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Liste des abréviations
A flavus :Aspergillus flavus.
Ae.albopictus :Aedes albopictus
Cx.quinquefasciatus : Culex quinquefasciatus
Cx.pipiens : Culex pipiens
Cx.tarsalis : Culex.tarsalis
Cx. triaeniorhymchus : Culex triaeniorhymchus
DL 50 : Dose létale.
IPA : institut pasteur d’Alger.
L1 : Larve de premier stade.
L2 : Larve de deuxiéme stade.
L3 : Larve de troisieme stade.
L4 : Larve de quatrieme stade.
PVA : Alcool polyvinylique.
OMS : Organisation mondiale de la santé.
Min : minute.
N : le nombre total des conidies dans la cellule de thoma.
D : facteur de dilution de la suspension initiale.
1/2j:unjour sur deux

H : heure.



Glossaire

Conidies : sont des spores fongiques qui assurent la reproduction asexuée chez certain

champignons ascomycétes.

Suspension de champignons entomopathogenes : est une préparation liquide contenant des

spores de champignons parasites d’insectes ou d’autres arthropodes, entrainant leur mort.

Mycelium aérien : est la partie végétative des champignons, constituer d’un ensemble de

filaments blancs plus ou moins ramifiés, appelés hyphes.

Phialides : ce sont des structures cellulaires en forme de bouteille ou de flasque, présentes

chez certains champignons microscopiques.

Conidiophores : est une structure fongique spécialisée, responsable de la production des

conidies.

Orifice respiratoire : est une ouverture situee sur la partie postérieure de 1’abdomen, appelée

siphon respiratoire ou stigmate.
Vésicule aspergillaire : est la partie terminale du conidiophores ou se produisent les spores.

Xylazine pro 2% : est une solution injectable vetérinaire destinée a la relaxation musculaire

utilisée pour préparer les animaux a une anesthésie générale.

Suture hypostomale : c¢’est un trait morphologique caractéristique chez les moustiques tigre,

présente sous forme d’une ligne de suture visible sur la face inférieure de la téte.

Zoletil 100 : est un anesthésique général dissociatif, il s’administre par voie intramusculaire

ou intraveineuse.

Purification : est le processus de séparation visant a isoler un composant d’intérét, comme un
agent de lutte biologique, au sein d’un mélange complexe, pour une application efficace et

sure.

Milieu Sabouraud chloramphénicol : est un milieu de culture recommandé pour

L’isolement et la croissance des champignons entomopathogenes.

Ensemencer : c’est le processus de transfert du champignon ou du milieu souhaité vers le

milieu de culture pour favoriser sa croissance et son développement ultérieurs.



Téte aspergillaire (Aspergille) : c’est P’extrémité du conidiophores du champignon

Aspergillus flavus, qui produit des spores en chaines rayonnantes.

Cellule de Thoma : c’est un outil de laboratoire destiné a compter les cellules en suspension,

en utilisant un quadrillage pour mesurer le nombre de cellules dans un volume défini.

Agitateur Vortex : est un équipement essentiel dans les laboratoires pour mélanger

rapidement et efficacement de petits volumes de liquides dans divers types de récipients.

Tween 80 : c’est un composé chimique utilisé comme surfactant et émulsifiant dans les

applications pharmaceutiques, alimentaires ou biochimiques, il est non ionique.

Bio-test : est un test de laboratoire qui permet d’évaluer la toxicité et 1’écotoxicité potentielle

d’un composeé en exposant des organismes vivants modeéles et en mesurant leur réponse.

Deltaméthrine a 2,2 % : est un insecticide utilisé pour lutter contre un large éventail
d’insectes nuisibles, qui permet une application ciblée et efficace tout en limitant les risques

pour I’environnement.

Activité larvicide : désigne la propriété d’une substance a étre toxique ou inhibitrice envers

les larves d’insectes.

Isolats fongiques : sont des cultures pures de champignons provenant déchantillons
environnementaux, utilisées en recherche pour étudier leur génétique, leur pathogénicité et

leurs applications biotechnologiques.

Logiciel GraphPadPrism : est un logiciel spécialisé dans l'analyse et la représentation
graphique de données scientifiques. Il est largement utilisé dans les domaines de la biologie,
de la médecine et d'autres sciences naturelles pour I'analyse statistique et la présentation des

résultats expérimentaux.

Formule d'Abbott : est une méthode standard en toxicologie pour corriger les résultats
expérimentaux en éliminant I'effet de la mortalité naturelle des témoins, assurant ainsi une

évaluation plus précise de la toxicité ou de I'efficacité d'un agent testé.

Logiciel « Les moustiques d’Europe » : est un outil informatique spécialisé visant a soutenir
I'identification précise et I'enseignement des moustiques européens, contribuant ainsi a la

gestion efficace des programmes de surveillance et de contréle des vecteurs.



Broméliacées : sont une famille de plantes monocotylédones, principalement originaires des

Amériques. Elles comprennent 3000 espéces réparties en plus de 50 genres.

Dichlorodiphényltrichloroéthane :(DDT) est un composé chimique de synthese utilisé

comme insecticide, efficace contre les moustiques porteurs du paludisme.

Holométabole : c’est les insectes qui subissent une métamorphose compléte, passant par les

quatre étapes (I’ceuf, la larve, la nymphe et adulte).

Ecdysis : est le processus de mue chez les arthropodes, comme les insectes. Consiste en la

perte de I’exosquelette ancien pour permettre la croissance.

