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Introduction

Les insectes représentent plus de 60% de I’ensemble des espéces animales
décrites et beaucoup d’entre eux restent sans doute encore inconnus, Les insectes a réussi a
coloniser la quasi-totalité des milieux naturels et a s’adapter a de nombreux modes de vie

(Aissaoui, 2014).

Parmi les Insectes, 1’ordre des Diptéres est numériquement trés important. Il
rassemble quelque 120 000 especes décrites. Celles de ces espéces qui, en raison de leur
hématophagie (Rodhain, 2015), sucant le sang de I’homme et des animaux, ils créent, par
leurs piqires, une nuisance considérable. De plus et c’est plus grave, ils véhiculent nombre

de maladies (OMS, 1999).

Le groupe le plus important de diptéres piqueurs est constitué par les moustiques
(OMS, 1999); Ces insectes sont présents sur la terre entiére ou ils peuvent coloniser des
milieux trés variés, depuis les foréts humides jusqu’aux zones semi-arides, en passant par
les agglomérations urbaines. Durant les périodes défavorables (hiver en région tempérée,
saison séche en région tropicale), les moustiques persistent soit sous forme de femelles
fécondées au repos (ne prenant pas de repas de sang ou dont les ovaires n’évoluent pas),
soit sous forme d’ceufs « durables » dont I’éclosion aura lieu dés les premieres pluies
(Rodhain, 2015).

Les moustiques jouent un role important dans la transmission d’un certain nombre
de maladies tropicales comme le paludisme, les filarioses et plusieurs viroses: dengue,
encéphalite japonaise et fievre jaune notamment. Selon les dernieres estimations faites en
2014 par I'Organisation Mondiale de la Santé, on a enregistré uniquement pour le
paludisme 198 millions de cas qui ont causé 584 000 déces (Soltani, 2015).

Il existe environ 3000 especes de moustiques, dont des centaines sont vectrices de
maladies. Les mesures de lutte ne sont en général dirigées que contre une ou quelques-unes
des especes vectrices les plus importantes et peuvent viser soit les imagos, soit les larves
(OMS, 1999).

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 (El Joubari
et al., 2014).
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Les premiers programmes de lutte anti-vectorielle consistaient a 1’élimination des
zones humides étangs, marais, marécages et donc 1’élimination de 1’habitat naturel du
moustique, qui a permis de diminuer les populations de moustiques et d’éradiquer certaines

maladies (Pautou et al., 1995).

La découverte en 1940 des propriétés insecticides du
dichlorodiphényldichloréthane DDT, a constitué une avancée majeure dans la lutte contre
les maladies a transmission vectorielle. Cependant, dans la plupart des pays, ces succes
furent de courte durée et les vecteurs acquéraient souvent une résistance aux insecticides
(OMS, 1999).

L’augmentation des cas de résistance aux insecticides chimiques et les effets
néfastes sur les espéces non cibles ont conduit a la recherche de nouvelles méthodes
alternatives principalement la lutte biologique (Damiens et al., 2010; Soltani, 2015). Les
biopesticides, organismes vivants ou produits issus de ces organismes ayant la particularité
de supprimer ou limiter les ennemis, ils sont classés en trois grandes catégories selon leur
origine microbienne, végétale et animale et présentent de nombreux avantages, ils sont

moins toxiques que leurs homologues chimiques (Deravel et al., 2014).

Ce travail vient dans le cadre d’une étude de la lutte biologique, afin de démontrer
I’effet toxique d’un bioinsecticide, il vise a évaluer, dans un premier temps, I’effet
larvicide de la bactérie Bacillus thuringiensis israelensis sur les larves du quatrieme stade
de Culiseta longiareolata responsable de la nuisance et le West-Nile des oiseaux et
évaluer de ce fait le niveau de sensibilité des stades larvaires finales a ce larvicide
d’origine biologie et déterminer également les concentrations létales : CL10, CL50
et CL 90.

Ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres. Le premier chapitre est
consacré a la synthese bibliographique sur deux modeéles biologiques a étudié (les
moustiques et Bacillus thuringiensis israelensis (Bti). Le second chapitre présente la région
d’étude avec ses caractéristiques abiotiques et biotiques. Le troisiéme chapitre est consacre
au matériel utilisé et aux methodes employees. 1l renferme la description des stations
d’étude ainsi que les techniques utilisées sur le terrain et au laboratoire pour I’exploitation
des résultats par des analyses statistiques. Le quatrieme chapitre regroupe les résultats et
les discussions. Le travail se termine par une conclusion générale et la mise en évidence

des perspectives de recherche.
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Chapitre 01: Syntheése bibliographique

I- Les moustiques

1.1. Genéralités sur les moustiques

Les moustiques sont des insectes de 1’ordre des Diptéres et de la famille des
Culicidés (Margot, 2010). Cette famille comprend 3523 especes (Valdelfener et
Foussadier, 2016) regroupées en 37 genres (Carnevale et al., 2009). Disséminées sur
toute la surface du globe. Les espéces sont cependant plus nombreuses dans les zones
tropicales et équatoriales que dans les régions tempérées car ces insectes supportent mal les
écarts thermiques (Darriet, 1998).

IIs constituent la plus importante famille de vecteurs d’agents pathogénes (Pages
et al., 2007).

Les males comme les femelles se nourrissent de jus sucré, nectars et autres
sécrétions végetales, mais seules les femelles ont en plus un régime hématophage. Ce sont
donc les femelles qui jouent un réle actif dans la dissémination des maladies (Darriet,
1998).

Cette famille de Diptéres revét une importance médicovétérinaire considérable.
Les moustiques comptent en effet parmi les vecteurs les plus dangereux pour 1’espéce
humaine et sont impliqués dans la transmission de nombreux agents pathogenes pour les
animaux (Rodhain, 2015).
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1.2. Position systematique et classification des moustiques

Tableau 01: Position systématique des Culicidae selon Meigen (1818)

Classification Dénomination | Signification

Regne Animalia Etre vivant hétérotrophe (se nourrissant de matiére
organique).

Sous-régne Metazoa Organisme eucaryote pluricellulaire.

Embranchement Arthopoda Corps segmenté (métamere) pourvu d'un squelette
externe (cuticule).

Sous-embranchement Hexapoda Possedent trois paires de pattes articulées.

Classe Insecta Corps compose de trois parties (téte, thorax,
abdomen) et d'une paire d'antennes et trois paires de
pattes.

Sous-classe Pterygota Adulte possédant deux paires dailes.

Infra-classe Neoptera Ailes pourvues d'un champ jugal et repliées en

arriere au repos.

Super-ordre

Holometabola

Larves et adultes difféerent radicalement,
développement complet. La larve est aptere et

grandit sans changer de forme.

Ordre Diptera Une seule paire d'aile assure la fonction de vol, la
deuxieme assure la stabilité de I'insecte lors du vol
(balanciers).

Sous-ordre Nematocera Antennes filiformes.

Famille Culicidae Nom vernaculaire: Moustiques. Corps fusiforme

recouvert d’écailles.

(Tetreau, 2012)

La famille des Culicidae se divise en trois sous-familles, les Toxorhynchitinae, les
Anophelinae et les Culicinae (Figure 01) (Matille, 1993; Duchauffour, 1976). En Algérie

seules les deux sous-familles Culicinae et Anophelinae sont représentées (Voir annexe 01)

(Berchi, 2000).
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Principaux
genres

Famille Sous-famille

Anophelinac Anopheles

Culicidae ] Culivinae Calex, Aedes

loxorhvachitinge b daxorkynchites

T T

N

Figure 01: Classification des Culicidae ou moustiques (Goislard, 2012)

1.3. Morphologie externe des Culicidae

Les moustiques sont des insectes a métamorphose complete (insectes
holométaboles) de sorte que 1’adulte, la larve et la nymphe ont des morphologies tres
différentes, adaptées a leurs modes de vie, aquatique pour les stades préimaginaux et aérien
pour le stade adulte ou imaginal (Carnevale et al., 2009).

Morphologiquement les Culicidés sont caractérisés par des antennes longues et
fines a multiples articles (6 a 40 articles), des ailes pourvues d’écailles, les femelles
possédent de longues pieces buccales en forme de trompe rigide vulnérantes de type
pigueur-suceur.

La morphologie externe de chaque stade, permet la différentiation entre la
plus part des espéces et sa est important en systématique Culicidienne (Alayat, 2012).

Les moustiques se distinguent des autres insectes piqueurs par leur long corps
gréle, leurs longues pattes et leurs piéces buccales en forme dwaiguilles. On peut
quelquefois discerner une apparence d'écaillés au niveau des ailes. Les imagos (insectes
adultes) ont entre 2 et 12,5 mm de longueur (Figure 02) (OMS, 1999).
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Aedes Culex Anopheles

Figure 02: Trois genres des moustiques (Bérenger, 2013)

1.3.1. Buf

L’ceuf comprend de I’intérieur vers 1’extérieur; I'embryon, la membrane vitelline
pellucide, un endo-chorion épais et un exo-chorion plus ou moins pigmenté et ornemente,
il est de 0.5 mm de taille. (Rodhain et Perez, 1985).

Au moment de la ponte il est blanchatre et prend rapidement, par oxydation de
certains composants chimiques de la théque; une couleur marron ou noire.

Les ceufs d’Anopheles sont pondus isolement a la surface de 1’eau. Leur forme est
plus ou moins ovoide et pourvue latéralement de flotteurs leur permettant de conserver une
position horizontale. Les ceufs d’Aedes sont allongés, rétrécis et montrent un réseau de
fines dépressions. Ils flottent horizontalement a la surface de I’eau. Les ceufs de Culex et
Culiseta groupés en nacelle sont cylindro-coniques et se tiennent verticalement (Figure 03)
(Lounaci, 2003).

Anopheles Aedes Culex

Figure 03: Exemples d’ceufs d’Anopheles, d’Aedes et de Culex (Berchi, 2000)
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1.3.2. Larve

Les larves sont aquatiques et leur évolution comporte quatre stades de taille
variant du mm au cm (développement par mue). Elles sont composées d'une téte trés dure
(car tres chitinisée), d'un thorax et d'un abdomen moins chitinisé, plus mous (Boulkenafet,
2006).

Seul le dernier stade L4 est pris en compte dans I’identification des especes
(Figure 04) (Rioux, 1958).

. ¥ F
\‘\\

Socies thomaciques

v
)4(

Abdomen \ —_

Plague tergale

\ Ny, Saies palmees

/"u.r ‘\u[)‘ l\.\
(4 AYINA
I.’!'v’ ! ,I’/“ |

yeynyty

VIl Segment respiratoire

IX g, grnent anal \

Figure 4
Larve d"Anopheles,
daprés M. HOLSTEN, 1949

Figure 04: Larve d’Anopheles (Carnevale et al., 2009)

La larve de culiciné (Culex et Aedes) présente un tube respiratoire (siphon)
qu’elle utilise aussi pour rester suspendue a quelque distance de la surface de I’ecau. Tandis
que la larve d’anophéliné n’a pas de siphon et se trouve paralléle et immeédiatement sous la
surface (OMS, 2003). Elles respirent au travers de petits orifices appelés spiracles
(Williams et Pinto, 2012).



Chapitre 01: Syntheése bibliographique

1.3.2.1. Latéte

La téte est bien degagée du thorax. Elle est formée de 3 plaques chitineuses unies
par des sutures:
- Plaque dorso-médiane unique: le fronto-clypeus.
- Deux plaques latérales symétriques: les épicraniennes elle porte dorsalement une paire
d’antennes, deux paires d’yeux (yeux larvaires et yeux du futur imago) et ventralement
deux palpes maxillaires et les pieces buccales. Les plaques sont ornées de soies de
morphologies variables.
Par ailleurs la téte est capable d’effectuer une rotation de 180° autour de son axe qui lui

permet de se nourrir & la surface de 1’eau (Figure 05) (Tahraoui, 2012).

