3 6%
Total 50 100%

M Culex Theileri M Culex Pipiens B Culex Modestus Culex laticinctus

Figure 25: "Abondance Relative des différentes espéces de Culex des échantillons
collectées"
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1.2.2. Fréquence d’occurrence :

Pour rappel, I’occurrence est calculée selon la formule :

Ou:

(%)

P;1 00
P

Pi : le nombre relevés contenant 1’espece étudiée.

Chapitre 3 : Résultats

P : Le nombre total de relevés effectués (dix échantillons soumis a ’identification par le

logiciel de Brhunes et al.):

Tableau 7 : « Evaluation de la fréquence occurrences des espéces capturées »

Période de préparation
de I'échatillon

C.pepiens

(Nombre total
par prélevement
et nombres par

échantillon)

C. theileri

(Nombre total
par prélevement
et nombres par
échantillon)

C. modestus

(Nombre total
par prélévement
et nombres par
échantillon)

C. laticinctus

(Nombre total
par prélevement
et nombres par
échantillon)

21 Mars au 29 Mars 2016 (03

échantillons) 10 (2,5,3) 3(0,0,3) 2(2,0,0) 00 (0,0,0)
03 Avril au 06 Avril 2016

(03 échantillons) 9(342) | 6@13) | 4040 | 1(010)
10 Mai au 17 Mai 2016

(04 échantillons) 7(1,3,1,2) 5(3,1,0,0) 1(0,1,0,0) 2 (2,0,0,0)
Total 26 14 7 3
Fréquence d’occurrence 100% 60% 30% 10%
Statut de ’espéce Omniprésente |  Réguliére Accidentelle Rare

2. Evaluation de Defficacité du Téméphos sur les larves de C. pipiens en

conditions controlées :

Le tableau suivant regroupe 1’ensemble des résultats obtenus lors des tests de 1’effet dose. Ainsi
et pour chaque concentration, nous avons dénombr¢ les larves mortes a différents intervalles
de temps (5 minutes d’exposition, 10 min, 15 minutes...etc.), et pour chaque intervalle, nous
avons procédé a trois répétitions. Les résultats sont représentés dans le tableau 8 :
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Tableau 8: « Cumul des mortalités de larves enregistrées pour les différents dosages et a
différents intervalles d’exposition »

Concentration | Concentration | Concentration
0,6% 0,3% 0,15%
0 0 0
5 min 2 0 0
3 0 0
0 2 0
10 min 2 0 0
3 0 0
2 02 0
15 min 6 00 0
8 00 0
17 16 0
30 min 20 15 3
20 14 0
18 18 10
45 min 20 16 12
20 17 10
19 19 13
60 min 20 17 15
20 19 12
20 19 14
120 min 20 18 16
20 19 15
20 20 19
180 min 20 20 20
20 20 19
20 20 20
240 min 20 20 20
20 20 20

Pour clarifier davantage ces résultats, nous avons dressé des graphiques pour chacune des

concentrations :
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Il apparait des figures (26, 27 et 28), qu’une durée d’exposition inférieure a 30 minutes n’est
pas suffisante pour éliminer les larves en quantité t une durée supérieur a 45 minutes ne servirait
a rien du moment qu’au bout de 45 minutes on obtient déja des taux de mortalité supérieurs a
50% pour tous les dosages. De ce fait, le temps d’exposition optimale se situerait entre 30 et
45 minutes d’exposition , il ne servirait a rien de procéder a une analyse probit pour des temps
d’exposition inférieurs ou supérieurs a cet intervalle, cependant, et pour confirmer cette
conclusion, nous avons donc aux tests probit pour quatre durées d’exposition : 15 minutes, 30
minutes, 45 minutes et 60 minutes :

2.1. Etude de P’effet dose aprés 15 minutes de traitement par le test probit:
Une estimation du nombre d‘individus morts a été réalisée pour les trois doses testées apres 15
minutes de traitements les résultats sont représentés dans le tableau 9 (les détails étant reportés
a I’annexe n°2 -01) :
Tableau 9 : « Estimation de la mortalité des larves traités au Téméphos aprés 15
minutes d’exposition »

Dose

Testés

Morts

0,15

20
20
20

0

0,3

20
20
20

0,6

20
20
20

RN OO |O|O

an

oy

B Testes

Morts

Tableau 10 : « Statistiques descriptives pour la durée d’exposition de 15 minutes »

Obs. avec Obs. sans
données données Ecart-
Variable Observations | manquantes | manquantes | Minimum | Maximum | Moyenne | type
Morts 9 0 9 0,000 8,000 2,000 2,836
Log(Dose) 9 0 9 -0,824 -0,222 -0,523 0,246

Tableau 11 : « Parametres du modéle (variable Mort) pour la durée d’exposition de
15 minutes »

Erreur Khi? de Wald Borne | Wald Borne

Source Valeur standard Wald Pr>Khi? | inf. (95%) | sup.(95%)
Constante 0,306 0,357 0,734 0,392 -0,394 1,006
Log(Dose) 4,162 1,087 14,668 0,000 2,032 6,292
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Figure 29: « Régression logistique de Morts par Log(Dose) pour la durée de 15 min »

Tableau 12: « Analyse des probabilités aprés ajustement du modéle (Variable Morts)
pour la durée d’exposition de 15 minutes »