Les aflatoxines : Les termes "aflatoxine B1", "aflatoxine B2", "aflatoxine G1" et "aflatoxine
G2" et"M1" sont les noms complets des composés. Le "B" et le "G" dans leurs noms
indiquent les types de fluorescence qu'ils émettent sous la lumiere UV, et les chiffres "1" et
"2" designent des variantes spécifiques au sein de ces groupes. Le "M1"désigne un métabolite
de l'aflatoxine B1, il est produit lorsque I'aflatoxine B1 est ingérée par des animaux et ensuite

excrétée dans le lait et les produits laitiers.
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Introduction

L’Aedes albopictus, connu sous le nom de "moustique tigre", originaire d'Asie du Sud-
Est, découvert a Calcutta, il s'est répandu mondialement depuis les années 1970, atteignant
I'Amérique, 1'Afrique et I’Europe grace a son adaptation aux climats tempéres (Bonizzon,
2013). Sa distribution géographique évolue chaque année avec de nouveaux territoires

colonisés, nécessitant une surveillance entomologique continue (Duvallet et al., 2017).

Ce moustigue a une importance économique et écologique significative.
Economiquement, il engendre des colits élevés pour les systémes de santé publique en raison
des maladies qu'il transmet, incluant les consultations médicales, les hospitalisations, les
médicaments et la perte de productivité (Shepard, 2017). Les programmes de contrble des
moustiques, tels que la pulvérisation d'insecticides, I'élimination des sites de reproduction et
les campagnes de sensibilisation, nécessitent également des investissements importants
(Paupy, 2009).

Ecologiquement, en tant qu'espece invasive, Aedes albopictus a la capacité de s'adapter
a divers environnements, ce qui perturbe les écosystémes locaux et la biodiversité; sa
présence peut entrainer des changements dans la dynamique des populations d'autres especes
de moustiques, ce qui peut deséquilibrer les relations écologiques établies; En outre,
l'utilisation intensive d'insecticides pour contréler 1’Aedes albopictus peut avoir des effets
néfastes sur les non-cibles, y compris les pollinisateurs et les prédateurs naturels des
moustiques; Selon Medlock et al., (2012), I'introduction de ce moustique en Europe a modifié
les interactions entre les especes indigénes et invasives, posant des défis écologiques et
sanitaires. De plus, I'étude de Juliano et Lounibos (2005) indique que les larves d’Aedes
albopictus peuvent se nourrir de diverses matiéres organiques dans les habitats aquatiques,

affectant ainsi les communautés microbiennes et les cycles nutritifs aquatiques.

La lutte chimique contre ce moustique a perdu son efficacité, car I'utilisation fréquente
d'insecticides a entrainé l'apparition de résistances chez ces insectes, diminuant ainsi
I'efficacité des traitements chimiques. Cette situation souligne I'importance accrue de

développer de nouvelles méthodes de lutte contre les moustiques (Darriet, 2014).

Pour cela la lutte contre le moustique tigre, a fait I'objet de nombreuses études a travers
le monde, plusieurs stratégies de gestion intégrée ont été mises en place par l'organisation
mondiale de la santé (OMS), qui recommande des approches intégrées de surveillance et de
controle des lecteurs, en mobilisant les communautés et en favorisant la collaboration

intersectorielle (Roiz et al., 2018). Aux Etats-Unis, en raison de son rdle dans la transmission

1



Introduction

de maladies, Bonizzoni et al., (2013) ont examiné I'expansion géographique du moustique et
les stratégies de gestion intégrée mises en ceuvre pour le controler. En Europe, Scholte et
Schaffner (2007) ont analysé les méthodes de contr6le, notamment la surveillance et
l'utilisation d'insecticides. En Australie, Hoffmann et al., (2011) ont démontré I'efficacité de la
bactérie Wolbachia pipientis pour réduire les populations de moustiques. En Asie, Lacey
(2007) a évalué l'efficacité de Bacillus thuringiensis israelensis contre les larves d'Aedes
albopictus, obtenant des résultats prometteurs. Enfin, en Amérique latine, Gubler (2002) a mis
en avant l'importance des programmes de contrble communautaires et de I'éducation pour
réduire les populations de moustiques. Ces travaux soulignent I'importance de la surveillance,
des interventions environnementales, des insecticides biologiques et de I'engagement

communautaire pour lutter efficacement contre Aedes albopictus.

En Algérie, les efforts de lutte contre Aedes albopictus ont été marqués par plusieurs
initiatives et recherches. Benallal et al., (2019) ont étudié I'expansion géographique et le role
de ce moustique dans la transmission de maladies vectorielles, soulignant I'importance de la
surveillance et des mesures de contrdle. Hamid et al., (2021) ont discuté des stratégies de lutte
intégrée, y compris l'utilisation d'insecticides et la gestion de I'environnement, tout en
analysant les défis rencontrés. Mebarki et al., (2020) ont présenté les résultats de la
surveillance entomologique et des interventions de contréle, montrant leur impact sur la
réduction des populations de moustiques. Zermane et al., (2022) ont examiné l'effet des
campagnes de sensibilisation publique, notant une augmentation de [I'engagement
communautaire. Enfin, Khelifi et al.,, (2021) ont évalué I'efficacité des insecticides
biologiques, tels que Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), sur la mortalité des larves et les
impacts environnementaux des traitements. Ces travaux soulignent l'importance de la
recherche continue et de la collaboration entre les autorités sanitaires, les chercheurs et les

communautés locales pour lutter efficacement contre ce vecteur de maladies.