Figure 05: Téte de larve d’Anopheles: a) vue dorsale de la téte. b) antenne
(Carnevale et al., 2009)

1.3.2.2. Le thorax

Il fait suite au cou et sa forme est grossiérement quadrangulaire.il est formé de 3
segments soudés: le prothorax, le mésothorax, le métathorax.

Les faces ventrales et dorsales sont ornementées de soies dont les plus utilisées
pour la diagnose sont la soie 1 métathoracique dorsale et les soies 9-12 méso et

métathoraciques ventrales (soies pleurales) (Figure 06) (Tahraoui, 2012).
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Soies scapulaires

Soies prothoraciques Soies pleurales prothoracigues

Soles mésothoraciques Soies pleurales mésothoraciques

Soles métathoraciques Soies pleurales métatheraciques

a) vue dorsale b) vue ventrale

Figure 06: Thorax d’une larve d’ Anophelinae a) vue dorsale et b) vue ventrale
(OMS, 2014)

1.3.2.3. L’abdomen

Allongé sub-cylindrique, (Sienger, 1974). 1l est composé de neuf segments
apparents. Les sept premiers sont a peu prés semblables et peuvent porter des sois ou des
sclérites ayant souvent une impotance taxonomique. Le huitieme segment porter des
organes respiratoires; orifices stigmatiques sessiles chez les Anophelinae et formant le
siphon dorsal chez les Culicinae (Figure 07) (Callot, 1946).

Soies palmées
8
a ~———_Plaque dorsale g
. <
_’_,.__-\u’]]:[eme segment __|
_____Segment anal
Siphon respiratoire_ -
Orifices stigmatiques
y,
D
~ Siphon
Peigne
siphomque
Soie
subventrale
— Soies caudales

Figure 07: Abdomen des larves de 4éme stade chez les Culicidae. a) Anophilinae b)
Culicinae (Himmi, 2007)
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1.3.3. Nymphe

A la fin du développement du quatriéme stade, la larve ne se nourrit plus et
devient une nymphe. La téte et le thorax chez la nymphe du moustique forment un
volumineux céphalothorax, qui fait suite un abdomen étroit recourbé de forme générale en
virgule ou en point d'interrogation: La nymphe est formée dans I'exuvie larvaire. Les
organes comme les trompettes respiratoires, les antennes, les pieces, buccales, les pattes,
les ailes et des rudiments alaires métathoraciques se forment tres tot chez la larve. Des le
premier stade larvaire, on remarque les yeux nymphaux en avant des yeux larvaires; ces
yeux se développent surtout au quatrieme stade, quand ils se pigmentent. Au quatriéme
stade larvaire, sous la cuticule, on voit la majorité des éléments nymphaux (Snodgrass,
1959). Les distinctions taxonomiques des nymphes sont fondées sur les caractéres des
trompettes respiratoires, la chétotaxie et les caracteres des nageoires (Figure 08 et 09) (Ben
malek, 2010).

Figure 08: Nymphe d’ Anophelinae Figure 09: Nymphe de
(Williams et Pinto, 2012) Culicinae (Serradj, 2010)
1.3.4. Adulte

Présente une taille de 5 @ 20 mm, un corps composé de trois parties distinctes:
téte, thorax, et abdomen (Figure 10) (Rhodain et Perez, 1985).

10



Chapitre 01: Syntheése bibliographique

THORAX

scutellum -

r postno

ABDOMEN
-

cerque

B

tarse

Figure 10: Morphologie générale schématique d'un moustique adulte (OMS, 1973)

1.3.4.1. La téte

La téte porte deux grands yeux composés et une paire d'antennes formant un V
dirigé vers l'avant. Les antennes des femelles sont discretes et ornées d'un petit nombre de
soies courtes. Celles des méles sont plumeuses, touffues et munies de soies longues.

La téte porte aussi une longue « trompe », ou proboscis, caractéristique. Celle de
la femelle est allongée et presque droite. Elle comporte six pieces buccales tres effilées,
dont quatre sont des stylets fins et pointus capables de percer I'épiderme des vertébrés dont
I'insecte aspire le sang. Les pieces buccales du male, qui ne pique pas, sont moins rigides et
ne peuvent percer la peau (Figure 11 et 12) (Bourassa, 2000; Coldrey et Bernard. 1990).

11
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Culicinae Anophelinae
Trompe .
P Palpes aussi longs
que la trompe
Antenna non
plumeuse
Palpe trés court
r Annnhshinas famsll=
'ﬁ Extrémité du palpe

Extrémté du
palpe non renflée

renflée en raguette

Antenne
plumeuse

b. Culicinae mile d. Anophelinae mile

Figure 11: Tétes de Culicinae (a, b) et d’Anophelinae (c, d) femelles et males
(OMS, 2014)

.'ﬂh-Il.Dphé]illéS

Figure 12: Les antennes de moustique: culicinés et anophélinés male et femelle
(Terrien, 2008)
1.3.4.2. Le thorax
Il est formé, de 3 segments fusionnés: le prothorax, le mésothorax et le
métathorax, chaque segment porte une paire de pattes. Le mésothorax est tres volumineux

et porte les ailes (Himmi, 2007)

Le thorax est renflé en bosse a sa partie dorsale, beaucoup plus chez les Culicinae que

chez les Anophelinae.
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On peut y distinguer d’avant en arriére trois parties: le prothorax qui porte la
premiere paire de pattes, le mésothorax qui porte la deuxieme paire de pattes et les ailes, le
métathorax qui porte les balanciers et la troisieme paire de pattes.

Le thorax présente des poils, des soies et des écailles qui donnent souvent lieu a

des dessins trés variés (Figure 13) (Galli-Valerio et Rochaz-de Jongh, 1906).

scutum : . 4
aire postspiraculaire

scutellum

soies et aire
mésépimérale

aire postprocoxale inférieure

coxa métaméron

Figure 13: vue latérale du thorax de moustique (Guéye, 2013)

1.3.4.3. L’abdomen

Composé de dix segments dont huit seulement sont visibles extérieurement.
Les sept premiers sont identiques. Les pleurites sont souples et a leurs niveaux s'‘ouvrent
les stigmates respiratoires. L'abdomen est généralement dépourvu d'écailles. Les segments
terminaux sont hautement modifiés du fait de la présence des orifices génitaux et des
appendices qui y sont annexés.
- Chez la femelle, le dernier segment porte les cerques. L'orifice anal est dorsal par rapport
a l'orifice vaginal.
- Chez le male, il existe une rotation de 180° des segments VIII. IX et X. Ce phénoméne
décrit par Christopher en 1915 (Rioux, 1958), apparait entre la 12eme et la 24éme heure,
aprés I’éclosion. Ainsi l'orifice anal devient ventral, tandis que l'orifice génital devient
dorsal.
Le IX éme segment est un simple anneau chitineux, sa partie ventrale présente une
échancrure médiane entre deux lobes pourvus d'épines plus ou moins nombreuses. A la
portion dorsale se trouve une paire de volumineux crochets articulés. Chaque crochet est

composé de plusieurs parties:

13
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- a la base, le coxite.
- la partie distale, le style

Le X®™ segment est transparent (Figure 14) (Tahraoui, 2012).

(THORAX)

écailles soies touffes latérales cergues

segments abdominaux | a VIII
Figure 14: vue dorsale de I’abdomen du moustique (Anopheles) (Gueye, 2013)

1.4. Ethologie des Culicidae
1.4.1. L’adulte

Les lieux humides constituent un habitat de prédilection pour les moustiques.

Les deux sexes sont munis d'un long rostre pour aspirer le nectar des fleurs ou d'autres
sources de sucre (Turcott, 2008). Cependant, suite a I'accouplement, les femelles, pour
permettre la maturation finale des ceufs, ont besoin de protéines supplémentaires (EID,
2014).

Elles sont capables selon les espéces de voler assez loin (jusqu’a 3 km) pour
trouver leur héte (proie) a piquer. Elles sont guidées par le C02 et I’odeur corporelle émis
par I’héte (facteur d’attractivité individuel propre a I’héte) (IFMT-MS, 2007).

Certaines especes piquent dans la matinée, la soirée ou la nuit, d’autres se
nourrissent de préférence pendant la journée. Certaines espéces sont agressives a
I’extérieur et d’autres a I’intérieur des habitations (OMS, 1999).

Les moustiques sont présents tout le printemps et tout I'été. Certaines especes de
plus grande taille ont une longue espérance de vie et persistent de la fin mai jusqu'en ao(t
ou méme jusqu'au début septembre. Toutefois, dans la majorité des cas, les adultes ne

vivent pas plus qu'un mois. Les moustiques les plus précoces (naissant parfois avant la fin
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de la fonte de la neige) sont les Anapheles et les Culiseta femelles qui viennent de finir leur
période d'hibernation (Wood, 2012).

La majorité des moustiques se reproduisent dans 1’eau propre en milieu sauvage,
mais bon nombre d’especes qui se reproduisent pres des endroits peuplés tolérent 1’eau
polluée (Santé canada, 2003).

1.4.2. La nymphe

Les nymphes sont aquatiques (Blanchard, 1905), trés mobiles (Haupt, 1998), ne
se nourrissent pas et utilisent les réserves accumulées pendant la période larvaire (Gilbert
Jauffret, 2009). Elles passent la majeure partie de leur temps a la surface de I’eau. Elles
plongent rapidement vers le fond si elles sont dérangées. Lorsque la nymphe arrive a
maturité, son tégument se fend a une extrémite, livrant passage a un moustique adulte
complétement développé (OMS, 1999).

1.4.3. Lalarve

Elle a un mode de vie exclusivement aquatique (Pages et al., 2007), tres mobile
(Schaffner, 2004), on les trouve dans pratiguement dans tous les plans d’eau, des creux
des arbres pleins d’eau de pluie aux lacs (Mc Gavin, 2000).

La larve de culicinés présente un tube respiratoire (siphon) qu’elle utilise aussi
pour rester suspendue a quelque distance de la surface de 1’eau, tandis que la larve
d’anophélinés n’a pas de siphon et elle flotte parallélement juste sous la surface de 1’eau
car elle a besoin de respirer de ’air. Elle se nourrit de particules présentes dans I’eau. Si on
la dérange, elle plonge rapidement vers le fond mais elle reviendra sans tarder a la surface
pour respirer (OMS, 2003).

Les larves des moustiqgues mangent continuellement, méme la nuit. Leur

croissance est rapide (Figure 15) (Séguy, 1931).
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Anophelinae Culicinae
larve —e— e Surface de 'eau
E«,_f_;r]_ 1T J_;.Lﬂ% Siphan I
. 4

Trompette respiratoire

Nymphe —'} FH*T Surface de l'eau ____W_
&?L N
¥

i 45

Adulte

Figure 15: Comparaison des Anophelinae et des Culicinae (OMS, 2003)

1.5. Bioécologie des Culicidae

Le développement des moustiques (famille des Culicidae) se caractérise par deux
phases distinctes:
-Un cycle préimaginal qui se déroule en milicu aquatique et regroupe 1’ceuf, les quatre
stades larvaires et la nymphe.
-La phase aérienne qui concerne 1’adulte ailé ou imago (Darriet, 1998).
1.5.1. La phase aérienne

L'accouplement des moustiques a lieu en vol ou dans la végétation (Bourassa,
2000; Coldrey et Bernard. 1990). Les moustiques femelles ne s’accouplent généralement
qu’une seule fois et conservent le sperme dans des spermathéques tout au long de leur vie
pour féconder tous les lots d’ceufs successifs (Pages et al., 2007). Les méles ne vivent
généralement que quelques jours, puisant dans le nectar des fleurs les sucres qui leur
fournissent de I'énergie.

Aprés avoir absorbé du sang, la femelle se pose dans un endroit abrité pour

digérer son repas (Bourassa, 2000; Coldrey et Bernard. 1990).
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Dés que la femelle est gravide, elle se met en quéte d'un gite de ponte adéquat
pour le développement de ses larves. La ponte a lieu généralement au crépuscule. Le gite
larvaire est une eau stagnante ou a faible courant, douce ou salée (Alaoui Boukhris, 2009).
1.5.2. La phase aquatique

Quelques jours plus tard, selon I’espéce, elle pond dans différents milieux
aquatiques ou sur le sol humide (Bourassa, 2000; Coldrey et Bernard. 1990).