Probabilité Dose Borne inférieure 95% | Borne supérieure 95%
0,01 0,233 0,100 0,313
0,05 0,340 0,212 0,412
0,10 0,416 0,307 0,490
0,20 0,530 0,444 0,655
0,30 0,632 0,535 0,876
0,40 0,734 0,607 1,158
0,50 0,844 0,676 1,521
0,60 0,971 0,748 2,008
0,70 1,128 0,832 2,712
0,80 1,345 0,940 3,864
0,90 1,716 1,109 6,328
0,95 2,098 1,271 9,523
0,99 3,058 1,637 20,536

e Le modele est significatif étant donné que le coefficient Khi 2 est inférieur a 0,0001%
(Tableau de I’hypothése nulle), ce qui signifie que les variables apportent une quantité
d'information significative pour expliquer la variabilité de la mortalité des larves sous
I’effet de I’insecticide utilisé.

e Equation du modele (Variable Morts) : Morts (%) = 0,306+4,162 x Log(Dose)

e Le DL50 pour une durée d’exposition de 15 minutes est de 0,85% en moyenne, avec
un intervalle de 0,67% a 1,52%.
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2.2. Etude de ’effet dose aprés 30 minutes par le test probit:

Le DL 90 est quant a lui de 1,72% environ en moyenne, avec un intervalle de 1,11% a
6,32%.

Les résultats sont représentés dans le tableau 13 (les détails étant reportés a 1’annexe

n°2 -02) :

Tableau 13: « Estimation de la mortalité des larves soumises au Téméphos apres 30
minutes d’exposition »

Dose Testés Morts
20 0
0,15 20 3 30
20 0 20
20 16 1o
0,3 20 15 0
20 14
20 17
0,6 20 20
20 20

0,15 0,15 0,15 0,3

W Testes

Morts

06 06 06

3 03

Tableau 14: « Statistiques descriptives pour la durée d’exposition de 30 minutes »

Obs. avec Obs. sans
données données Ecart-
Variable | Observations | manquantes | manquantes | Minimum | Maximum | Moyenne | type
Morts 9 0 9 0,000 20,000 11,667 | 7,839
Log(Dose) 9 0 9 -0,824 -0,222 -0,523 | 0,246

Tableau 15: « Paramétres du modéle (variable Mort) pour la durée d’exposition de
30 minutes »

Erreur Khi? de Wald Borne | Wald Borne

Source Valeur standard Wald Pr>Khi? | inf. (95%) | sup. (95%)
Constante 3,373 0,404 69,669 <0,0001 2,581 4,165
Log(Dose) 5,713 0,671 72,600 <0,0001 4,399 7,027
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Figure 30: « Régression logistique de Morts par Log(Dose) pour la durée de 30 min »

Tableau 16: « Analyse des probabilités aprés ajustement du modéle (Variable Morts)
pour la durée d’exposition de 30 minutes »

Probabilité Dose Borne inférieure 95% | Borne supérieure 95%
0,01 0,101 0,073 0,123
0,05 0,132 0,104 0,155
0,10 0,153 0,125 0,176
0,20 0,183 0,156 0,206
0,30 0,208 0,182 0,231
0,40 0,232 0,206 0,257
0,50 0,257 0,231 0,284
0,60 0,284 0,257 0,317
0,70 0,317 0,286 0,358
0,80 0,361 0,323 0,416
0,90 0,430 0,379 0,516
0,95 0,498 0,430 0,619
0,99 0,656 0,542 0,877

e Le modele est significatif étant donné que le coefficient Khi 2 est inférieur a 0,0001%
(Tableau de I’hypothése nulle), ce qui signifie que les variables apportent une quantité
d'information significative pour expliquer la variabilité de la mortalité des larves sous
I’effet de I’insecticide utilisé.

e Equation du mod¢le (Variable Morts) : Morts (%) = 3,373+5,71 x Log(Dose)
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e Le DL50 pour une durée d’exposition de 30 minutes est de 0,26% en moyenne, avec
un intervalle de 0,23% a 0,28%.

e Le DL 90 est quant a lui de 0,43% environ en moyenne, avec un intervalle de 0,38% a
0,52%.

2.3. Etude de ’effet dose aprés 45 minutes par le test probit:

Les résultats sont représentés dans le tableau 17 (les détails étant reportés a ’annexe n°2 -03) :

Tableau 17: « Estimation de la mortalité des larves soumises au Téméphos aprés 45
minutes d’exposition »

Dose Testés Morts
20 10
0,15 20 12 30
20 10 20
20 18 10
0,3 20 16 0
20 17
20 18
0,6 20 20
20 20

Tableau 18: « Statistiques descriptives pour la durée d’exposition de 45 minutes » (annexe)

Obs. avec Obs. sans
données données Ecart-
Variable | Observations | manquantes | manquantes | Minimum | Maximum | Moyenne | type
Morts 9 0 9 10,000 20,000 15,667 | 3,782
Log(Dose) 9 0 9 -0,824 -0,222 -0,523 | 0,246

Tableau 19: « Paramétres du modéle (variable Mort) pour la durée d’exposition de
45 minutes »

Erreur Khi? de Wald Borne | Wald Borne

Source | Valeur | standard Wald Pr > Khi? inf. (95%) sup. (95%)
Constante | 2,550 0,369 47,664 <0,0001 1,826 3,273
Log(Dose) | 2,975 0,548 29,427 <0,0001 1,900 4,050
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Figure 31: « Régression logistique de Morts par Log(Dose) pour la durée de 45 min »

Tableau 20: « Analyse des probabilités aprés ajustement du modéle (Variable Morts)
pour la durée d’exposition de 45 minutes »