Dans ce contexte, notre étude se concentre sur I’évaluation de I’impact d’un
champignon entomopathogénes « Aspergillus flavus » sur les larves de moustique tigre Aedes

albopictus, soulignant ainsi 3 objectifs précis :

e L’¢élevage du moustique tigre jusqu’ a obtention du nombre de larves nécessaire pour
les bio tests.

e Isolement et purification du champignon entomopathogéne Aspergillus flavus.

e Etablissement des bio essaies afin de voir I’impact larvicide du champignon.
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Chapitre I Rappels bibliographiques

Cette partie présente les généralités sur le moustique tigre «Aedes albopictus», et les
différentes méthodes de lutte, ainsi que le champignon entomopathogene «Aspergillus flavus».

I.1. — Genéralités sur 1’Aedes albopictus

Ce moustique se trouve principalement dans les environnements urbains et périurbains
ainsi que dans les foréts et jardins ou il y a des eaux stagnantes; Il affectionne les endroits
avec tas de déchets, et divers récipients d'eau de pluie; On le trouve également dans les lieux
de transit tels que les ports, entrep6ts, aires de repos sur les autoroutes et gares; Il se déplace
sur de courtes distances, généralement entre 50 et 200 métres, et son vol est lent, le rendant
facile a écraser; Les adultes vivent brievement, environ trois semaines; Tant les males que les
femelles se nourrissent de nectar, mais seules les femelles sont hématophages, se nourrissant
de sang humain et animal; Elles pondent de 50 a 200 ceufs a chaque fois sur des surfaces
seches pres de petites quantités d'eau, dans divers récipients naturels comme les creux d'arbres
et les Broméliacees, ou artificiels comme les vases, pneus usagés, et recupérateurs d'eau
pluviale ;Les ceufs entrent en diapause pour survivre aux températures négatives, ce qui
facilite la propagation d'Aedes albopictus dans les zones tempérées; Ils peuvent étre
transportés sur de longues distances par voie terrestre et maritime via des conteneurs,

favorisant ainsi sa dissemination mondiale a partir de I'Asie (Chabasse, 2023).

1.1.1. - Position systématique
La classification d’dedes albopictus d’aprés Harbach (2015) est la

suivante :

Embranchement : Arthropoda

Classe - Insecta
Ordre : Diptera
Sous ordre : Nematocera
Famille : Culicidae

Sous famille  : Culicinae
Genre : Aedes (Stegomyia)

Espéce : Aedes albopictus



Chapitre I Rappels bibliographiques

1.1.2. - Caracteres morphologiques
1.1.2.1. - Les ceufs

Les ceufs d’Adedes albopictus adoptent une forme ovale allongée, mesurant environ 500
pm de long et affichant une teinte noir-brillant (Linley, 1989). Déposés individuellement a la
surface de 1’eau ou sur des surfaces seches par les femelles, ces ceufs éclosent généralement
entre 5 et 6 jours aprés immersion. Une caractéristique notable de ces ceufs et leur résistance

aux stress biotiques et abiotiques (Juliano et Lounibos, 2005) (Figure 1).

Figure 1 - (Eufs d'Aedes (Stegomyia) albopictus (Bousses, 2021).

1.1.2.2. —Les larves
Les larves, brun-noir, ont une téte, un thorax et un abdomen. Au stade L1, elles mesurent

environ 1mm avec un cone facilitant 1I’éclosion (Sivanathan, 2006). Au L2, elles atteignent
2-3mm, avec une téte assombrie et des organes respiratoire en développement. Au L3, elles
s’élargissent et au L4, accumulent des graisses corporelles et des rudiments des palettes

natatoires apparaissent ; Elles respirent via un siphon postérieur (Clements, 1992) (Figure 2).
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Figure 2 - Larve d'Aedes (Stegomyia) albopictus (Bousses, 2021).

1.1.2.3 - La nymphe

La pupe est en forme de virgule, sans besoin nutritionnel, sa survie dépend des réserves
accumulées a 1’¢état larvaire ; Elle respire a travers des trompettes respiratoires situées Sur son
céphalothorax et est mobile grace a des palettes natatoires en cas de danger (Clements, 1992)
(Figure 3).

Figure 3 - Nymphe d'Aedes (Stegomyia) albopictus(Bousses, 2021).

1.1.2.4 - L’adulte

A I’état adulte, la structure générale du moustique se compose de trois parties distinctes :
La téte, le thorax et I’abdomen ; La téte est équipée d’une paire d’antennes, d’une paire de
pédipalpes (utiliser comme organes sensoriels) et d’une trompe, qui lui sert a se nourrir;
Le thorax porte trois paires de pattes (une paire antérieure, une paire médiane et une paire
postérieure), ainsi qu’une paire d’ailes antéricures ; Les ailes postérieures sont adaptées pour

former des organes de stabilisation du vol appelés “halters”, assurent 1’équilibre en vol

(Clements, 1992) (Figure 4).
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Figure 4 - Moustique-tigre adulte (Lutz, 2014)

1.1.3. -Cycle de vie

Le moustique tigre a un cycle de vie qui commence par un stade aquatique immature avec
trois grandes étapes de développement : ceufs, larves, nymphe, puis 1’émergence aboutissant
a la forme adulte qui marque la transition vers le stade aérien ; Les trois premiers stades sont
réalisés en immersion dans I’eau durant 19 a 36 jours (Gomes et al., 1995), tandis que le stade
adulte marquera 1’émergence du moustique hors de 1’eau et pourra durer jusqu’a 60 jours
selon les conditions environnementales (Clements., 1992 ; Brady et al., 2013). Ce
développement qui prend la forme d’une métamorphose complétée (insecte holométabole)
permet d’interpréter le cycle biologique des moustiques comme un modele a compartiments
(Cailly et al., 2012).