Les ceufs, a maturité, éclosent des larves de stade 1 qui jusqu’au stade 4 se
nourrissent de matiéres organiques et des microorganismes. Malgré leur évolution
aquatique, les larves de moustiques ont une respiration aérienne qui se fait a 1’aide d’un
siphon ou de stigmates respiratoires. La larve de stade 4 se transforme ensuite en une
nymphe qui ne s’alimente plus, pour donner dans un laps de temps variable selon les
especes et ’environnement climatique un adulte ailé qui prend rapidement son envol

(Figure 16) (Darriet, 1998).

Figure 16: Cycle de vie d’un moustique (Margot, 2010)
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-Cycle de vie de Culiseta longiareolata

h Y

/ CEufs

Y

Adulte Larves

\5’;@ i
e

Nymphe

Figure 17: Cycle de vie de Culiseta longiareolata (Berrak, 2009)

1.6. Intéréts dans I’écosystéme

Les moustiques représentent un maillon essentiel dans le fonctionnement d’un
écosysteme aquatique. Par sa présence en grand nombre, ils représentent une biomasse
importante (Boyer, 2006).

Les larves de moustiques sont omnivores. Elles ingérent des particules organiques
provenant de la décomposition de matieres végétales et animales, des algues,
microchampignons et, dans certains cas, des microinvertébrés (Lacoursiére et Boisvert,
2004). lls accélerent la décomposition des matiéres organiques dans les écosystemes
aquatiques (Boyer, 2006).

Les larves de moustiques constituant des proies par certains prédateurs aquatiques
et terrestres. Oiseaux (ex. canards), batraciens (ex. grenouilles), poissons (ex. saumons), et
microinvertébrés (ex. sangsues, crustacés) peuvent se nourrir de moustiques (larves et

adultes) (Lacoursiére et Boisvert, 2004).
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1.7. Nuisance et intérét médical

La faune culicidienne est responsable de la nuisance: piqures douloureuses et
génantes et de la transmission des pathogenes majeurs pour I'nomme et les animaux. Ces
caractéristiques donnent a cette faune une importance et un intérét sanitaire de premier
plan (Benhissen et al., 2014; Marc et al., 2016).

Les Culicidae constituent le tout premier groupe d'insectes d'intérét médical
(Belayadi, 2012). Plusieurs espéces de moustiques, appartenant notamment aux genres
Aedes, Culex et Anopheles, sont des vecteurs d’organismes pathogénes responsables de
zoonoses considérables. Les femelles, par le biais d’un repas de sang sur un hote vertébré,
sont capables de contracter et véhiculer trois types d’agents infecticux selon les especes de
moustiques: des virus responsables de nombreuses arboviroses: dengue, chikungunya,
fievre du Nil occidental, fievre de la vallée du Rift, ou encore fievre jaune, des protozoaires
du genre Plasmodium responsables du paludisme, et des nématodes responsables de

filarioses en particulier la filariose lymphatique et la dirofilariose (Bawin et al., 2014).
1.8. Les maladies a transmission vectorielle

Les maladies a transmission vectorielle sont des maladies pour les quelles un
agent pathogene (virus, bactérie, parasite) est transmis d’un individu infecté a un autre
(animal, homme), via la piqire d’un vecteur arthropode hématophage (moustique,
phlébotome, tique, punaise...). Les vecteurs se contaminent en faisant un repas de sang sur
un hote infecté. L’agent infectieux, aprés avoir accompli un cycle d’amplification ou de
développement, peut alors étre transmis, a 1’occasion d’une piqiire. Pour qu’une
transmission vectorielle se réalise, 1’hdte, 1’agent pathogene et le vecteur doivent étre
compatibles entre eux et en contact. Les caractéristiques de 1’environnement jouent un réle
important dans la mise en place de cette transmission (Tableau 02) (Cochet et Moussion,
2013).
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Tableau 02: Principales affections vectorielles transmises a I'nomme par les Culicidae

(SMV et SFP, 2010)

Moustiques vecteurs Agents pathogénes Maladies
Anopheles Plasmodium sp. Paludisme
. Fievre jaune
Flavivirus
Aedes Dengue
Alphavirus Chikungunya
) Infection a West Nile virus
Culex Flavivirus

Encéphalite japonaise

Tous les genres de moustiques

Wuchereria bancrofii

et Brugia malayi

Filariose lymphatique

1.8.1. Définition de quelques maladies

» Maladies parasitaires transmises par des moustiques

1.8.1.1. Paludisme

Le paludisme est une maladie infectieuse a transmission vectorielle (Moiroux,

2012), d0 a un protozoaire parasite du genre Plasmodium (OMS, 2014), transmis par des

moustiques femelles appartenant au genre Anopheles. Quatre especes différentes causent le

paludisme chez I’homme: P. falciparum, P. vivax, P. malariae et P. ovale. Parmi elles, P.

falciparum est la plus dangereuse (OMS, 2015) et la plus importante dans la plupart des

régions tropicales et responsable de la plus grande part des cas de maladies graves et de

déces liés au paludisme (OMS, 2014). P. knowlesi est une espece zoonotique qui peut
également infester I’homme (Figure 18) (OMS, 2015).

Figure 18: Quelgues symptdmes de paludisme (Boubidi, 2008)
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Au cours de la prise d’un repas de sang chez un homme malade, les femelles
d’anopheles ingerent les gamétocytes femelles et de gamétocytes males qui dans I’estomac
du moustique fusionnent en un ceuf mobile (ookinéte) qui migre vers les cellules
épithéliales de I’estomac (Darriet, 1998). L’ookinéte migre dans les parois de 1I’estomac de
I’anophele et s’enkyste sous la forme d’un oocyste contenant les sporozoites. Ces
sporozoites migrent via I'hémolymphe jusqu’aux glandes salivaires du moustique d’ou ils
pourront étre injectés a un nouvel héte humain a 1’occasion d’une piqire (Lensen et al.,
1999).

Chez I’homme, les sporozoites inoculés lors de la piqire infectante vont atteindre
le foie et pénétrer les hépatocytes (phase exo-érythrocytaire), ou ils se multiplient. Pendant
une période de 7 a 12 jours, ils s’y multiplient jusqu’a ce que la cellule hépatique infectée
éclate (OMS, 2003), et libére des milliers de mérozoites dans la circulation sanguine. Les
mérozoites vont ensuite pénétrer les érythrocytes, effectuer une multiplication sexuée qui
produit de nouveaux mérozoites qui sont a leur tour libérés dans la circulation sanguine et
qui infecteront des érythrocytes sains (phase érythrocytaire) (Lensen et al., 1999), les
mérozoites peuvent évoluer en trophozoites puis en schizontes qui liberent & nouveau des
mérozoites (étape cyclique), ou bien évoluer en gamétocytes. Ces derniers se différencient
en gamétocytes males et femelles et sont ingérés par un anophéle femelle au cours du repas
sanguin (Figure 19) (Fouet, 2010).
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Figure 19: Cycle de développement et de reproduction des Plasmodium spp
(Carnevale et al., 2009)

21



Chapitre 01: Syntheése bibliographique

1.8.1.2. La filariose lymphatique

La filariose lymphatique est causée par trois espéces de vers parasites:
Wuchereria bancrofti, qui se logent dans les vaisseaux lymphatiques et provoquent une
énorme enflure des membres et d’autres parties du corps. Cette maladie entraine de

grandes souffrances, mais elle est rarement mortelle (Figure 20) (OMS, 1999).

Figure 20: Enflure des membres lors de la filariose lymphatique (Boubidi, 2008)

La filariose de Bancroft & Wuchereria bancrofti sévit dans toute la zone
intertropicale (Amérique latine, Afrique, Inde, Asie du Sud-Est et les iles du Pacifique). Le
moustique vecteur appartient au genre Culex, et en Afrique centrale et occidentale,

uniquement par des Anopheles.

La variété Wuchereria bancrofti pacifica sévit en Océanie présente dans les iles

du Pacifique sud est transmise majoritairement par moustiques du genre Aedes.

La filariose de Malaisie due a Brugia malayi, est exclusivement asiatique (Asie du

Sud-Est, Inde, Sri Lanka, Chine) transmisse par des espéces du genre Mansonia.

La filaire de Timor a Brugia timori sévit dans les Tles du Sud-Est de I'Indonésie
est transmise par Anopheles (Darriet, 1998).

Le cycle est indirect et fait intervenir I'hnomme comme hote définitif et un
moustique comme héte intermédiaire (Belayadi, 2010) Les vers adultes colonisent les
vaisseaux lymphatiques et produisent des embryons appelés microfilaires (OMS, 1999).
Les microfilaires (larve de ler stade) sont absorbées par le moustique lors d'un repas de
sang chez un hote infesté. Dans les 12 heures, Les microfilaires poursuivent pendant
quelques jours leur développement chez le moustique, apres 2 mues, elles se transforment

en une dizaine de jours en formes infectantes. Enfin, les larves de troisieme stade sont
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inoculées a I’hote lors d’un nouveau repas de sang du moustique, pénétrant activement par
la blessure créée par la piqure (Belayadi, 2010), Les larves migrent ensuite vers les
ganglions lymphatiques pour atteindre leur stade adulte final dans les vaisseaux. Les vers
adultes peuvent vivre tres longtemps et libérer dans le sang un grand nombre de
microfilaires (Figure 21) (OMS, 1999).

= Ver adulte
& (25 -100 mm)
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Figure 21: Cycle de vie de la filariose lymphatique: Wuchereria bancrofti (OMS, 2015)

» Maladies virales transmises par des moustiques

1.8.1.3. Fievre jaune

La fievre jaune, parfois appelée vomi noir (vomito negro) ou peste américaine, est
une maladie virale aigué. La maladie est provoquée par un arbovirus de la famille
Flaviviridae (qui comprend également la dengue, I'encéphalite de Saint Louis et le virus du
Nil occidental). C'est un des plus petits virus @ ARN; une arbovirose zoonotique des
grands singes de la forét equatoriale et elle est transmise de singe a singe par divers

moustiques du genre Aedes, hétes intermédiaires et vecteurs (Staples et Monath, 2008).

Le virus de la fiévre jaune est principalement présent dans des populations de
singes vivant dans les foréts denses de I’ Afrique, de I’Amérique centrale et de I’ Amérique
du Sud. Elle est transmise d’un singe a 1’autre par des moustiques des espéces du genre

Aedes en Afrique et des genres Haemagogus et Sabethes en Amérique du Sud et en
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Amérique centrale. Ces moustiques peuvent piquer I’homme lorsque celui-ci pénétre dans
la forét et le virus peut ainsi passer du réservoir simien a la population humaine peut
entrainer de graves épidémies et de nombreux déces (OMS, 1999). La fiévre jaune reste
toujours une cause importante de maladies hémorragiques dans plusieurs pays africains et

sud-américains, malgré I'existence d'un vaccin efficace (Staples et Monath, 2008).
1.8.1.4. Le virus du Nil occidental

Le virus du Nil occidental (en anglais: West Nile Virus) est un Flaviviridae du

genre Flavivirus (Olejnik, 1952).

Le cycle de la maladie implique des oiseaux soient sauvages ou domestiques
(canards, pigeons...), jouant le role de réservoir aviaire, des moustiques principalement du
genre Culex en tant que vecteurs de la circulation virale entre les populations d’oiseaux
(Hubalek et Halouzka, 1999). Le moustique absorbe le sang d’un hote malade le virus se
duplique dans le corps du vecteur jusqu’aux glandes salivaires et ¢’est au moment de son

nouveau repas de sang que 1’insecte réinjecte le virus (Darriet, 1998).