Probabilité Dose Borne inférieure 95% | Borne supérieure 95%
0,01 0,023 0,006 0,043
0,05 0,039 0,014 0,064
0,10 0,052 0,022 0,079
0,20 0,072 0,036 0,102
0,30 0,093 0,053 0,123
0,40 0,114 0,073 0,145
0,50 0,139 0,097 0,171
0,60 0,169 0,129 0,203
0,70 0,209 0,169 0,250
0,80 0,267 0,223 0,333
0,90 0,375 0,306 0,533
0,95 0,497 0,384 0,809
0,99 0,841 0,577 1,811

e Le modele est significatif étant donné que le coefficient Khi 2 est inférieur a 0,0001%
(Tableau de I’hypothése nulle), ce qui signifie que les variables apportent une quantité
d'information significative pour expliquer la variabilit¢ de la mortalité¢ des larves sous
I’effet de I’insecticide utilisé.

e Equation du mod¢le (Variable Morts) : Morts (%) = 2,55+2,976 x Log(Dose).

e Le DL50 pour une durée d’exposition de 45 minutes est de 0,14% en moyenne, avec
un intervalle de 0,097% a 0,171%.
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e Le DL 90 est quant a lui de 0,375% environ en moyenne, avec un intervalle de 0,31%
40,53%.
2.4. Etude de ’effet dose aprés 60 minutes par le test probit:

Les résultats sont représentés dans le tableau 21 (les détails étant reportés a ’annexe n°2 -04) :

Tableau 21: « Estimation de la mortalité des larves soumises au Téméphos aprés 60
minutes d’exposition »

Dose Testés Morts
20 13
0,15 20 15 i,
20 2 |
o |0 = I
0.3 20 17 i
20 19 015015015 03 03 03 06 05 05
20 19 B Testes B Morts
0,6 20 20
20 20

Tableau 22: « Statistiques descriptives pour la durée d’exposition de 60 minutes »(Annexe)

Obs. avec Obs. sans
données données Ecart-
Variable | Observations | manquantes | manquantes | Minimum | Maximum | Moyenne | type
Morts 9 0 9 12,000 20,000 17,111 | 2,893
Log(Dose) 9 0 9 -0,824 -0,222 -0,523 | 0,246

Tableau 23: « Paramétres du modéle (variable Mort) pour la durée d’exposition de
60 minutes »

Erreur Khi? de Wald Borne | Wald Borne

Source Valeur standard Wald Pr>Khi? | inf. (95%) | sup.(95%)
Constante 2,866 0,456 39,554 <0,0001 1,973 3,759
Log(Dose) 2,938 0,650 20,452 <0,0001 1,665 4,211
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Figure 32: « Régression logistique de Morts par Log(Dose) pour la durée de 60 min »

Tableau 24: « Analyse des probabilités aprés ajustement du modéle (Variable Morts)
pour la durée d’exposition de 60 minutes »

Probabilité | Dose | Borne inférieure 95% | Borne supérieure 95%
0,01 0,017 0,002 0,037
0,05 0,029 0,006 0,054
0,10 0,039 0,010 0,067
0,20 0,055 0,019 0,085
0,30 0,070 0,029 0,102
0,40 0,087 0,042 0,119
0,50 0,106 0,059 0,139
0,60 0,129 0,082 0,162
0,70 0,160 0,114 0,195
0,80 0,205 0,163 0,253
0,90 0,289 0,236 0,408
0,95 0,384 0,300 0,647
0,99 0,655 0,448 1,613

e Le modele est significatif étant donné que le coefficient Khi 2 est inférieur a 0,0001%
(Tableau de I’hypothese nulle), ce qui signifie que les variables apportent une quantité
d'information significative pour expliquer la variabilit¢ de la mortalité des larves sous
I’effet de I’insecticide utilisé.

e Equation du mode¢le (Variable Morts) : Morts (%) = 2,865+2,938 x Log(Dose)
o Le DL50 pour une durée d’exposition de 60 minutes est de 0,11% en moyenne, avec
un intervalle de 0,06% a 0,14%.
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e Le DL 90 est quant a lui de 0,29% environ en moyenne, avec un intervalle de 0,24% a

0,41%.

Pour affiner davantage la durée d’exposition optimale, nous procéderons a une analyse probit

Chapitre 3 : Résultats

en ne prenant en considération que les valeurs des temps d’exposition de 30 et de 45 minutes.

Par ailleurs, nous allons poser I’hypothese que 1’effet « durée d’exposition » est positivement
corrélé avec la mortalité de larves, et ce a cause du fait que le logiciel XLSTAT ne prend pas
en considération une troisieme variable. Notons que nous avons évité de procéder de la sorte
avec I’ensemble des données (toutes les doses et toutes les durées d’exposition), afin d’éviter

d’éventuelles conclusions erronées :

2.5. Etude de ’effet dose pour un intervalle de temps de 30 a 45 minutes par

le test probit:

Tableau 25: « Statistiques descriptives pour les durées d’exposition
de 30 et 45 minutes agrégées»

Obs. avec Obs. sans
données données Ecart-
Variable Observations | manquantes | manquantes | Minimum | Maximum | Moyenne | type
Mort 18 0 18 0,000 20,000 14,222 6,097
Log(Dose) 18 0 18 -0,824 -0,222 -0,523 0,246

Equation du modele (Variable Mort) : Mort (%) = (3,19+4,31 x Log(Dose)
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Figure 33: « Régression logistique de Morts par Log(Dose) pour les durée de 30 min-