Les femelles déposent individuellement des ceufs a la surface de I’eau ou sur les surfaces
seches, ces ceufs éclosent généralement entre 5 et 6 jours aprés immersion ; Le stade larvaire
d’Aedes albopictus dure de 5 a 10 jours, divisé en quatre stades : L1, L2, L3, L4 (Hawley,
1988 ; Lowenberg Neto et Navarro-Silva, 2004). Chaque stade est séparé par une mue
appelée « ecdysis » (Clements, 1992).

Apres le dernier stade larvaire, la larve devient une pupe, ou nymphe, en une période de
1a 3 jours dans les conditions optimales, mais cela peut aller jusqu’a 13 jours ou plus en cas

de conditions défavorables (Hawley, 1988 ; Gomes et al., 1995 ; Lowenberg Neto et Navarro-
Silva, 2004).
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Chapitre |
Au stade adulte, le moustique émerge sous sa forme adulte, par une fonte formée a la

surface de la cuticule ; Les deux sexes se nourrissent principalement de nectar dont les sucres
simples (en particulier le fructose) qui leur fournissent un apport énergétique essentiel a leur

survie (Foster, 1995) (Figure 5).

Maturation des ceufs
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Figure 5 - Cycle de vie d’Aedes albopictus (Henon, 2022)

1.1.4. — Transmission des maladies
Les arboviroses transmissent par le moustique tigre « Aedes albopictus » sont représentés

par :

La dengue c’est I’arbovirose la plus fréquemment rencontrée sur le sol métropolitain (Santé
Publique France), elle est dans la majorité des cas asymptomatique, provoque des
complications graves, parfois mortelles, peuvent survenir ; Dans sa forme classique elle se
manifeste par une forte fiévre, accompagnée de frissons, de céphalées, de nausées, de
vomissements, de douleurs articulaires et musculaires ; Seulement 5 a 10 % des cas
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symptomatiques peuvent conduire a des hémorragies pouvant mettre en jeu le pronostic viral
(Chabasse, 2023).

Le chikungunya est plus rarement constaté, il se produit généralement 4 a 8 jours (de 2 a
12 jours) apres la piqdre d'un moustique infecté. Elle se caractérise par une apparition brutale
de fiévre, souvent accompagnée de douleurs articulaires séveres. Les douleurs articulaires sont
souvent débilitantes et durent généralement quelques jours, mais peuvent se prolonger pendant
des semaines, des mois, voire des années. Parmi les autres signes et symptomes courants
figurent le gonflement des articulations, les douleurs musculaires, les maux de téte, les nausees,
la fatigue et les éruptions cutanées (Auerswald, 2018)

Le virus de Zika, provoque dans la majorité des cas une « éruption cutanée », une fievre
modérée, mais également une conjonctive, une fatigue, douleurs musculaires et articulaires
ainsi que céphalées ; Dans des rares cas, le virus peut étre responsable de complications pour
I’embryon ou le feetus et des complications neurologiques séveres, si la personne infectée est
enceinte (Musso, 2019).

I.2. — La résistance

L'Aedes albopictus démontre une grande plasticité écologique et physiologique qui lui
permet de s'adapter rapidement & de nouveaux environnements (Failloux, 2018). Ses ceufs
peuvent résister plusieurs mois a la dessiccation, ce qui facilite sa dispersion a longue distance
via le transport de récipients, peuvent également entrer en dormance en climat tempéré, leur
conférant une résistance aux températures hivernales et permettant le maintien des
populations jusqu'au printemps (Fontenille et al., 2017). Aedes albopictus montre une
résistance variable aux insecticides, notamment dans certaines régions du Sud du Bénin ; Les
populations de Aedes albopictus ont montré une pleine sensibilité au Deltaméthrine et a la
perméthrine, mais une résistance ou une sensibilité réduite a 1’alphacyperméthrine a été
observée dans certaines zones ; Des tests ont confirmé que I’implication des oxydases dans la

résistance d’Aedes albopictus a I’alphacyperméthrine était totale (\Vontas et al.,2012).

1.3. - La lutte anti-vectorielle

Face a la propagation croissante d'Aedes albopictus et aux risques sanitaires associes,
plusieurs approches de lutte anti-vectorielle sont disponibles pour controler efficacement sa

propagation et réduire les risques pour la santé publique, tel que:
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1.3.1. La lutte physique

La lutte physique ou « environnementale » regroupe toutes les actions menées sur
I’environnement pour le rendre hostile au développement des moustiques ; Elle consiste
notamment a éliminer les gites larvaires de 1’espéce cible par drainage, comblement ou
recouvrement, ou par modification des conditions physico-chimiques ou microbiologiques de
I’eau ; Ces méthodes sont applicables dés lors qu'une espéce cible est inféodée a des types
précis de gites larvaires, et que ceux-ci peuvent étre effectivement supprimés (Lecollinet et
Pages, 2022).

1.3.2. — La lutte chimique

De facon générale, cette lutte contre Aedes albopictus repose essentiellement sur
I’utilisation d’insecticides chimiques, ayant des effets larvicides ou adulticides. Les
principaux adulticides chimiques ayant montré leur efficacité appartiennent a la famille des
Pyrethrinoides (Deltamethrine, Perméthrine) (Vontas et al., 2012). Cependant, plusieurs
enjeux majeurs se heurtent a 1’utilisation des insecticides leur impact sur les €cosystemes
(notamment par ¢limination d’especes non cibles) et I’apparition croissante de résistances
(Karunaratne et al., 2013). De plus, les capacités de dispersion du moustique au sein de
différents gites est un facteur supplémentaire accentuant les difficultés de traitement (Estrada-
Franco and Craig., 1995).