Les oiseaux migrateurs assurent 1’introduction du virus d’Afrique vers les zones
tempérées, en Afrique du Nord et en Europe (Alayat, 2012). Les mammiféres (bétail,
chiens, chats, chevaux, humains ...) sont quant a eux considérés comme des hdtes
accidentels du virus. Les facteurs favorisant la pullulation des moustiques (pluies
abondantes, températures plus élevées) sont susceptibles d'augmenter I'incidence de la
fievre liée a ce virus dans les secteurs géographiques ou il circule (Olejnik, 1952).
1.8.1.5. La dengue

La dengue est provoquée par plusieurs virus appelés virus de la dengue types 1, 2,
3 et 4. C’est principalement Aedes aegypti qui transmet la maladie d’une personne a
’autre, mais Aedes albopictus peut également en étre le vecteur (OMS, 1999).Elle est une
arbovirose la plus répandue dans le monde; c’est une affection qui sévit principalement

dans les régions tropicales et subtropicales.

La maladie existe sous deux formes: la forme classique et la forme hémorragique.
La dengue classique: Elle touche principalement les adultes, provoque de tres fortes
migraines, accompagnées de douleurs musculaires et articulaires et d’un exantheme.
L’issue en est rarement fatale. Elle sévit dans la plupart des pays tropicaux et dans

certaines régions subtropicales.
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La dengue hémorragique: Elle est une maladie grave qui sévit en Asie du sud-est et dont
I’apparition dans les Amériques et le Pacifique Sud est assez récente, touchant
principalement les enfants. La maladie débute par une forte fiévre, des vomissements, une
migraine et des douleurs abdominales accompagnées de difficultés respiratoires. Des
signes d’hémorragie interne sont fréquemment observés. En I’absence de traitement, la

mortalité peut atteindre 50% chez les malades (Figure 22) (OMS, 1999).

1ére cause d’hospitalisation Erythéme.

en Asie.

Figure 22: Quelgues symptdmes de dengue (IFMT, 2006)

Le virus de la dengue peut se transmettre selon deux cycles .Le cycle sylvatique
ou enzootique, principalement décrit en Afrique et en Asie; C’est ce cycle qui a été décrit a
I’origine chez les primates en zones rurales (les singes représentent le réservoir forestier).
Plus tard, aprés adaptation des virus de la dengue a d’autres espéces d’Aedes (Ae. aegypti,
albopictus et polynensis), des cas humains de dengue ont été décrits. Sont transmis
d’homme a homme, en zones urbaines, via un cycle épidémique (Figure 23) (Duong et al.,
2009).

Sylvatic/enzootic Epidemic

Aedes mosq@%\ /\%\

4
N pm Hhavans
N/ N

Figure 23: Les deux cycles de transmission de virus de la dengue (Whitehead et
al., 2007)
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1.8.1.6. Chikungunya

Le virus du chikungunya est un arbovirus a ARN. Il a été isolé pour la premiere
fois en Ouganda en 1953, L’appellation «chikungunya» vient du makondé et signifie
«’homme qui marche courbé». Le moustique vecteur du chikungunya est Aedes

albopictus, dit moustique tigre (INPES et Ministére en charge de la santé, 2008).

La transmission se fait d’homme a homme par I’intermédiaire de moustiques du
genre Aedes notamment (Aedes albopictus et Aedes aegypti). Lors d’une piqire, le
moustique préléeve le virus sur une personne infectée. Commence alors une phase dite
extrinseque, de quelques jours, ou le virus se multiplie dans le moustique. Ce méme
moustique peut, a I’occasion d’une autre piqire, transmettre le virus & une autre personne

(INPES et Ministere en charge de la santé, 2008).

Cette maladie provoque de fortes fievres, accompagnées de maux de tétes et de
douleurs musculaires et articulaires, souvent invalidantes. Il existe aussi des formes
cliniques plus sévéres. La douleur aigué peut devenir chronique et durer plusieurs mois,
voire plusieurs années. Il n’existe pas de remede contre cette maladie; le traitement repose
uniquement sur des anti-douleurs et des anti- inflammatoires mais il ne présente aucun
effet préventif. La prévention du chikungunya repose donc sur la lutte antivectorielle
(Figure 24) (ANSES, 2013).

Eruption eczématiforme (Edéme facial. Conjonctivite.
prurigineuse.

Figure 24: Quelgues symptdmes de chikungunya (Simon et javelle, 2014)
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1.9. Moyens de lutte contre les culicidés

La lutte contre les moustiques a toujours été une préoccupation majeure pour se
protéger contre 1’agression de ces insectes hématophages. C’est un outil essentiel de la
prévention contre les maladies a vecteurs et de contréle des insectes nuisibles (El
joubari et al., 2014).

Depuis D’antiquité, I’homme a cherché a se protéger contre l’agression des
vecteurs mais ses efforts restaient cependant limités a la destruction ou a I’aménagement
des biotopes favorables a leur développement: assechement des marais, introduction de
poissons prédateurs et application des premiers larvicides tels les huiles de pétrole (Pages
et al., 2007).

Les méthodes de lutte antivectorielle peuvent étre classées de différentes
techniques: méthodes physiques, méthodes chimiques, la lutte génétique et méthodes

biologiques.
1.9.1. La lutte physique

Les premiers moyens de lutte consiste a modifier les lieux susceptibles de servir
des gites larvaires (OMS, 1999), et I’¢élimination de certaines zones humides permanentes
ou temporaires (étangs, marais, marécages, étangs d’eau printaniére) (Pautou et al., 1995).
I1 s’agit, de changer I’environnement de telle sorte qu’il ne soit plus propice pour les larves
de moustiques. L’aménagement de 1I’environnement pour le controle des vecteurs est classé

en trois modes:

- Les modifications de I’environnement: il s’agit des transformations physiques
permanentes ou a visée longue durée du sol, de I’eau, de la végétation afin de éliminer ou
réduire les habitats des vecteurs sans causer d’effets adverses a la qualit¢ de
I’environnement humain. Ces actions comprennent: drainage, remplissage et

transformation des zones a risque.

- Les manipulations de I’environnement: il s’agit de mesures produisant des conditions
temporaires défavorables au développement préimaginal des moustiques comme

I’asséchement des marais pour réduire la pullulation des moustiques.

- Les modifications des habitats et des comportements humains comme la construction

des habitations a distance des eaux servant de gites a moustiques, I’ensemble des
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mesures d’hygiéne et de gestion des déchets, pour éviter le contact hoéte-vecteur
(Carnevale et al., 2009).

Cette idée, séduisante au départ, a entrainé des problemes au niveau de la gestion
des zones humides, notamment une perte d’habitats remarquables. Une prise de conscience
de la valeur patrimoniale de tels habitats a eu comme conséquence le développement de
stratégies nouvelles de lutte contre les moustiques. C’est ainsi que les premicres luttes

insecticides ont commencé avec la lutte chimique (Boyer, 2006).
1.9.2. La lutte chimique

Trés utilises de 1940 a 1970, sont des toxiques neurotropes qui altérent le
fonctionnement des canaux sodium indispensables a la transmission de 1’influx nerveux.
Leur spectre d’action est large. Les plus utilisée sontles organochlorés: Le DDT,
Hexachlorocyclohexane (HCH), lindane, dieldrine, chlordécone, endosulfan qui agit sur
I’insecte par contact et ingestion, induisant un tremblement généralisé (incoordination

motrice) puis une paralysie (Carnevale et al., 2009), puis la mort (Boyer, 2006).

Mais ensuite des études plus poussées sur ses propriétés et son rble au sein de
I’écosystéme (Boyer, 2006). Et que ces substances sont trés stables et bioaccumulables,
peu solubles dans 1’eau, d’ou des problémes d’accumulation dans les organismes et les
écosystemes via les chaines alimentaires. Certains peuvent persister tres longtemps dans
les sols, les tissus végétaux et les graisses (Carnevale et al., 2009). C’est ainsi que, dans
les années 60, on observe des dysfonctionnements d’€cosysteémes aquatiques et terrestres
parfois situes trés loin des zones traitées. De plus des populations d’insectes (Boyer, 2006)
en particulier chez les Diptéres dont certains moustiques (Carnevale et al., 2009) sont
devenues résistantes au DDT (Boyer, 2006). La résistance se traduit par une diminution de
la mortalité observée dans une population soumise a un traitement constant, elle se
manifeste par 1’apparition d’individus tolérant des doses normalement létales pour les
individus dits «sensibles»; elle repose sur des caracteres génétiques des populations
(Carnevale et al., 2009).

1.9.3. La lutte genétique

Réduction de la densité des populations de moustiques par modification de leur
patrimoine génétique ou par leur autodestruction. Elle concerne essentiellement le lacher

des males stériles dans certaines régions bien délimitées (Pages et al., 2007). Les males
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stérilisés au moyen d’irradiations ou de substances chimiques (Darriet, 1998). Pour
principe l'introduction en grand nombre, dans une population naturelle, d'individus males
de la méme espece rendus stériles mais au comportement sexuel intact (Boyer, 2006).
Aprés s’étre accouplée a un male stérile, une femelle sauvage pond des ceufs non viables

qui n’engendrent aucune descendance.

La translocation des chromosomes aussi, qui par des moyens chimiques ou
d’irradiation aux rayons X permet d’introduire de graves aberrations chromosomiques au

niveau des adultes (Darriet, 1998).

Parmi les autres méthodes, il a été utilisé I’incompatibilité cytoplasmique qui
consiste a sélectionner dans des élevages, des males hybrides nés de la multiplication de
souches dont les origines sont géographiquement éloignées. Le lacher de ces males
hybrides dans des populations aboutit a des croisements qui engendrent des ceufs stériles
(Darriet, 1998).

1.9.1. La lutte biologique

Elle repose sur I'utilisation d’organismes vivants pour détruire les vecteurs. Il
s’agit en particulier de virus, de bactéries, de protozoaires, de champignons, de plantes, de
vers parasites et de moustiques ou de poissons prédateurs. On s’efforce en général de
détruire les larves sans polluer I’environnement. La lutte biologique donne souvent ses
meilleurs résultats lorsqu’on la pratique parallelement & I’aménagement de
I’environnement (OMS, 1999).

Deux grands types de luttes biologiques utilisés contre les moustiques:
Les poissons prédateurs, la gambusie (Gambusia holbrooki), C’est I’espéce qui est la plus
largement utilisée pour combattre les larves de moustiques (OMS, 1999). Mais avec plus
ou moins de succés .Ce poisson est un prédateur généraliste a utiliser avec grande

précaution pour éviter les dommages sur les autres organismes aquatiques (Boyer, 2006).

Dans certains pays (Inde), une lutte antilarvaire par poisson larvivore Gambusia
affinis a été employé avec succes et entrainant une importante réduction de la densité du
paludisme & P. falciparum. Mais Gambusia affinis présente 1’inconvénient d’étre
omnivore, dévorant aussi les ceufs des autres poissons et le zooplancton. Un autre poisson

larvivore, Poecilia reticulata ou Guppy, a aussi été intensivement utilisé, présentant
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I’avantage de supporter des eaux polluées plus chargées en matiere organique, mais il est

aussi un vorace prédateur pour la faune non cible (Carnevale et al., 2009).

Les organismes microbiens tels que le Bacillus sphaericus (Bs) et le Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti). Ces bacilles sont considérés comme des agents de contréle
biologique mortels pour les larves de Culicidae, Simuliidae et Chironomidae, elle est active
par ingestion, mais sans danger pour la faune non cible dont les sujets humains (Carnevale
et al., 2009). lIs agissent sur les larves des moustiques, des simuliides et des diptéres en
général, du fait de leur efficacité et leur spécificité qui respectent largement la faune
compagne. Le Bt est le micro-organisme le plus utilisé comme bio-insecticide et

représentent plus de 90% du marché des bioinsecticides (Boyer, 2006).