45 minutes agrégées »
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Tableau 26: « Analyse des probabilités aprés ajustement du modéle (Variable Morts)
pour les durées d’exposition de 30 et 45 minutes agrégées»

Probabilité | Concentration | Borne inférieure 95% | Borne supérieure 95%
0,01 0,055 0,038 0,070
0,05 0,078 0,060 0,095
0,10 0,095 0,076 0,112
0,20 0,121 0,101 0,137
0,30 0,143 0,123 0,160
0,40 0,165 0,146 0,182
0,50 0,189 0,170 0,207
0,60 0,216 0,197 0,236
0,70 0,250 0,229 0,275
0,80 0,296 0,269 0,332
0,90 0,375 0,334 0,437
0,95 0,455 0,396 0,551
0,99 0,655 0,542 0,857

Les résultats détaillés sont reportés a I’annexe n°2 -05). Le modéle est significatif étant donné
que le coefficient Khi 2 est inférieur a 0.0001% (Tableau de 1I’hypothéese nulle), ce qui signifie
que les variables apportent une quantité d'information significative pour expliquer la variabilité
de la mortalité des larves sous 1’effet de I’insecticide utilisé.

Le DL50 est de 0,189% de concentration en moyenne, avec un intervalle de 0,170% a 0,207%.
Le DL 90 est quant a lui de 0,375% environ en moyenne, avec un intervalle de 0,334% a
0,437%.

3. Dosage des protéines totaux et des matieres grasses chez les témoins et
traités de C.pipiens :

3.1. Dosage des protéines :

Le dosage des protéines est obtenu par la formule :

0014 x(V, —V,
Prot (%) = ,751 ) 100

Ou:
N : Normalité de 1’acide utilisé (Acide Borique).
Vo : Volume de I’acide versé pour le blanc (témoin) (en ml).

Vi1 : Volume de I’acide versé pour I’échantillon (en ml).
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F : Indice de conversion de I’organisme étudié ou de la famille d’appartenance et égale a 2
en moyenne pour les insectes (Lavalette, 2014).

m : Masse de 1’échantillon (en g).

e Pour le témoin (larves non soumises a 1’action de I’insecticide):

0,014 025 1,04 2
Prot (%) = - 100 = 1,4%

e Pour les larves soumises a I’action de ’insecticide:

0,014 0,25 2,556 2
Prot (%) = 05 100 =2,9%

On constate donc une augmentation du (%) masse des protéines de 1’ordre de :

Augmentation protéines (%) = 292-145 100 = +10%

1,45
3.2. Dosage de la matiére grasse :

Le dosage de la matiére grasse est obtenu par la formule :

.y
MG (%)szV 100

Ou:
By : Poids du bécher plein (en gr).
By : Poids du bécher vide (en gr).
E : Poids de I’échantillon (en gr).
e Pour le témoin (larves non soumises a 1’action de I’insecticide):

87,28 — 87,20
MG (%) = v 100 = 1,7%

e Pour les larves soumises a ’action de I’insecticide :

88,971 — 88,586
MG (%) = 149 100 =3,%

On constate donc une augmentation de la masse de matiéres grasses de I’ordre de :

Augmentation la (%) = 3"7 x 100 = +116%.
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

1. Abondance et Occurrence des especes de Culex collectées :

L’espece la plus abondante dans les échantillons collectées est Culex pipiens avec un taux de
52% (figure 25), suivie de Culex thilieni et a une moindre mesure Culex modestus et Culex
laticinctus. Tous les échantillons analysés, au nombre de 10, contenaient des spécimens
de Culex pipiens, avec une fréquence d'occurrence de 100% .présentant un statut omniprésent
par rapport aux autre especes dont C.teileni qui est réguliere, tandis que C. modestus et C.
laticinctus sont des especes & occurrence accidentelle ou rare dans cette région.

L abondance de Culex pipiens et son caractére cosmopolite sont confirmés par Berchi (2000)
et Tahraoui (2012), entre autres. Concernant Culex thilieni, sa présence a déja été constatée
dans la région de Reghaia (Lounaci, 2003). Le cas de Culex modestus est par contre plus
préoccupant, car il est le vecteur du virus du Nil et sa présence commence a étre signalée un
peu partout dans le bassin méditerranéen : au sud de I’Europe et en Angleterre (Golding et al.
2012), en France (Pradel et al. 2009) et plus proche de nous, au Maroc (Bailly-Choumara,
1968) ou méme Culex laticinctus est signalée (Hadji et al. 2013).

2. L’effet dose du Téméphos sur les larves de Culex pipiens:
2.1. Effet dose apres 15 minutes de traitement par le test probit:

Le DL50 pour une durée d’exposition de 15 minutes est de 0,85% en moyenne et le DL 90 est
quant a lui de 1,72% environ. Cette derniére valeur est trés supérieure a celles utilisées dans
I’expérimentation (0,6%). Par ailleurs, le nombre moyen de larves mortes est de 2, soit 10% du
total, ce qui signifie que cette durée n’est pas suffisante pour venir a bout des larves de Culex.

2.2. Effet dose aprés 30 minutes de traitement par le test probit:

Le DL50 pour une durée d’exposition de 30 minutes est de 0,26% en moyenne et le DL 90 est
quant a lui de 0,43% environ. Le nombre moyen de larves mortes est de 11,67, soit 58% du
total, on pourrait donc supposer qu’il s’agit la d’une borne inférieure de temps pour que
I’insecticide utilisé démontre son efficacité vis-a-vis larves de Culex.