1.3.3. — La lutte intégreée

La lutte intégrée est une approche stratégique qui vise a gérer les populations de vecteurs
en combinant diverses méthodes de contrdle ; Cela implique la coordination et I’utilisation
simultanée de différentes techniques, telles que I’utilisation de prédateurs naturels, I’emploi
de pesticides selectifs, la mise en place de pratiques culturales adaptées, et d’autres
méthodes ; L’objectif est d’optimiser ’efficacité de la lutte tout en minimisant les effets
négatifs sur I’environnement et d’autres espéces non ciblées ; La prise en compte des
interactions entre ces méthodes est cruciale pour élaborer une stratégie globale efficace
(Suckling et al., 2014).

1.4.— Lutte biologique par le champignon etomopathhogéne

La lutte biologique, selon Desfemme (2021), implique l'utilisation d'organismes vivants
(prédateurs, parasites ou microorganismes) pour réguler les populations d'espéces nuisibles ;
En particulier, la lutte biologique par l'utilisation des champignons entomopathogénes contre

les moustiques exploite des agents pathogenes naturels ; Ces champignons sont
9
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spécifiqguement choisis pour infecter et éliminer les moustiques ciblés, offrant ainsi une
méthode écologique et durable pour contréler les populations de moustiques nuisibles dans

I'environnement (Lacey, 2007).

1.4.1. - Aspergillus flavus

Les champignons d’Aspergillus flavus sont des mycetes filamenteux imparfaits
ubiquitaire ; I’Aspergillus flavus est cosmopolite et passe la majeure partie de sa vie comme
saprophyte dans le sol (Hedayati, 2007). Il est aussi un microbe pathogene opportuniste
engendrant des infections envahissantes et non envahissantes chez ’homme ainsi que chez
certains animaux et insectes ; cet Aspergillus infecte également les récoltes et contamine les
grains stockés : dans ces derniers substrats, il produit des métabolites cancérogenes les plus
toxiques et les plus efficaces, telles que les aflatoxines et les autres mycotoxines (Yu et al.,
2005).

1.4.2. — Taxonomie
Selon Samson et al., (2014) la classification d’Aspergillus flavus est la

suivante :

Regne : Fungi

Division : Ascomycota
Classe : Eurotiomycetes
Ordre : Eurotiales
Famille : Aspergillaceae
Genre  : Aspergillus

Espéce : Aspergillus flavus

1.4.3. —Morphologie

Les colonies sont vert-jaune, relativement planes avec une marge blanche de 1 a 2
mm. Les revers sont incolores a jaunatres ; Les conidiophores sont longs et rugueux. Les
tétes aspergillaires sont majoritairement radiées et bisériées (2 rangées de stérigmates) et
splittent envieillissant ; Quelques tétes en colonne peuvent étre présentes dans le mycélium
aérien. La vésicule est subglobose (10 a 65um de diametre) ; Les conidies sont oblongues
et lisse oulégerement rugueuses (3,5 a 4,5 um) (Raper et Fennel, 1965; Pitt et Hocking,
1997; Samsonet al., 2006) (figure 6).

10
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Figure 6 - Vue microscopique (a) et macroscopique (b) d’Aspergillus flavus (Ostry, 2021).

1.4.4. -Mode d’infection

Le processus d’infection peut étre subdivisé en quatre étapes distinctes, chacune avec ses
propres caractéristiques et mécanismes :

L’adhésion : C’est le stade ou les conidies reconnaissent et se lient aux cellules
tégumentaires de 1’insecte, grace a un processus de reconnaissent et de compatibilité (Vey et
al.,1982).

La germination : dépend a la fois des conditions environnementales et de la physiologie
de I’hote, qui peuvent soit favoriser soit inhiber ce processus (St-Leger et al., 1989).

La différentiation se manifeste par la formation d’appressorium, des structures terminales
qui ancrent le champignon, ramollissent la cuticule et facilitent la pénétration. La production
d’appressorium est fortement influencée par la valeur nutritive de la cuticule de I’hote,
favorisant la croissance mycélienne ou la pénétration en fonction de sa composition (St-Leger
et al.,1989).

La pénétration de 1’hote est le résultat d’'une combinaison de pression mécanique et
d’activité enzymatique, notamment par des enzymes telles que les lipases, les protéases et les
chitinases (Kucera et Samsinakova., 1968). Les protéases sont particulierement importantes
dans ce processus, agissant conjointement avec d’autres enzymes pour permettre la

pénétration de 1’hote (Butt et al., 1990).