La lutte biologique présentés des avantages tel que: biopesticides sont dégrades
rapidement ce qui diminuant les risques de pollution. Mais ils nécessitent d’excellentes
connaissances de 1’écologie des pathogenes cibles et des agents de contréles biologiques et

de la relation pathogene cible-agent de contrdle biologique (Lefort, 2010).
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I1- La bactérie Bacillus thuringiensis

2.1. Histoire de Bacillus thuringiensis

En 1901 qu'un biologiste japonais, Shigetane Ishiwata, observe plus concrétement
les effets insecticides de la bactérie sur des vers a soie. Un grand nombre de vers a soie
mouraient en raison de la «maladie sotto». C'est a partir de cet insecte que I'on a isolé pour
la premiere fois une souche de B. thuringiensis, surnommé a I'époque Bacillus sotto
(Joung et Charles, 2000).

En 1911, le scientifique allemand Ernst Berliner isole une souche de B.
thuringiensis a partir d'une larve de mite trouvée dans un sac de farine. Et rédigé la
premiére description scientifique de la bactérie (Joung et Charles, 2000). Et classé la
bactérie en 1915 immédiatement aprés 1’étude de ses caractéristiques biologiques (Beegle
et Yamamoto, 1992). Cette découverte eut lieu dans la province de Thuringia, d'ou le nom
de Bacillus thuringiensis (Auger, 2015).

En 1976 la sous-espéce Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) a été isolée d’un
étang en lIsraél (Tetreau, 2012), une bactérie démontrant des propriétés hautement
larvicides pour les moustiques fut découverte dans une petite mare du désert du Néguev, au
cours d'un inventaire des parasites et des pathogenes naturels de ces insectes. Malgré le
nombre extrémement élevé de larves mortes et moribondes de Culex pipiens flottant a la
surface, on a retrouveé vivant de fagcon normale dans cette mare, de petits crustacés tels que
les cyclopoides et les ostracodes, de méme que plusieurs insectes aquatiques comme les
chironomides (moucherons), les éphémeres (mannes), les libellules, les corixides (punaises
ou criquets d'eau) et les hydrophilides (coléoptére aquatique). C'est a partir d'un échantillon
contenant des larves mortes, de I'eau et de la boue que cette nouvelle souche de Bacillus
thuringiensis fut isolée et, subségquemment, désignée sous le nom de sous-espece
israelensis, nom reflétant son origine. On y référe aussi sous l'appellation sérotype H-14

(Lacoursiere et Boisvert, 2004).
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2.2. Généralités sur Bacillus thuringiensis (Bt)

2.3. Description

Le Bacillus thuringiensis (Bt) est une bactérie aérobie facultative, ubiquiste, a
gram positif, sporulante, pourvue de courts flagelles ciliés, mobile (Rahbani, 2015). Les
bactéries Bacillus thuringiensis (Bt) a la particularité de synthétiser une inclusion
cristalline composée de toxines insecticides (les delta-endotoxines) pendant la phase de
sporulation (Bawin et al., 2014).

Cette bactérie est un agent entomopathogéne dont 1’activité insecticide a été
attribuée en grande partie ou entiérement aux cristaux parasporaux. Ces inclusions
parasporales contenant les cristaux protéiques insecticides ou 6-endotoxines (Toxines Cry)
qui sont codées par des genes cry, ont des activités insecticides contre les larves de diptéres
(mouches et moustiques) (Ndao, 2014). Elle fait partie d'un groupe de six bacilles,
rassemblés sous le terme «groupe Bacillus cereus»: Bacillus anthracis, Bacillus cereus,
Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis et Bacillus

thuringiensis (Carozzi et al., 1991).

Le Bti a la particularité de produire un cristal protéique contenant 6 toxines
différentes en mélange, toutes toxiques contre les Diptéres: Cry4A, Cry4B, CryllA,
Cry10, CytlA et Cyt2A. Le principal avantage du Bt par rapport aux insecticides
chimiques est sa tres forte spécificité pour son hote cible. Cette forte spécificité est due au
mode d’action des toxines du Bt qui se fixent a des récepteurs membranaires du tube
digestif trés différenciés entre les especes. Ces toxines ne montrant aucune affinité pour les
récepteurs d’autres organismes, aucune toxicité n’a été démontrée pour la plupart des

insectes et invertébrés non-cibles (Margot, 2010).

A T’état végétatif Bacillus thuringiensis a la forme d’un batonnet, de 5 pm de
longueur et 1 pm de largeur. Les endospores de l'organisme comme celles des autres
especes de spores sont plus résistantes que les cellules végétatives a la chaleur, au séchage,
a la deésinfection et a d’autres agents destructeurs chimiques. Elles peuvent ainsi rester
viables pendant plusieurs années.

Bacillus thuringiensis est une bactérie du sol, vivant a la fois comme saprophyte,
utilisant les matieres organiques provenant des organismes morts, et parasitaire, colonisant

les insectes vivants .Elle peut étre naturellement présente dans différents habitats comme
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les cadavres d’insectes, les terres agricoles, et différentes plantes et milieux aquatiques
(Figure 25) (Helgason et al., 2000).

Figure 25: Poudre de Bacillus thuringiensis israelensis (Mansouri, 2015)
2.4. Position systématique du Bacillus thuringiensis selon Berliner 1915
Embranchement Fermicutes

Sous embranchement Eubacterie

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Bacillaceae

Genre Bacillus

Espéce Bacillus thuringiensis

Sous-espéce Bacillus thuringiensis israelensis (Mansouri, 2015).
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Figure 26: Photographies de Bacillus thuringiensis israelensis prises au microscope

photonique (A), a balayage (B), et électronique a transmission (C) (Lacoursiére et
Boisvert, 2004)

A) Cellule végétatives en phase de sporulation; (s) spores;(c) cristaux.
B) cristaux purifiés.

C) Bactérie en phase de sporulation et de production de I’inclusion cristalline. La spore (s)

et cristal (c).
2.5. Cycle de vie de Bacillus thuringiensis

Le cycle de vie de Bacillus thuringiensis se caractérise par deux phases
principales qui comprennent la division cellulaire végétative et la phase de sporulation. Les
cellules végétatives se divisent par scissiparité en deux cellules filles de tailles égales apreés
la formation du septum au centre de la paroi cytoplasmique. Quand le milieu s’appauvrit

en nutriments essentiels, les cellules végétatives sporulent (Sellami et al., 2015).

Ces deux étapes impliquent des changements a la fois dans la morphologie et
dans la biochimie de la cellule. Lorsque les nutriments sont suffisants et les conditions
environnementales convenables pour la croissance, la spore germe et produit une cellule

végétative (Liu et Tzeng, 2000).
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Durant cette phase de croissance végétative, les cellules de Bacillus thuringiensis
utilisent les sucres comme source de carbone et d'énergie pour la synthese des protéines et
autres métabolites. Les cellules continuent a se multiplier jusqu'a ce qu'un des nutriments
(sucres, acides aminés ou phosphate) ou le dioxygeéne dissous deviennent insuffisants pour
la croissance végetative. Dans ces conditions, la bactérie sporule produisant une spore et
une inclusion cristalline. La sporulation est une manifestation physiologique de la bactérie

soumise a des conditions environnantes difficiles (Figure 27) (Liu et Tzeng, 2000).

Figure 27: Schématisation du cycle vital de Bacillus thuringiensis

(Lacoursiére et Boisvert, 2004)

1) germination: réhydratation de la spore, 2) germination: production de la cellule
végeétative, 3) croissance et multiplication des cellules végétatives, 4) sporulation:
formation de la spore (s) et de I’inclusion cristalline (c), 5) lyse: éclatement de la cellule
végétative et libération de la spore et du cristal, 6) période de dormance: la spore résiste

aux conditions défavorables.

2.6. Les différentes formulations et dosages du Bacillus thuringiensis

Les produits commerciaux a base de Bacillus thuringiensis se présentent
généralement sous quatre grands types: les poudres, les granules, les briquettes et les
liquides. Le choix de la formulation a employer dépend de l'insecte visé par le contréle, du
type d'environnement a traiter et de son accessibilité, et de la persistance de 1’effet toxique

visé par ’applicateur (Tableau 03) (Balam, 2010).
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Tableau 03: Exemples de produits commercialisés a base de souches de Bt (Sellami et al.,
2015)

Nom commercial Souches bactériennes Insectes cibles

BIOBIT Bthkurstaki HD-1 Lépidoptere
DIPEL BthkurstakiHD-1 Lépidoptere
FLORBAC Btaizawai Lépidoptere
COSTAR Bthkurstaki SA-12 Lépidoptere
DELFIN Bthkurstaki SA-11 Lépidoptere
THURICIDE Bthkursiaki HD-1 Lépidoptere
TEKAR Btisraeliensis Diptere

JAVELIN Bthkurstaki SA-11 Lépidoptere
BACTIMOS Btisraliensis Diptére

VECTOLEX GC Bacillus sphaericus  Diptére

BACTOSPEINE Bthurstaki HD-1 Lépidoptere
ACROBE Btisraliensis Diptére

NOVODOR Btienebrionis Coléoptere
TRIDENT Btienebrionis Coléoptere

2.7. Mode d’action du Bacillus thuringiensis israelensis

L’effet insecticide du Bacillus thuringiensis israelensis provient exclusivement du
cristal. Les spores et les cellules végétatives du Bacillus thuringiensis israelensis ne sont
aucunement impliquées dans le processus insecticide.

Lorsqu’elles sont ingérées par une larve, les inclusions cristallines sont
partiellement dissoutes dans le liquide alcalin du tractus digestif, libérant ainsi de longues
chaines de protéines qui sont les différents précurseurs des toxines; elles ont donc été
nommeées les protoxines ou d-endotoxines (delta-endotoxines) (Lacoursiére et Boisvert,
2004)

Une fois ingérés par les larves d’insectes cibles, les cristaux d'endotoxines de
Bacillus thuringiensis israelensis vont subir plusieurs étapes indispensables, pour devenir
biologiquement actifs, ces cristaux doivent étre solubilisés par le pH alcalin de I’intestin de
I’insecte, ce qui provoque la destruction des ponts disulfures intermoléculaires et la
libération des protoxines dans la lumiere intestinale (Sellami et al., 2015), Une fois
solubilisées les protoxines, doivent étre clivées aux deux extrémités C-terminale et N-

terminale pour devenir actives.
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Une fois activée, Les toxines se lient a des récepteurs spécifiques glycoprotéines
ou "récepteurs" glycolipides de la paroi en bordure en brosse des microvillosités
intestinales de 1'insecte sensible (Rahbani, 2015; Lienard, 1999).

Aprés liaison a des récepteurs de 1’épithélium intestinal, la toxine doit pénétrer la
membrane cellulaire et former des pores lytiques dans les microvillosités des membranes
apicales (Bravo et al., 2007). Provoquées par le déséquilibre biochimique induit par
I'activité des toxines, les cellules affectées se gonflent et éclatent, causant la perforation de
la paroi du tube digestif ceci provoque le passage du suc digestif dans la cavité corporelle
de Il'insecte et le mouvement inverse de I'hémolymphe (I'équivalent du sang chez les
insectes) (Lacoursiére et Boisvert, 2004). Finalement, I'insecte meurt des suites d'une

privation de nourriture et d'une septicémie (Figure 28) (Leblanc, 2003).
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Figure 28: Représentation schématique du mode d’action des cristaux du Bacillus

thuringiensis israelensis (Lacousiere et Boisvert, 2004)

1-Dissociation des cristaux dans le liquide alcalin du tube digestif. 2- Libération de longues
chaines de protéines. 3- Sectionnement des protéines par des enzymes pour produire les
segments toxiques. 4- Fixation des toxines sur des récepteurs spécifiques. 5-6-7-

Gonflement, éclatement des cellules affectées et perforation de la paroi du tube digestif.
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Chapitre 02: Présentation de la région d’étude

I- Présentation de la région de Laghouat
1.1. Situation géographique

La Wilaya de Laghouat occupe une superficie de 25 052 km? et fait partie du
groupe des neuf wilayat pastorales du pays. Elle se situé a 400 Km au sud de la capitale
Alger, ces coordonnées sont: 33° 48°N, 02°53°E (D.P.A.T, 2010). Elle est limitée par les
wilayas suivantes: Au Nord: Tiaret, Au Sud: Ghardaia, a I'Est: Djelfa, a I'Ouest: EI-Bayadh
(Figure 29) (ANDI, 2013; ANIREF, 2011).