2.3. Effet dose aprés 45 minutes de traitement par le test probit:

Le DL50 pour une durée d’exposition de 45 minutes est de 0,14% en moyenne et le DL 90 est
quant a lui de 0,375% environ. Le nombre moyen de larves mortes est de 15,67, soit 78% du
total, c’est au cours de cette durée donc que I’insecticide atteigne son niveau d’action optimal
vis-a-vis larves de Culex.
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2.4. Etude de I’effet dose aprés 60 minutes par le test probit:

Le DL50 pour une durée d’exposition de 60 minutes est de 0,11% en moyenneet le DL 90 est
quant & lui de 0,29% environ et le nombre moyen de larves mortes est de 17, soit 85% du total.

2.5. Etude de I’effet dose pour un intervalle de temps de 30 & 45 minutes par le test probit:

Notre hypothése est confirmée, a savoir que la durée d’exposition optimale des larves de Culex
pipiens au Téméphos est de 30 a 45 minutes. Moins de cet intervalle entraine une faible
mortalité et un intervalle supérieur donne des résultats quasi identiques a ceux de 60
minutes. Quant aux doses qui fournissent les meilleurs résultats dans cet intervalle : Le
DL50 est de 0,189% de concentration en moyenne, avec un intervalle de 0,170% a 0,207%.
Le DL 90 est quant a lui de 0,375% environ en moyenne, avec un intervalle de 0,334% a
0,437%. Ces valeurs et notamment celles du DL 90 sont assez proches de celles obtenues
avec les tests probit des durées 30 minutes et 45 minutes pris séparément.

Ces résultats concernant la DL50 sont assez proches de ceux obtenus par Abai et al. (2015),
qui en étudiant la dose optimale pour la « pulvérisation résiduelle intérieure » en Iran
(moustiquaires imprégnées de Téméphos) : 0,1838 %.

De plus, Cetin et al. (2006), a travers des expériences menées sur l'activité larvicide du
Chlorpyriphos-méthyl et du Téméphos par rapport Culex pipiens dans des fosses septiques a
Antalya en Turquie, ont démontrés que les différences d’effets constatés en variant les doses
(0,02% ; 0,04% et 0,06%) ou la durée d’effet (14 jours et 21 jours), sont dues a I’addition
quotidienne d’eau et de matiére organique dans les fosses septiques et donc a la dilution du
larvicide, ce qui démontre I’intérét de la détermination de la durée d’exposition optimale.

3. Dosage des protéines et des matieres grasses chez les temoins et traités de
Culex pipiens :

3.1. Les protéines brutes :

Les insectes résistants peuvent détoxifier ou détruire la toxine plus rapidement que les insectes
sensibles, ou empécher la toxine d'atteindre des sites cibles en le liant aux protéines dans leur
corps. La résistance métabolique est le mécanisme le plus commun, et les insectes résistants
peuvent posséder des niveaux plus élevés ou des formes plus efficaces d’enzymes (Estérases,
Cytochrome—P450, Les glutathion-S-transférases) qui décomposent les insecticides a des
composés non toxiques (Devika et al, 2008). Et étant donné la nature protéique des enzymes,
ceci explique I’augmentation de la teneur protéique constaté (+101%).

Ces résultats rejoignent aussi ceux obtenus par Ben Chikhi et Pasteur (1993), qui ont menés en
Tunisie une étude sur la résistance du Culex pipiens vis-a-vis du téméphos et ont observés une
résistance chez les larves, résultat d’une synthese d’un inhibiteur d'estérase (DEF). Par ailleurs,
deux autres ensembles de plus -produit estérases (A2-82 et A4-B4)-, connus pour étre
impliqueés dans la résistance, ont été identifiés chez presque 50% des insectes examinés traités
par le Téméphos et plus généralement par les insecticides organophosphorés.
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Par ailleurs, Muthusamy et Shivakumar (2015), ont a travers une expérimentation sur la
« sensibilité de base » des larves de Culex quinquefasciatus, ont observés eux aussi une activité
accrue de I’Acetylcholinesterase (AChE), du Glutathion réductase (GR) et de I’estérase chez
les larves traités par du Témephos et par la X- cyhalothrine.

3.2. Les matiéres grasses :

L’augmentation du taux de matiére grasse constaté (+116%) pourrait étre expliquée
comme étant un mécanisme de résistance pouvant augmenter la concentration de lipides a
I’intérieur de la larve et perturber ainsi la pénétration du pesticides par la diffusion simple.
En effet, la lutte chimique en générale provoque I’apparition d’un phénoméne de résistance
qui s’installe selon divers mécanismes et de facon endémique (El Ouali et al. 2014), dont la
modification des caractéres biochimique et métaboliques de I’organisme traité ou encore les
modifications de la pénétration de I’insecticide a travers la cuticule, et qui ont été décrites
chez divers insectes : Hauburge et Amichot (1998) que des souches résistantes de Musca
domestica, contiendraient plus de phospholipides au niveau de la cuticule que les souches
sensibles.

Du point de vue mécanistique, le passage de I’insecticide au travers de I’exosquelette et de la
chitine des insectes s’effectue selon les lois de diffusion simple et de filtration. Il utilise les
voies d’absorption physiologique de I’oxygene et des nutriments, qui constitue I’un des
principaux parameétres intervenant sur le taux de pénétration, comme ca a été rapporté par
Magnin et al (1985) dans leur étude sur les mécanismes de résistance aux insecticides constatés
chez les acariens et d’autres insectes dont le Culex.
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CONCLUSION

Compte tenu des risques sanitaires que constituent les moustiques, il est nécessaire de lutter
contre leur prolifération. La méthode de lutte la plus utilisée en Algérie est bien évidemment
la lutte chimique. Divers produits sont utilisés, dont le Téméphos, employé depuis plus de 10
ans par I’etablissement d'hygiene urbaine d'Alger (URBAL).