1.4.5. — Les Toxines

L’Aspergillus flavus produit plusieurs métabolites toxiques comprenant les aflatoxines
B1,B2, M1, G1 et G2, I’agroclavine, I’acide aspergillique, 1’aspertoxine, la citrinine, 1’acide
cyclopiazonique, le diacetoxyscirpenol (DAS) (un trichothécene), I’ergocryptine, 1’ergoline,
I’acide kojique, I’acide 3-nitropropionique, 1’ochratoxine A, la patuline, la stérigmatocystine,

la toxine T2, la versicolorine A et le zéaralénone ( Centre de recherche sur la conservation des

11
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documents graphiques., 2007). L’Aspergillus flavus s’attaquant a des récoltes
¢économiquement importantes, telles les récoltes de mais et d’arachides (Horn, 2007). 11 est
particulierement associé a 1’aflatoxine B1 qui est hépatotoxique pour les humains et les
animaux une fois ingérée ; cette toxine peut s’accumuler avec le temps chez les sujets qui y

sont exposés a répétition (Guzman et Pena, 2007).
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Chapitre II Matériel et méthodes

Dans ce second chapitre, nous avons exploré plusieurs aspects notamment 1’¢levage de
moustique tigre « Aedes albopictus », la culture du champignon entomopathogenes
Aspergillus flavus, la préparation des doses de celui-ci, ainsi que les bio-tests pour voir son
impact sur les stades larvaires ; Le stage s’est déroulé dans deux structures scientifiques
différentes :

- Le laboratoire d’éco-épidémiologie parasitaire et génétique des populations a I’Institut
Pasteur de Dely Ibrahim, Alger.
- Insectarium I’annexe de 1’Institut Pasteur de Sidi Fredj, Alger.

Cette expérience a duré de février a juin 2024, sur une période de 5 mois.
I1.1. - Matériel de travail

11.1.1 - Matériel biologiques

Aedes albopictus
Les larves utilisées proviennent de la région de Sidi Fredj, puis elles sont élevées au

laboratoire d’entomologie de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA).

Aspergillus flavus
En ce qui concerne le champignon entomopathogénes, la souche d’Aspergillus flavus a
été fournie par le service de mycologie médicale de I’'TPA, aprés avoir été isolée a partir d’un

échantillon prélevé d’un patient.

11.1.2 - Matériel du laboratoire (Annexes)

11.2. - Méthodes de travail
11.2.1. - Aedes albopictus

11.2.1.1. - L>¢élevage d’Aedes albopictus

L’élevage d’Aedes albopictus se fait dans une salle ou certaines conditions doivent étre
respecté tels que : ’humidité a 70%, une température entre 25°-27°et une photopériode de
12h/12h. Ce processus consiste a vérifier le développement des larves dans les boites et a

nettoyer et changer I’eau si nécessaire (figure 7).
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Préparation des boites avec 1,5
litre d’eau de robinet déchlorée
et utilisation du papier buvard
pour les pontes.

Utilisation des croquettes de
chat comme source nutritive.

Utilisation d’une pincé de
levure de biére pour accélérer
I’éclosion des ceufs.

Injection de relaxant et

Utilisation d’un aspirateur a bouche pour d’anesthésiant aux souris.
aspirer les adultes puis on les transféere
dans la cage.

Nourrir les moustiques avec un jus sucré

a 10%. : X
a10% Placer les souris dans la cage a

moustiques pendant 2 h pour servir
de repas sanguin au femelles.

Figure 7 - Les différentes étapes de 1I’¢levage d’Aedes albopictus (Photo Originale, 2024).
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11.2.1.2. - Montage et détermination des larves

Le processus du montage consiste a faire plusieurs étapes (figure 8 et 9):

Placez les larves dans un petit récipient, et
soumettez-les a un bain de potasse pendant
10 min.

Retirez le potasse et baignez les larves trois
fois dans I’eau distillée.
Chaque bain dure 10 minutes

) 4

Remplacez I’eau par un bain d’alcool
a 90 °C pendant 15 min.

) 4

Déposez les larves sur des lames et ajouter une goutte
d’alcool polyvinylique (PVA).

Sous la loupe a I’aide d’une fine aiguille, couper le
siphon sur le 8éme segment de la larve sous une vue

ventrale

Déposer la lamelle sur la lame sans

oublier de mentionner la date de récolte,

puis chauffer sur une plaque chauffante.

Figure 8 - Les étapes du montage des larves d’Aedes albopictus au stade L4 (Photo
Originale, 2024).
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Figure 9 - Larve d’dedes albopictus observé sous une loupe binoculaire au grossissement
(x4) (Photo Originale, 2024).

11.2.1.3.- Identification des Larves

Les caractéristiques morphologiques des larves de moustique tigre ont été examinées a
I’aide d’un microscope optique. Pour I’identification, nous avons essentiellement utilisé¢ le
logiciel d’identification des moustiques d’Europe réalisé par « L’OMS-Européen du ministere
de ’Emploi et de la solidarité » (Schaffner et al., 2009). Notre méthode d’identification a
débuté par la détermination du genre puis I’espéce pour les larves au stade L4.
11.2.2. - Aspergillus flavus
11.2.2.1. - Isolement, purification et identification des champignons entomopathogénes

La multiplication du champignon Aspergillus flavus a été réalisée sur un milieu de culture
nutritif Sabouraud chloramphénicol selon les étapes suivantes (figure 10):
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Chauffez les tubes de gélose Sabouraud

chloramphénicol jusqu’a ce qu’elle soit

liquefiée.

4

Transférez chaque deux tube du milieu

de culture dans une boite pétri stériles.

4

Laissez les boites refroidir jusqu’a
gélification, et placez dans le réfrigérateur
pour solidification pendant 10 min.

\ ¢

Repiquez le champignon dans les boites

de Peétri a I’aide d’une anse de platine.

Incubez les boites de Pétri a une
Température de 28°C pendant
7 a15 jours.