Figure 29: Situation géographique de Laghouat (CRSTRA, 2013)
1.2. Le relief

Sur le plan naturel, elle est constituée de deux zones distinctes:

1- La zone de I'Atlas Saharien caractérisée par des altitudes allant de 1.000 a 1.700 m avec
des pentes de 12,5 a 25 %. Cette zone au Nord-Ouest de la Wilaya (régions d'Aflou et
Brida). Elle est constituée de vieux massifs forestiers d'une superficie de: 47.095 ha, de
nappes alfatiéres couvrant une superficie de 315.125 ha ainsi que de pacages et parcours
d'une superficie de 1.531.766 ha.

2- La zone des Hauts Plateaux et de Plateaux Sahariens caractérisée par des altitudes allant

de 700 a 1.000 m et des pentes de 0 a 3 %. Cette zone est constituée de vastes étendues
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steppiques d'une superficie de 1.900.000 ha dont une grande partie a été degradée sous
I'effet des secheresses prolongées (D.P.A.T, 2010).

1.3. Les sols

Les sols de la Wilaya sont constitués de formations lithologiques découlant de
différentes phases orogéniques intervenues au cours des éres géologiques du secondaire, du
tertiaire et du quaternaire. L’ensemble des formations lithologiques composant le territoire
de la wilaya est constitué¢ de 67% de roches moyennement résistantes a 1’érosion, de 26%

de roches peu résistantes et de 7% de roches résistantes a I’érosion.

En général, les hautes plaines steppiques du centre sont caractérisées par un sol de

crodte calcaire friable a 96% et de grés dur a 4 %.

Les piémonts et les montagnes de 1’ Atlas saharien sont composés d’un sol calcaire
et grés durs (82%), et de crodte calcaire friable (18%). Les sols du plateau saharien sont

composes de 85% des crodtes de calcaire et 10% de marne et d’alluvions (C.D.F, 2008).

La plus part des sols steppiques sont caractérisés par la présence d’accumulation
calcaire réduisant la profondeur de sol utile; ils ont généralement pauvre en matiere
organique et sensibles a la dégradation. Les bons sols dont la superficie est limitée, se

d’oueds soit fermées et appelées dayas (Pouget, 1980).
1.4. Les ressources hydriques

Les ressources en eaux superficielles de la Wilaya sont localisées dans 1’Atlas
Saharien leur faible importance est liée a I’irrégularité du régime pluviométrique et a la

forte évaporation.

Les principaux Oued sont: Oued M’zi, Oued Touil et Oued Medsous (D.P.A.T,
2010).
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Tableau 04: La répartition des ressources hydriques (D.S.A, 2017)

RESSOURCES HYDRIQUES e 2010 ST
Barrage en m3 1 1166400
Retenue collinaire en m3 8 1780000
Ced en m3 3 404352
Puit I/s 3425 17125
Forage en I/s 909 7272
Autres 420 678
Total 4766

1.5. Les facteurs climatiques

Le climat joue un rdéle fondamental dans la distribution et la vie des étres vivants.
Il dépend de nombreux facteurs: température, précipitation, humidité, évaporation, vent,
lumiére, pression atmosphériques, reliefs et nature du sol, voisinage ou éloignement de la
mer (Faurie et al., 2003).

1.5.1. Température

La température influence la limite de distribution, la compétence et la capacité des
insectes vecteurs.

La distribution des vecteurs est notamment limitée par les températures minimales
et maximales qui empéchent leur survie d’une saison a I’autre (Toussaint et al., 2006).

Tableau 05: Tempeérature moyenne mensuelle de la région de Laghouat (2002-2014)

Mois | Jan | Fév | Mar | Avr | Mai |Jui |Jul |Aou |[Sep |Oct |Nov | Déc | Moy
T 8.2 |9.68 1401|174 224 | 274 | 322 |30.2 | 253 |20.1 |11.8 |8.06 |18.91
(°C) 2 2 4 3 7 8 2

(O.N.M, 2015)
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La température moyenne annuelle de la région de Laghouat (2002-2014) est de
18.91°C avec une valeur maximale de 32.23°C en mois de juillet et une valeur minimale de
8.06 °C en mois de décembre. (Tableau 05).

1.5.2. Précipitations

L’augmentation des précipitations favorise le développement et la propagation des
populations d’arthropodes vecteurs.

Les stades immatures (larve, pupe) des vecteurs présentent en effet une forme
aquatique ou semi-aquatique (Toussaint et al., 2006).
Tableau 06: Précipitations moyennes mensuelles de la région de Laghouat (2002-2014)

Mois | Jan | Fév | Mar | Avr | Mai | Jui |Jul | Aou |Sep |Oct | Nov | Déc | Moy

P 14. |75 | 105 191 [ 104 |80 (6.8 |12.7 [244 |23.4 |8.71 |139 |13.32

(mm) | 1 9 7 5 4 5 5 7

(O.N.M, 2015)

Les précipitations moyennes annuelles de la région de Laghouat (2002-2014)
varient entre 6.84 mm et 24.45 mm, ou le mois le plus arrosé est septembre avec une
pluviométrie de 24.45 mm et le mois le moins arrose est juillet avec une pluviométrie de
6.84 mm. (Tableau 06).

1.5.3. Humidité

L’augmentation de 1I’humidité favorise le développement et la propagation des
populations d’arthropodes vecteurs.

Les sites de reproduction et de développement qui consistent généralement en des
endroits humides ou inondables se multiplient avec 1’augmentation des précipitations
(Toussaint et al., 2006).

Tableau 07: Humidité moyenne mensuelle de la région de Laghouat (2002-2014)

Mois |Jan | Fév | Mar | Avr | Mai |Jui |Jul | Aou |Sep |Oct | Nov | Déc

Moy

H 73.4 | 646 |50.6 |50.5 | 44.3 | 39.8 | 31.4 [ 354 |51.3 |62 |70.8 |75.3
(%)

54.12

(O.N.M, 2015)

41




Chapitre 02: Présentation de la région d’étude

L’humidité moyenne annuelle de la région de Laghouat (2002-2014) est de 54.12
% avec une valeur maximale de 75.3 % en mois de décembre et une valeur minimale de
31.4 % en mois de juillet (Tableau 07).

1.5.4. Vent

Les vents puissants augmentent généralement la mortalité¢ des insectes. lls
accélérent leur dessiccation et empéchent le vol ainsi que la prise de repas sanguins. En
revanche, les vents faibles & modérés contribuent a la dispersion des insectes (Toussaint et
al., 2006).

Tableau 08: Vitesse de vent moyenne mensuelle de la région de Laghouat (2002-2014)

Mois |Jan |Fév | Mar | Avr | Mai |Jui |Jul [ Aou | Sep | Oct | Nov |Déc | Moy

\% 3.13 |39 |414 (487 (41 |39 |37 |352 318 |2.71 |3.03 [3.12 |3.63
(m/s) 4 5 4

(O.N.M, 2015)

La vitesse moyenne annuelle de vent de la région de Laghouat (2002-2014) est de
3.63 m/s avec une valeur maximale de 4.87 m/s en mois d’avril et une valeur minimale de

2.71 m/s en mois d’octobre (Tableau 08).
1.6. La synthese climatique

- Indice xérothermique de Bagnouls et Gaussen (1957)

En fait, cet indice complete les diagrammes ombrothermiques qui montrent
I'importance de la période seche; un mois est considéré comme "sec"” si la pluviosité P mm
est égale ou inférieure au double de la température T °C (P< 2T) (Pouget, 1980).

La région de Laghouat est caractérisée par une période séche durant toute I’année
(Figure 30).
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Figure 30: Diagramme ombrothermique de Gaussen de la région de Laghouat (2002-2014)
1.7. La faune

Selon les informations recueillis par la direction des services agricoles et la
conservation des forets de la wilaya de Laghouat (2008), on peut remarquer la dominance
des ovins suivis par les caprin et les bovin puis les chevaux, il existe aussi les lievres, les
gerboises, les sangliers, les renards, les hérissons, les chacals et les fennecs ainsi que des

oiseaux et des reptiles.
1.8. La flore

En Afrique du Nord, les steppes sont des formations basses et tres ouvertes
tapissées de graminées (Stipa tenacissima, Stipa parviflora, Lygeum spartum, etc.) et/ou de
chamaephytes vivaces (Artemisia herba alba, Artemisia campestris, Helianthemum
hirtums sp, Ruficomum, etc.) auxquels s'ajoute un cortége varié, souvent important,
d'especes annuelles (Pouget, 1980). Des formations azonales sont représentées par les

especes psammophiles et les especes halophiles (Nadjraoui et Bedrani, 2008).
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I- Choix et description des sites d’étude
Notre étude a été effectuée au sein de deux stations de la région de Laghouat,
deux types de site sont retenus: un site urbain (au plein centre-ville), et un site rural

(Lalmaya) (Figure 31).

N

Carte de la Wilaya de Laghouat
N \ 4 o
$ W.Tiaret / ™ ) | [ ——

Gusitet
———y 54 Bound

; § | W.D j elfa Légendes
7 Limite de la Wilaya

Limite de commune

Figure 31: Localisation des sites d’étude (C.D.F, 2017)
Lalmaya: C’est un site rural, de la ville Laghouat situé¢ prés de la commune Tadjrouna. 89

km a chef de wilaya.
Laghouat: Un site au plein centre de la faculté de médecine, I’'universit¢é Ammar Telidji.
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I1- Matériel biologique utilisé

2.1. Modele biologique 1: Les culicides

2.1.1. Position systématique des culicidés, selon Meigen (1818)

Régne: Animal.

Sous regne: Métazoaires.
Embranchement: Arthropodes.
Classe: Insectes.

Sous classe: Ptérigotes.

Infra classe: Néoptéres.

Super ordre: Mécoptéroides.

Ordre: Dipteres.

Sous ordre: Nématoceres.
Famille: Culicidae (Boubidi, 2008). Figure 32: Culiseta
longiareolata (Original, 2017)

2.2. Modele biologique 2: La bacteérie

2.2.1. Position systématique de Bacillus thuringiensis israelansis, selon Berliner 1915

Embranchement: Fermicutes
Sous embranchement: Eubacterie
Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales

Famille: Bacillaceae

Genre: Bacillus
Figure 33: Poudre de Bti (Original,

Espeéce: Bacillus thuringiensis
P g 2017)

Sous-espece: Bacillus thuringiensis israelensis (Mansouri, 2015).
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Afin d’étudier I'effet de la bactérie Bacillus thuringiensis israelensis sur les larves
des Culicidés issues de différents gites de la ville de Laghouat. Nous avons effectué nos
travaux sur les larves du quatrieme stade larvaire des Culicidés.

On a divise le travail en deux parties:

La premiére partie concernant la préparation de la solution de Bacillus
thuringiensis israelensis, s'est déroulée au niveau de Laboratoire du département de la
biologie de I’université de Laghouat.

La deuxiéme partie concerne l'activité de la bactérie Bacillus thuringiensis

israelensis sur les larves de quatrieme stade de Culiseta longiareolata.

111- Méthodes d’étude des culicidés
3.1. Choix des larves
Nous nous somme intéressés a étudier:

- Culiseta du faite qu'il est responsable de la nuisance et le West-Nile des oiseaux.

3.2. Les criteres retenus pour le choix des gites
- Présence des gites étudiées au niveau de la wilaya de Laghouat.

- Présence d'une forte densité de larves de Culicidés dans le gite.

Figure 34: Gite de I’université de Laghouat (Original, 2017)
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Figure 35: Gite de Lalmaya (Original, 2017)

3.3. Echantillonnage des populations culicidiennes

Nos échantillonnages ont eu lieu durant les mois d’Avril et Mai 2017 en plusieurs
fois par semaine. C’est une période qui coincidé avec I'éclosion des ceufs des Culicidés.