Cependant, il convient de fixer des dosages plus ou moins précis pour une action optimale et
de déterminer la durée d’effet minimale, afin éviter le gaspillage (plus d’insecticides qu’il n’en
faut) et une éventuelle pollution chimique.

Les principales espéces de Culex recensés dans la zone de Bab-ezzouar, sont au hombre de
quatre : Culex pipiens, espece la plus abondante, suivie de Culex theileri et deux espéces plus
rares, Culex modestus et Culex laticinctus.

Concernant I’action du Téméphos, il semblerait au vu des résultats obtenus qu’il atteint son
efficacité optimale a partir de 30 minutes et jusqu’a 45 minutes d’exposition, ou le taux de
mortalité oscille entre 58% et 78%. Quant au dosage optimal dans cet intervalle de temps, il
serait selon nos expériences de I’ordre de 0,189% de concentration en moyenne, avec un
intervalle de 0,170% a 0,207% pour un DL50, et de 0,375% en moyenne, avec un intervalle de
0,334% a 0,437% pour un DL 90 ; ce qui est bien au-dela des dosages utilisés par URBAL, a
savoir : 0,125% en cas d’infestation sévere, 0,08% en cas d’infestation moyenne et 0,06% en
cas de faible infestation. Conclusion : un gaspillage certes, mais non pas par surplus, mais
plutdt par I’utilisation de doses insuffisantes et donc relativement inefficientes.

Par ailleurs et comme toute lutte chimique contre des organismes nuisibles provoque
I’apparition d’un phénomeéne de résistance, il apparait au vu des résultats obtenus, que les larves
de Culex pipiens développent une double résistance : la premiére consiste en I’augmentation
de la concentration de lipides a I’intérieur de la larve et perturber ainsi la pénétration du
pesticides par la diffusion simple ; et la seconde, une augmentation de la teneur en protéines
bruts des larves, traduite par une grande production d’enzymes qui décomposent les
insecticides a des composés non toxiques.

Ces types de résistances peuvent étre la conséquence directe du sous-dosage lors des
traitements par Téméphos (Traoré et al. 1982).

Aussi, il serait souhaitable d’utiliser dans la lutte chimique contre les larves de moustiques, une
mosaique d’insecticides au lieu d’un seul et en doses suffisantes, d’en espacer I’utilisation et
d’en réduire la durée d’exposition (45minutes, voir 60 minutes) pour éviter que le contact
prolongeé ne favorise davantage la résistance des larves vis-a-vis des insecticides. Aussi et en
guise de continuité de ce travail, il serait judicieux de pratiquer des expériences relatives a la
détermination de la nature des enzymes produites par les larves et ainsi de mettre au point des
insecticides plus performants et qui contourneraient leurs mécanismes de résistance.
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Annexe n° 01: « Liste du matériel et des produits utilisés au laboratoires
(INSP et LCI) »




Annexe

Annexe n° 02 : « Les principaux critéres d’identification du genre Culex utilisés par le

logiciel de Brhunes et al. (1999) »

1. Groupes de descripteurs utilisés par le logiciel d’identification de Brhunes et al. :

‘ A Indele ANomV H A Nombre de descripteursl” A Nombre d'illustrationsl‘
| 1. || TETE | 34 [ 0 |
| 2. | THORAX || 19 I 0 |
L3 | Ame | 3 | 0 |
| 4. | PATTE | 26 [ 0 |
| 5. | ABDOMEN]| 38 I 0 |
| 6. |GENITALIA| 13 I 0 |

2. Capture d’écran du logiciel d’identification :




Annexe

Annexe n° 03: « Résultats de I’analyse probit par XLSTAT »

1. Pour la durée d’exposition de 15 minutes :

1.1. Régression de la variable Morts :
Coefficients d'ajustement (Variable Morts) :

Statistique Indépendant Complet
Observations 180 180
Somme des poids 180,000 180,000

DDL 179 178

-2 Log(Vraisemblance) 117,030 87,249
R?*(McFadden) 0,000 0,254
R?(Cox and Snell) 0,000 0,152
R?*(Nagelkerke) 0,000 0,319
AlIC 119,030 91,249

SBC 122,223 97,635

Itérations 0 6

1.2. Test de I'hypothese nulle HO : Y=0,100 (Variable Morts) :

Statistique DDL Khi? Pr > Khi?

-2 Log(Vraisemblance) 1 29,781 <0,0001

Score 1 87,389 <0,0001

Wald 1 14,668 0,000
Analyse de Type II (Variable Morts) :
Source | DDL | Khi? (Wald) | Pr>Wald | Khi* (LR) | Pr>LR
Log(Dose) 1 14,668 0,000 29,781 <0,0001
1.3. Prédictions et résidus (Variable Morts) :
Préd(
Log Préd Morts | Morts) | Résidu | Résidu std.
Observ. | Poids | (Dose) Morts | (Morts) | Indép. | /Poids | /Poids std. (Indép.)