Figure 10 - Les étapes de purification et ensemencement du champignon
Aspergillus flavus (Photo Originale, 2024).
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11.2.2.2. — Identification macroscopique et microscopique

L’identification des champignons s’appuie sur 1’observation des caractéristiques

macroscopique et microscopique :

- L’identification macroscopique : 1’observation de colonies développées, dans la boite pétri

sefait a I’ceil nu pour voir la couleur de mycélium aérien ainsi que le revers.

- L’identification microscopique : 1’observation des caractéristiques microscopiques des
champignons fait appel a une préparation qui consiste a 1’utilisation d’une flamme stérile, du
bleu de coton et d’une boite pétri contenant de la gélose, ensuite a 1’aide d’une anse de platine
stérilisée, on préleve un petit fragment de la culture puis le déposer sur la lame. Aprés avoir
recouvert la lame avec une lamelle, on I’observe sous microscope pour étudier les

caractéristiques microscopiques de ce champignon.

11.2.3. -Méthodes de lutte biologique
11.2.3.1. -Préparation des solutions entomopathogénes

La méthode de préparation de la suspension mere consiste a réaliser les étapes annoncées
dans la figure 11, pour ensuite observer aléatoirement jusqu’a six carreaux distincts sur la
cellule de Thoma pour le comptage des conidies, ou on utilise un compteur manuel pour
déterminer le nombre de conidies dans chaque carreau sélectionné, et enfin, on applique la

formule de comptage :

nombre de conidies
N = x16 X - X 103

6 d

N: le nombre total des conidies.
D : la dilution.

Cette méthode permet une estimation précise du nombre de conidies présentes dans

I’échantillon.
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Grattage des boites a
’aide d’une anse de
platine afin de retirer un
nombre maximum de
conidies.

Allumez le Bec
Bunsen et préparez
les boites de culture
du champignon

Filtration du mélange
a I’aide d’une
compresse.

Centrifugation de
solution a 25 degré et
8000 Tr /15 min.

thoma pour le comptage sous et I’utilisation d’agitateur «\ortex».

microscope (Gx40).

Figure 11 - Les étapes de la préparation de la suspension des champignons
entomopathogénes (Photo Originale, 2024).
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11.2.3.2. — Préparation des concentrations

Apres avoir calcule la concentration de la solution mere, les autres concentrations désirées

sont préparées en utilisant la loi d’équilibre (figure 12):
C1.V1=Co. V>

C1: La concentration en spore obtenue a partir du volume V1.
C,: La concentration volue.
V1:Volume d’eau mis dans la solution mere.

V2:Volume d’eau correspondant a la concentration volue.

Figure 12 - Les cing concentrations des conidies de champignons Aspergillus flavus
(Photo Originale, 2024).
11.2.3.3. - Réalisation des bio-tests

Pour la réalisation des bio-tests (figure 13) nous avons utilisé les larves d’Aedes
albopictus du stade L3-L4 et le champignon entomopathogene Aspergillus flavus.
Le protocole expérimental :

Pour réaliser des tests biologiques, commencez par préparer 21 gobelets et les remplir de
49 ml d’eau distillée et 10 larves du stade L3-L4. Pour chaque concentration de la solution
entomopathogéne on réalise trois gobelets, avec des valeurs variant de 10* jusqu’a 102, On
mélange les solutions de chaque concentration en utilisant 1’agitateur « Vortex », et a I’aide
d’une micropipette on préléeve 1 ml de chaque suspension et le verser dans chaque gobelet.
D’autre part, trois gobelets témoins négatifs contenant 50 ml d’eau distillée au quelle on
ajoute 0,03 % de tween 80, et trois gobelets témoins positifs au quelle on ajoute de la

Deltaméthrine a 2,5%. Les résultats sont observés sur 3 jours et le test est répété 3 fois.
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Figure 13 - Protocole expérimentale de 1’activité larvicide d’Aspergillus flavus sur les larves
d’Aedes albopictus (Photo Originale, 2024).
11.2.3.4. — Test de confirmation
Cette étape consiste a confirmer la mortalité des larves par les conidies du champignon en
les observant au grossissement (x 40), ainsi on peut observer un grand nombre de conidies

envahissant la larve.

11.2.4. — Méthodes d’exploitation des résultats
11.2.4.1. — Pourcentage de mortalité

Les comptages sont utilises pour évaluer la sensibilité des larves, exprimée par le taux de
mortalité (%) en fonction du temps d'exposition et de la dose du toxique. Selon les directives

de I'OMS (1963), le pourcentage de mortalité est calculé avec la formule suivante (1) :

Nombre de larves mortes

P tage d talité = x 100
(1) Pourcentage de mortali Nombre de larves introduites

Cependant, si le taux de mortalité des témoins se situe entre 5% et 20%, une correction est
appliquée selon la formule (2) d'Abbott (1925). Cette correction vise a éliminer la mortalité
naturelle afin de déterminer la toxicité réelle du larvicide. Si la mortalité des témoins dépasse
20%, le test est invalidé et doit étre répéte.