L’échantillonnage des larves se fait en utilisant la méthode de coup de louche
(Bouabida et al., 2012) "Dipping" (Messai et al., 2011; Fofana et al., 2010; Opoye-
Itoua et al., 2012). Cette méthode consiste a plonger, en plusieurs endroits du gite larvaire,
une louche contenant un récipient d’une capacité connue (un litre) (Figure 35) (Messai et
al., 2011).

Figure 36: La méthode de coup de louche "Dipping" (Original, 2017)
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Le captureur de larves doit approcher lentement le gite, car toute perturbation est
susceptible de faire plonger les larves et les nymphes au fond du gite et de les rendre
inaccessibles. Le captureur de larves doit se positionner face au soleil, de sorte que son
ombre ne balaie pas la surface du gite. Si les larves et les nymphes plongent au fond du
gite, il est nécessaire de rester immobile jusqu’a ce qu’elles remontent a la surface.
(Williams et Pinto, 2012). Il plonge la louche doucement sous 1’eau avec une inclination
de 45° environ par rapport a la verticale et la retire d’un mouvement uniforme en évitant
les remous, le contenu de la louche a été versé a chaque fois dans un récipient porte une
étiquette indiquant le lieu et la date du préléevement. Les spécimens collectés ont été
transportés au laboratoire ou régnent des conditions normales de température ambiante.
Les larves du stade 1, 2 et 3 ont été séparées de celles des stades 4 et des nymphes a 1’aide
d’une pipette compte-gouttes.

Les larves regroupées sont élevées dans des récipients contenant de 1’eau du gite
considéré et nourries avec les algues, jusque quatriéme stade larvaire. Ensuite, elles sont

triées par espece, dénombrées et déterminées (Figure 37).

Figure 37: Elevage des larves (Original, 2017)

Les pupes récoltées ont été mises en ¢levage dans I’eau des gites respectifs
(Figure 28) jusqu’a I’émergence afin d’obtenir des adultes qui ont été également identifiés
(Figure 38) (Hamaidia, 2016).
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Figure 38: Elevage des nymphes (Original, 2017)

Les nacelles récoltés ont ét¢ mise en élevage jusqu’a 1’éclosion et 1’atteindre des

larves de quatrieme stade (Figure 39).

Figure 39: Elevage des nacelles (Original, 2017)

3.4. Montage des lames et identification des larves (Voir annexe 02)

Seules les larves ayant atteint le quatriéme stade font 1’objet d’une identification
fiable. Le montage proprement dit a pour but d’observer les spécimens sous microscope
optique. Les larves subissent des bains de 48 heures dans la solution de NaOH a 10% (10 g
de NAOH + 100 ml d’eau distillée) afin d’éclaircissement les larves. Cette étape est suivie
par trois bains successifs d’eau distillée. Puis on procéde au montagne entre lame et
lamelle fixé par vernis d’ongle transparent avec une goutte de la glycérine. Cette

microgoutte aide a évacuer les bulles d’air qui sont susceptibles de se former aprés sont
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observées et identifiées sous microscope optique a 1’aide d’un logiciel d’identification (Les

Culicidae de I’ Afrique méditerranéenne).

3.5. Montage des lames et identification des adultes (\Voir annexe 03)

Les nymphes sont élevées dans des récipients contenant 1’eau distillée et ferme
avec des bouchons ouverts par des trous Jusqu’a I'émergence, les adultes sont tués par le
froid (24 h).

Avant de les monter, on les conservés dans des petits tubes secs contenant un
produit conservateur (Silica gel) et un morceau de coton puis identifier sous la loupe
binoculaire et 1’identification est a I’aide d’un logiciel d’identification (Les Culicidae de

I’ Afrique mediterranéenne).

IV- Préparation de la solution de Bacillus thuringiensis israelensis

La méthodologie des tests de toxicité a été inspirée de la technique des tests de
sensibilité normalisés par 1’Organisation Mondiale de la Santé, adopté pour tester la

sensibilité des insecticides utilisés dans la lutte vis-a-vis les larves de moustiques.

La poudre de Bacillus thuringiensis israelensis qui on a été utilisée dans notre
étude est provient de I’université de Annaba, elle est commercialisée sous le nom de

(Vecto Bac).

Des solutions de Bti ont été préparées a partir de I’eau de gite. Les concentrations
sont 0.3mg/L, 0.5mg/L et 0.8mg/L (Figure 40).

Quantité 1L d’eau de gite. Solution de Bti.

nécessaire de Bti.

Figure 40: Etapes de préparation de la solution de Bti (Original, 2017)
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V- Méthodes d’étude de I'effet larvicide de Bti sur Culiseta longiareolata

Des lots de 10 individus de Culiseta longiareolata L4 ont été met dans des boites
d’une capacité de 250 ml a I’aide d’une pipette compte goutte. Puis ont été traités
séparément par le Bti par différentes concentrations, 0.3 mg/L, 0.5 mg/L et 0.8 mg/L, Trois
répétitions ont été utilisées, dont chacune associée a un témoin contenant 10 larves avec
100 ml d’eau de gite.

Lors de I’expérimentation les larves sont nourries avec les algues pour la

restauration de la transparence de I’eau (Figure 41).

Figure 41: Test de toxicité de Bti sur les larves de Culiseta longiareolata (Original, 2017)

Les larves ont été suivies chaque heure pendant 72 heures et les CL10, CL50 et
CL90 apres 24 heures de traitement.

VI- Méthodes d’exploitations des résultats

Les résultats obtenus sur la toxicité de Bti sur les larves de quatriéme stade de
Culiseta longiareolata ont été traités par I’Excel.
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Nous avons examiné tous les résultats obtenus durant la période qui s’est étendue
du mois de mars au mois de mai 2017 pendant laquelle nous avons conduit des

échantillonnages sur terrain et des expériences au laboratoire.
I- Inventaire et identification des especes rencontreés

La récolte des moustiques dans notre étude est basée sur 1’échantillonnage des
larves au niveau des gites dans les 2 sites de Laghouat (1 urbain et 1 rural). Les résultats

obtenus dans le tableau 09.

Tableau 09: Liste des especes de Culicidés inventoriées au cours de cette étude

Famille Sous Genre Référence Espéce Référence
Famille
Culicidae | Culicinae Culiseta Naveulemaire, | Culiseta Macquart,
1902. longireolata | 1828.

Anophelinae | Anopheles | Meigen, 1818. | Anopheles Falleroni
labranchiae | 1926.

L’examen des Culicidés inventoriées dans les deux sites précédemment
mentionnés durant les périodes d’échantillonnage, a permis de mettre en relief I’existence

de deux especes appartenant a deux sous-familles: Anophilinae et Culicinae.

Pour la sous-famille des Culicinae, nous avons recensé une seule espéce Culiseta
longiareolata qui est présente a Lalmaya et aussi dans la fontaine située prés de la faculté

medecine a ’universit¢é Ammar Telidji.

Pour la sous-famille des Anophelinae, nous avons rencontré une seule espéce

Anopheles labranchiae qui est présente a Lalmaya.

Dans le méme cadre d’étude, Djekidel et Ben bahaz (2016) ont noté la présence
de trois especes appartenant a deux sous-familles: Anophilinae et Culicinae.
Anopheles surgentii surgentii appartenant a la sous-famille des Anophelinae et Culiseta

longiareolata et Culex hortensis qui appartiennent a la sous- famille des Culicinae.

Par contre, Largat et Souahlia (2016) ont notées la présence de neuf espéces. La

sous-famille des Culicinae est représentée par quatre espéces, Culex laticinctus,
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Culex theileri, Culex hortensis et Culex antennatus. Quand a la sous-famille des
Anophilinae, elle est représentée par cing espéces Anopheles labranchiae, Anopheles

cinereus, Anopheles dthali, Anopheles sergentii sergentii et Anopheles multicolor.

Avant cela, Madjdoub (2015) a noté la présence de 11 espéces. La sous famille
des Culicinae était représentée par 7 espéces reparties entre trois genres, celui de Culiseta
avec Culisata annulata et Culiseta longiareolata et le genre de Culex avec Culex pipiens,
Culex laticinctus, Culex theileri et Culex antennatus et le genre Aedes avec une seule
espece Aedes vexans. Quant a la sous-famille des Anophilinae, elle était représentee par
quatre espéces Anopheles labranchiae, Anopheles cinereus, Anopheles dthali et Anopheles

surgentii surgentii.

1.1. Identification de I’espéce Culiseta longiareolata
1.1.1. Identification des ceufs

Les ceufs de cette espéce sont solidarises au moment de la ponte, ils forment ainsi
une nacelle (Brunhes et al., 1999). Sous loupe binoculaire, on observe un nombre trés

important d’ceufs pouvant atteindre 400 ceufs par nacelle. IIs sont de couleur noire (Figure

42).

Figure 42: Nacelle de Culiseta longiareolata observée par loupe binoculaire (GX 20)
(Original, 2017)
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1.1.2. Identification des larves

L’espéce Culiseta longiareolata se trouve principalement dans des gites larvaires
de types trés variés (bassins, abreuvoirs, puits abandonnés, trous de rochers, riziéres,
canaux, etc.) mais I’eau y est toujours stagnante et généralement riche en maticres
organiques. Ces gites sont permanents ou temporaires, ombragés ou ensoleillés, remplis
d’eau douce ou saumatre, propre ou polluée. Un aussi large spectre de possibilités rend

bien compte de la vaste répartition et de I’abondance de 1’espéce (Brunhes et al., 1999).

En se basant sur le logiciel d’identification créé par Brunhes et al. en 1999, la

larve de Culiseta longiareolata est caractéerisée par:

Téte: Antenne courte: (L=1/4 de la longueur de la téte), suture hypostomale
(suture maxillaire): compléte ou nettement marquée, ornementation du tégument de

I’antenne: lisse.

Abdomen: Plagues abdominales: absentes, disposition des épines du segment VIlI
en I’absence de plaque: en désordre, ornementation du siphon: avec peigne et 1 touffe
basale (Figure 43).
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Suture
/ hypostomale
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compléte ou
nettement
marquée

_~Antenne

courte:
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‘-u){\
(GX100) (GX400)
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Figure 43: Critéres d’identification de la larve de Culiseta longiareolata observés par
microscope optique (Original, 2017)

55



Chapitre 04: Résultats et discussions

1.1.3. Identification des adultes

Culiseta longiareolata est une espéce a large répartition. Elle est trés commune

dans toute I’ Afrique méditerranéenne.

Les adultes sont présents toute I’année avec un maximum de densité au printemps
et un autre en automne. Les femelles piquent les oiseaux; elles pénetrent trés rarement dans

les maisons.

Culiseta longiareolata ne pique pas I’homme et son rdle de vecteur de parasitoses

humaines ne peut étre que des plus réduits (Brunhes et al., 1999).
L’adulte de Culiseta longiareolata est caractérisé par:

- Téte: Longueur du palpe maxillaire: nettement inferieur a celle de trompe.

- Thorax: Ornementation de [’aile: présence au moins d’une tache d’écailles
sombres, ornementation du scutum: 3 bandes longitudinales.

- Aile: Ornementation de la base (alula): présence d’une frange d’écailles, position
de I’apex de la nervurel-A: postérieure a la fourche mcu/cuA.

- Patte I: Longueur du tarsomére 4: égale ou supérieure, a celle du tarsomeére 5, patte
I-11: Longueurs relatives du tarsomeére 1: plus grand que les 4 autres réunis (Figure
44).
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Figure 44: Critéres d’identification de I’adulte de Culiseta longiareolata observés par
loupe binoculaire (GX20) (Original, 2017)

1.2. Identification de I’espéce Anopheles labranchiae

1.2.1. Identification des larves

Les gites larvaires sont des plus variés (mares, riviéres, canaux, bassins, rizieres,

creux d’arbres, etc.), ils généralement ensoleillés, 1’eau peut étre douce ou légerement

saumatre, mais toujours exposée au soleil (Brunhes et al., 1999).
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La larve de I’Anopheles labranchiae est caractérisée par:

Téte: Longueur de I’antenne: antenne moyenne (L=1/2de la longueur de la téte),
niveau d’insertion de la soie antennaire 1-A: au niveau du tiers basal, nombre de branches

de la soie antennaire 1-A: supérieur a 5.