Obsl | 20 | -0,82390 | 0,000 | 0,018 | 2,000 | 0,000 | 0,001 | -0,134 -1,491
Obs2 20 -0,82390 | 0,000 0,018 2,000 | 0,000 | 0,001 | -0,134 -1,491
Obs3 20 -0,82390 | 0,000 0,018 2,000 | 0,000 | 0,001 | -0,134 -1,491
Obs4 20 -0,52287 | 2,000 0,614 2,000 | 0,100 | 0,031 1,795 0,000
Obs5 20 -0,52287 | 0,000 0,614 2,000 | 0,000 | 0,031 | -0,796 -1,491
Obsb6 20 -0,52287 | 0,000 0,614 2,000 | 0,000 | 0,031 | -0,796 -1,491
Obs7 20 -0,22184 | 2,000 5,370 2,000 | 0,100 | 0,268 | -1,700 0,000
Obs8 20 -0,22184 | 6,000 5,370 2,000 | 0,300 | 0,268 | 0,318 2,981
Obs9 20 -0,22184 | 8,000 5,370 2,000 | 0,400 | 0,268 | 1,327 4,472




2. Pour la durée d’exposition de 30 minutes :
2.1. Régression de la variable Morts :

Coefficients d'ajustement (Variable Morts) :

Statistique Indépendant Complet
Observations 180 180
Somme des poids 180,000 180,000

DDL 179 178

-2 Log(Vraisemblance) 244,510 121,779
R*(McFadden) 0,000 0,502
R?(Cox and Snell) 0,000 0,494
R2(Nagelkerke) 0,000 0,665

AlIC 246,510 125,779

SBC 249,703 132,165

Itérations 0 6

2.2. Test de I'hypothése nulle HO : Y=0,100 (Variable Morts) :

Annexe

Statistique DDL Khi? Pr > Khi?
-2 Log(Vraisemblance) 1 122,731 <0,0001
Score 1 101,472 <0,0001
Wald 1 72,600 <0,0001
Analyse de Type II (Variable Morts) :
Source | DDL | Khi* (Wald) | Pr>Wald | Khi* (LR) | Pr>LR
Log(Dose) 1 72,600 <0,0001 122,731 | <0,0001
2.3. Prédictions et résidus (Variable Morts) :
Résidu
Poid Log Préd Morts | Préd(Morts) | Résidu std.
Observ. s (Dose) | Morts | (Morts) | Indép. | /Poids /Poids std. (Indép.)
Obsl | 20 |-0,82390 | 0,000 | 1,822 | 11,667 | 0,000 0,091 1,416 | -5,292
Obs2 20 | -0,82390 | 3,000 | 1,822 | 11,667 | 0,150 0,091 0916 | -3,931
Obs3 | 20 | -0,82390 | 0,000 | 1,822 | 11,667 | 0,000 0,091 1,416 | -5,292
Obs4 20 | -0,52287 | 16,000 | 13,003 | 11,667 | 0,800 0,650 1,405 1,965
Obs5 20 | -0,52287 | 15,000 | 13,003 | 11,667 | 0,750 0,650 0,936 1,512
Obs6 20 | -0,52287 | 14,000 | 13,003 | 11,667 | 0,700 0,650 0,468 1,058
Obs7 20 | -0,22184 | 17,000 | 19,648 | 11,667 | 0,850 0,982 -4,499 | 2,419
Obs8 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,648 | 11,667 | 1,000 0,982 0,599 3,780
Obs9 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,648 | 11,667 | 1,000 0,982 0,599 3,780




3. Pour la durée d’exposition de 45 minutes :
3.1. Régression de la variable Morts :

Annexe

Statistique Indépendant Complet
Observations 180 180
Somme des poids 180,000 180,000
DDL 179 178
-2 Log(Vraisemblance) 188,156 151,259
R2(McFadden) 0,000 0,196
R?(Cox and Snell) 0,000 0,185
R*(Nagelkerke) 0,000 0,286
AIC 190,156 155,259
SBC 193,349 161,645
Itérations 0 6
3.2. Test de I'hypothése nulle HO : Y=0,100 (Variable Morts) :
Statistique DDL Khi? Pr > Khi?
-2 Log(Vraisemblance) 1 36,897 <0,0001
Score 1 61,374 <0,0001
Wald 1 29,427 <0,0001
Analyse de Type II (Variable Morts) :
Source DDL | Khi* (Wald) | Pr>Wald | Khi?(LR) | Pr>LR
Log(Dose) | 1 29,427 <0,0001 36,897 <0,0001
3.3. Prédictions et résidus (Variable Morts) :
Log Préd Morts | Préd(Morts) | Résidu | Résidu std.
Obser. | Poids | (Dose) | Morts | (Morts) | Indép. | /Poids /Poids std. (Indép.)
Obsl 20 | -0,82390 | 10,000 | 10,782 | 15,667 | 0,500 0,539 | -0,351 -3,076
Obs2 20 | -0,82390 | 12,000 | 10,782 | 15,667 | 0,600 0,539 | 0,547 -1,990
Obs3 20 | -0,82390 | 10,000 | 10,782 | 15,667 | 0,500 0,539 | -0,351 -3,076
Obs4 20 | -0,52287 | 18,000 | 16,797 | 15,667 | 0,900 0,840 | 0,734 1,266
Obs5 20 | -0,52287 | 16,000 | 16,797 | 15,667 | 0,800 0,840 | -0,486 0,181
Obs6 20 | -0,52287 | 17,000 | 16,797 | 15,667 | 0,850 0,840 | 0,124 0,724
Obs7 20 | -0,22184 | 18,000 | 19,412 | 15,667 | 0,900 0,971 | -1,868 1,266
Obs8 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,412 | 15,667 | 1,000 0,971 | 0,779 2,352
Obs9 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,412 | 15,667 | 1,000 0,971 | 0,779 2,352




4. Pour la durée d’exposition de 60 minutes :

4.1. Régression de la variable Morts :

Annexe

Statistique Indépendant Complet
Observations 180 180
Somme des poids 180,000 180,000
DDL 179 178
-2 Log(Vraisemblance) 148,662 121,079
R2(McFadden) 0,000 0,186
R?(Cox and Snell) 0,000 0,142
R?*(Nagelkerke) 0,000 0,253
AlIC 150,662 125,079
SBC 153,855 131,465
Itérations 0 6
4.2. Test de 1'hypothese nulle HO : Y=0,100 (Variable Morts) :
Statistique DDL Khi? Pr > Khi?
-2 Log(Vraisemblance) 1 27,583 <0,0001
Score 1 71,097 < 0,0001
Wald 1 20,452 <0,0001
Analyse de Type II (Variable Morts) :
Source | DDL | Khi* (Wald) | Pr>Wald | Khi* (LR) | Pr>LR
Log(Dose) | 1 20,452 <0,0001 27,583 < 0,0001
4.3. Prédictions et résidus (Variable Morts) :
Résidu
Poid Log Préd Morts | Préd(Morts) | Résidu std.
Observ. s (Dose) | Morts | (Morts) | Indép. | /Poids /Poids std. (Indép)
Obsl 20 | -0,82390 | 13,000 | 13,436 | 17,111 | 0,650 0,672 -0,208 | -2,615
Obs2 | 20 | -0,82390 | 15,000 | 13,436 | 17,111 | 0,750 0,672 0,745 | -1,343
Obs3 20 | -0,82390 | 12,000 | 13,436 | 17,111 | 0,600 0,672 -0,684 | -3,251
Obs4 20 | -0,52287 | 19,000 | 18,163 | 17,111 | 0,950 0,908 0,648 1,201
Obs5 20 | -0,52287 | 17,000 | 18,163 | 17,111 | 0,850 0,908 -0,900 | -0,071
Obs6 20 | -0,52287 | 19,000 | 18,163 | 17,111 | 0,950 0,908 0,648 1,201
Obs7 20 | -0,22184 | 19,000 | 19,732 | 17,111 | 0,950 0,987 -1,422 1,201
Obs8 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,732 | 17,111 | 1,000 0,987 0,522 1,838
Obs9 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,732 | 17,111 | 1,000 0,987 0,522 1,838




5. Pour la durée d’exposition de 30 et 45 minutes agrégées:

Test de I'hypothése nulle HO : Y=0,711 (Variable Mort) :

Annexe

Statistique DDL Khi? Pr > Khi?
-2 Log(Vraisemblance) 1 150,096 <0,0001
Score 1 159,744 < 0,0001
Wald 1 104,734 <0,0001
Parametres du modéle (Variable Mort) :
Erreur Khi? de Wald Borne | Wald Borne
Source Valeur standard Wald Pr > Khi? inf. (95%) sup. (95%)
Dose 3,119 0,284 120,464 <0,0001 2,562 3,676
Log(Dose) 4,310 0,421 104,734 <0,0001 3,484 5,135
Prédictions et résidus (Variable Mort) :
Préd Mort | Préd(Mort) | Résidu | Résidu std.
Obser. | Poids | (Dose) Mort | (Mort) | Indép. | /Poids /Poids std. (Indép.
Obs1 20 | -0,22184 | 17,000 | 19,694 | 14,222 | 0,850 0,985 -4912 1,370
Obs2 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,694 | 14,222 | 1,000 0,985 0,557 2,850
Obs3 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,694 | 14,222 | 1,000 0,985 0,557 2,850
Obs4 20 | -0,22184 | 18,000 | 19,694 | 14,222 | 0,900 0,985 -3,089 1,864
Obs5 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,694 | 14,222 | 1,000 0,985 0,557 2,850
Obs6 20 | -0,22184 | 20,000 | 19,694 | 14,222 | 1,000 0,985 0,557 2,850
Obs7 20 | -0,52287 | 18,000 | 16,132 | 14,222 | 0,900 0,807 1,058 1,864
Obs8 20 | -0,52287 | 16,000 | 16,132 | 14,222 | 0,800 0,807 -0,075 0,877
Obs9 20 | -0,52287 | 17,000 | 16,132 | 14,222 | 0,850 0,807 0,491 1,370
Obs10 20 | -0,52287 | 19,000 | 16,132 | 14,222 | 0,950 0,807 1,624 2,357
Obsl1 20 | -0,52287 | 17,000 | 16,132 | 14,222 | 0,850 0,807 0,491 1,370
Obs12 20 | -0,52287 | 19,000 | 16,132 | 14,222 | 0,950 0,807 1,624 2,357
Obs13 20 | -0,82390 | 0,000 | 6,658 | 14,222 | 0,000 0,333 -3,159 -7,016
Obs14 20 | -0,82390 | 3,000 | 6,658 | 14,222 | 0,150 0,333 -1,736 -5,536
Obs15 20 | -0,82390 | 0,000 | 6,658 | 14,222 | 0,000 0,333 -3,159 -7,016
Obs16 20 | -0,82390 | 10,000 | 6,658 | 14,222 | 0,500 0,333 1,586 -2,083
Obs17 20 | -0,82390 | 12,000 | 6,658 | 14,222 | 0,600 0,333 2,535 -1,096
Obs18 20 | -0,82390 | 10,000 | 6,658 | 14,222 | 0,500 0,333 1,586 -2,083
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