Abdomen: plaques abdominales: sur la plus part des segments (Figure 45).

Antenne Plaques
movenne abdominales
(L=12dela - sur la plus
longueur de part des
la téte) segments.
GX100 GX100
I;I.vea;. Nombre de
e -1on branches de
dela soie 3
3 la soie
antennaire ’
ko antennaire
. 1-A:
niveau du phaie” IS
tiers basal 5 5
GX100 GX400

Figure 45: Critéres d’identification de la larve d’Anopheles labranchiae observés par

microscope optique (Original, 2017)
1.2.2. Identification des adultes

Les femelles, essentiellement endophiles, sont aussitrés anthropophiles. On peut
trouver des adultes au repos dans les anfractuosités de rochers ou dans les haies de
roseaux. L’hiver est passe a 1’état adulte et les femelles pondent dés les premiers beaux

jours (Brunhes et al., 1999).
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L’adulte de /’Anopheles labranchiae est caractérisée par:

Téte: Longueur du palpe maxillaire: presque égale a celle de la trompe, ornementation
de I’antenne: verticilles rares et peu développés, nombre d’anneaux blancs du palpe
maxillaire: aucun, port des écailles du palpe maxillaire: écailles ébouriffées a la base
(segment 2).

Aile: ornementation générale: sombre avec taches noires (Figure 46).

Omementa
tion de
I’antenne:
presque verticilles
égale i celle rares et peu
dela développés
trompe
Nombre Port des
d’anneaux écailles du
blancs du palpe
Ipalpe maxillaire:
maxillaire: écailles
aucun ébouriffées
ala base
(segment
2).

Omementation
générale:
sombre avec
taches noires.

Figure 46: Critéres d’identification de d’Anopheles labranchiae observés par loupe
binoculaire (GX 20) (Original, 2017)
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Il. Résultat du test de Bacillus thuringiensis israelansis sur les larves de Culiseta
longiareolata

Apreés avoir traité les larves du quatrieme stade de I’espéce Culiseta longiareolata
par la solution de Bti a différentes concentrations (0.3 mg/L, 0.5 mg/L, 0.8 mg/L), les taux

de mortalité ont été enregistré chaque heure pendant 72 heures.
2.1. Détermination des concentrations létales
Afin de déterminer les concentrations suivantes :

- CL10 : concentration létale pour 10% de I’effectif

- CL50 : concentration 1étale pour 50% de I’effectif

- CL90 : concentration 1étale pour 90% de I’effectif
Nous avons tracés une courbe linéaire de régression qui passe par les points
correspondant aux taux de mortalité cumulés aprés 24 heures de traitement. Et ce, pour les

concentrations 0.3 mg/L, 0.5 mg/L et 0.8 mg/I (Figure 47).

100
y =163.16x - 33.684 Sy
90 >
R? =0.9665 /

__ 80
S /
= 70
2 /
= 60 *
< 50 / ¢ tauxde mortalité
£
o 40 /
T . s .
X 30 / —— Linéaire (taux de
8 / mortalité)

20 7

10 4

0 T T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
concentrations (mg/L)

Figure 47: Droite de régression de taux de mortalité (%) en fonction des concentrations
(mg/L) pendant 24h

Les concentrations létales CL10, CL50 et CL90 ont été déterminées a partir de

I’équation de régression linéaire y=163158x - 33.684 ou: le coefficient de détermination:
R%= 0.9665 et:
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y : Taux de mortalité recherchés (10%, 50% ou 90%)

x: La concentration létale (CL10, CL50 ou CL90).

CL10 = 0.27 mg/L
CL50 = 0.51 mg/L
CL90 =0.76 mg/L

2.2. Variation temporelle des taux de mortalité

Les concentrations létales calculées sont les suivantes :

Les variations des taux de mortalité en fonction du temps et des concentrations du Bti sont

représentées graphiquement dans la figure 48.

Taux de mortalité (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
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/—’/'
I=/ /L - 0.3 mg/L
[71/ (.5 mg/L
—1 ——— 0.8 mg/L
- II y4 ———TEMOIN
1] s |5T/|7| o H 13 15 17 19 i p3 |H H 4 49 H 58 |74|

Temps (heures et jours)

Figure 48: Courbe de taux de mortalité (%) en fonctions de temps (heures et jours)

Nous remarquons que la concentration de Bti la plus faible (0.3 mg/L) n’a aucun

effet sur les larves jusqu’a la 24°™ heure ol on a enregistré la mort de 10% de I’effectif

étudié. Ce taux n’augmenté que trés légérement pour atteindre un maximum 16.67% a

partir de la 55°™ heure. Par contre, la concentration de 0.5 mg/L de Bti a causé la

mortalité de 50% des larves aprés 17 heures de traitement uniquement. Le taux de

mortalité des larves a légérement augmenté durant le reste de I’expérience pour arriver a

60% a la 72°™ heure. Cependant, nous avons pu enregistrer un taux de mortalité de

36.66% aprés 12 heures d’exposition & la concentration la plus forte (0.8 mg/L). A la 24°™

heure de I’expérience, 93.33% des larves sont mortes. Ce taux n’a pas augmenté et est reste

stable jusqu’a la fin de I’expérience.
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D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que les larves de Culiseta
longiareolata se trouvant dans la boite témoin n’ont enregistré aucune mortalité, sachant
que nous avons gardé cette boite avec les larves 72h. L’absence de mortalité au niveau du
témoin montre que notre test reste fiable pour 1’étude de 1’effet insecticide de Bacillus

thuringiensis israelensis (Bti).

Une étude similaire effectuée par Tahraoui (2012), mais sur les larves L4 de
Culex pipiens en utilisant des concentrations de 6.25; 12.5 et 25 mg/L. Les mortalités
enregistrées dans différentes concentrations montrent une activité larvicide et la mortalité

atteint plus de 50% pour la dose la plus forte (25 mg/l).

Selon Balam (2010); La sensibilité des larves de moustiques au Bacillus
thuringiensis sérotype H 14 varie selon 1’age, c’est-a-dire que plus les larves sont jeunes
plus elles sont sensibles a la toxine du Bacillus .Les larves de stade L4 ne se nourrissent
que trés peu, car elles commencent la nymphose. Les nymphes sont totalement insensibles

aux cristaux de Bti puis qu'elles ne s'alimentent pas.

Ce méme auteur confirme que la différence de sensibilité, est influencée par genre
de moustique. En effet, les larves de Culex sont les plus susceptibles, les larves d'Aedes et
d’Ochlerotatus sont autant ou légérement moins susceptibles et les larves d'Anopheles sont
les plus résistantes lorsqu'elles sont exposées a la méme quantité de cristaux de Bti. La
température est aussi un parameétres qui influent sur I'efficacité du Bti Une baisse de
températures ce traduit par une baisse de toxicité des cristaux de Bti, Cette baisse de
toxicité est imputable a une réduction de l'activité métabolique, réduction de I'ingestion et

de l'activité enzymatique.
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Conclusion et Perspectives

Les moustiques sont sources de nuisances et vecteurs d'agents pathogénes pour
I'nomme et les animaux. Leurs effets sont perceptibles non seulement sur la santé mais
également sur le développement socio-économique des pays touchés, aussi bien par la

morbidité que par la mortalité qu’elles entrainent chez 1’homme et les animaux.

La lutte contre les moustiques a toujours été une préoccupation majeure pour se
protéger contre 1’agression de ces insectes hématophages. C’est un outil essentiel de la

prévention contre les maladies a vecteurs et de contrdle des insectes nuisibles.

Depuis quelques années, ’augmentation des cas de résistance aux insecticides
chimiques et les effets néfastes sur les espéces non cibles ont conduit & la recherche de

nouvelles solutions de lutte contre les insectes vecteurs de maladies.

Notre travail vient dans le cadre d’une étude de la lutte biologique, afin de démontrer
I’effet toxique d’un bio-insecticide, Ce travail vise a évaluer I’efficacité de Bacillus

thuringiensis israelensis sur les larves du quatrieme stade de Culiseta longiareolata.

Nous avons préparés la solution de Bacillus thuringiensis israelensis a différentes
concentrations et nous avons appliqués sur I’espéce de Culiseta longiareolata (vecteur de
West Nile).

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure que le Bacillus thuringiensis
israelensis a une activité insecticide évidente sur les larves de Culiseta longiareolata avec une
mortalité élevée en particulier pour la concentrations la plus forte 0.8 mg/L et provoqué une
mortalité de 93.33% de I’effectif.

En perspectives, pour une meilleure poursuite de cette étude, il serait souhaitable
d’étudier d’une fagon approfondie le mode d’action de cette bactérie au niveau du corps de
ces insectes. Cette étude va permettre de produire des insecticides spécifiques, efficaces et est
peu pathogéne pour I’homme et les animaux. Il serait intéressant en tester le Bacillus
thuringiensis israelensis sur des autres especes de moustiques, et effectuer les mémes essais

sur des stades larvaires jeunes.
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Annexe 02: Technique de préparation de montage des larves des culicidés

Larves des Culicidés Les mettre dans NaOH Pendant48 h || Ringage 3 fois par I’eau distillée

Téte de larve de Culiseta longiareolata.

Les mettre sur les lames avec une
goutte de Glycérine

Observation sous microscope optique

Technique de préparation de montage des larves des Culicidés (Cliché personnel,

2017)
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Annexe 03: Technique de preparation de montage des adultes des Culicidés.

Meétre les nymphes dans I’eau distillée L’émergence des adultes

Culiseta longiareolata Observation sous loupe binoculaire

Technique de préparation de montage des adultes des Culicidés (Cliché personnel,
2017)
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Résumé

Les moustiques sont sources de nuisances et vecteurs d'agents pathogenes majeurs pour I'homme
et les animaux, comme le paludisme, la fiévre jaune et la dengue. La lutte contre ses insectes hématophages
a été toujours une préoccupation majeure pour se protéger contre leur agression.

Nous avons étudiés et terminés l'effet larvicide de Bacillus thuringiensis israelensis sur le
guatrieme stade de Culiseta longiareolata, dans la région de Laghouat, nous avons effectué des testes de
toxicité et calculé certains paramétres toxicologiques.

Les résultats montrent que Bacillus thuringiensis israelensis a un effet larvicide remarquable sur
Culiseta longiareolata en particulier pour la concentration la plus forte 0.8mg/L ou une mortalité de 93.33%
observée, la concentration 0.5mg/L provoque une mortalité de 56.67% et la concentration 0.3mg/L provoque une
mortalité de 10%.
Mots-clés: Culicidés, effet larvicide, Bacillus thuringiensis israelensis, Culiseta longiareolata, lutte biologique,
Laghouat.

Summary

Mosquitoes are sources of nuisance and vectors of pathogens that cause dangerous diseases for
humans and animals, such as malaria, yellow fever and dengue fever. Hematophagous insects control has
always been a major concern for protect against their attack.

We are study and complete the larvicidal effect of Bacillus thuringiensis israelensis on fourth
larval stage of Culiseta longiareolata in the region of Laghouat, we did effectuate tests of toxicity and
calculated some toxicological parameters.

The results show that Bacillus thuringiensis israelensis has a great larvicidal effect on Culiseta
longireolata and especially for the biggest concentration 0.8 mg/L where a mortality of 93.33% observes,
0.5mg/L concentration happened a mortality of 56.67% and 0.3mg/L concentration caused a mortality of
10%.

Keywords: Culicidae, larvicidal effect, Bacillus thuringiensis israelensis, Culiseta longiareolata, biological
control, Laghouat.
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