La formule (2) pour corriger le pourcentage de mortalité est la suivante :

mortalité des larves traitées — mortalité des témoins

2 . 7 — - - -
( )Pourcentage de mortalite 100 — mortalité des témoins

Cela permet d'obtenir une évaluation précise de I'efficacité du larvicide sans l'influence de la

mortalité naturelle des larves.
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La formule de la dose létale 50 est la suivante :

DL50= DE50/3% Pm x10™*

DESO : dose efficace 50

Pm : poids moyen des sujets testés

11.2.4.2. -Analyse statistique
Les données recueillies sont entrées dans une maquette utilisant le tableur Excel, puis elles
sont présentées sous forme de tableaux ou de graphiques. Les analyses statistiques sont réalisées
a l'aide du logiciel « Graph Pad Prism version 5.03.» Les données brutes sontsoumises a une
analyse de la variance (ANOVA), suivie de comparaisons des moyennes(écart type) a l'aide
des tests de comparaisons multiples de Dunnett, ou toutes les colonnes sont comparées aux
colonnes témoins. Les valeurs de P inférieures a 0.05 sont considérées comme statistiquement

significatives.
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Dans I’objectif d’étudier 1’effet larvicide d’Aspergillus flavus sur Aedes albopictus, nous
avons réalisé une série de tests en utilisant des doses croissantes sur les larves du stade L3-
L4.

I11.1. - Identification des larves

Apres avoir suivis une série de choix successifs basés sur des images du logiciel
d’identification et d’enseignement «Les moustiques d’Europe». Les étapes ont été suivis

comme suit (Figure 14) :

Identification du genre

La téte |]—> Latéte ":'> L’abdomen
NS NS S

/ Longueur de \ /Suture hypostomale:\ /Position de l’oriﬁce\

respiratoire:

I’antenne:
Antenne courte (L=1/4
de la longueur de la
téte).
[T .

Compléte ou
nettement marqué. S’ouvrant a ’extrémité
d'un tube cylindrique.

L’abdomen ﬂ::> L’abdomen ﬂ:> L’abdomen

/Ornementationdu\ / Plaques \ / Soie 12-I: \

Siphon: abdominale:
Avec peigne basal et 1
seule touffe de soies
médiane.

Absente.
Absente.

v' Aedes
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Identification de I’espéce J

La téte

/Ornementation du \

tégument
Lisse ou tres faiblement
spiculé.

—>

La téte

L’abdomen

N

":>V

/ Position de la soie \

antennaire

Sur la moitié apicale.

isolées.

Disposition des dents du
peigne du Siphon
Pas de dents nettement

(

Figure 14- Identification de la larve d’Aedes albopictus (Photo Originale, 2024).

/ Taille du Siphon \

a/lb <=2,4.

Le thorax

NS

4 N

Ornementation du point
d’insertion des soies 11-M
et 11-T

Insertion prés d’une petite

/

v Aedes albopictus j
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I11.2. - Identifications des isolats

L’identification macroscopique :

Lors de l'observation d'un échantillon, Aspergillus flavus se distingue par sa couleur
allant du vert au jaune verdatre, ses colonies qui varient de veloutées a poudreuses, ainsi que
par la présence de structures distinctives telles que des conidiophores ramifiés portant des

spores conidiennes jaunes a vertes (figure 15).

j B

Figure 15 - Aspect macroscopique (recto «A» et verso «B») du champignonr Aspergillus
flavus

(Photo Originale, 2024).

L’identification microscopique :

L’observation d’Aspergillus flavus sous microscope optique au grossissement (x40)
montre D’existence de filaments mycéliens, des conidiophores echinulé, d’une téte
aspergillaires uni ou bisériée, ainsi la présence d’une vésicule aspergillaires qui porte sur elle

des phialides et des conidies (figure 16).

Vésicule
Conidies aspergillaire
Phialides Conidiophore

Figure 16 - Identification microscopique d’Aspergillus flavus sous microscope optique au
grossissement (x40) (Photo Originale, 2024).
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111.3. - Test de confirmation

Sous un microscope optique, nous avons pu observer la larve morte du stade L4 d’Aedes
albopictus qui a révélé la présence d’une grande quantité de conidies d’Aspergillus flavus a
sa surface, leur présence sur la larve peut indiquer des interactions spécifiques entre eux qui

ont pu causer la mort de celle-ci (figure 17).

Les conidies

Figure 17 - Larve d’Aedes albopictus au stade L4 morte vue sous microscope optique au
grossissement (x40) et (x100) (Photo Originale, 2024).

111.4. - L’effet d’Aspergillus flavus sur les larves d’Aedes albopictus

I11.4.1. - Résultats des Variations de taux de mortalité d’Aedes albopictus traitées par
Aspergillus flavus
Les résultats des 3 tests du champignon Aspergillus flavus effectués sur les larves de stade

L34 d'Aedes albopictus sont représentés graphiquement ci-dessous :
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Figure 18- Mortalités des larves d’Aedes albopictus du stade L3-L4 traitées par les spores
d'Aspergillus flavus (Test 1).

La figure 18 montre le nombre de mortalités des larves d'Aedes albopictus du stade L3-L4
traitées par les spores d’A.flavus sur une période de 72 h pour le premier Test. Les barres
colorées représentent les mortalités observées avec le traitement a différents intervalles de
temps (24h, 48h, 72h), ainsi les barres hachurées représentent les mortalités des témoins non

traités aux mémes intervalles de temps.

A chaque intervalle de temps, les larves traitées montrent une mortalité supérieure a celles des

témoins non traités.

Le traitement par A. flavus augmente la mortalité des larves d'Aedes albopictus par rapport
aux témoins. Donc y’a une différence significative sur la mortalité des larves entre le témoin

et le nombre de mortalités des larves d’4edes albopictus.

Tableau SS df MS
ANOVA

Traitement 7,867 5 1,573
Résidu 38,00 24 1,583
Total 45,87 29

Tableau 1 - Résultats d’analyse statistique par ANOVA du test 1.
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L’analyse statistique par ANOVA & un facteur, montre I’absence d’un effet significatif
d’Aspergillus dans le temps sur les larves de stade L3-L4 d’Aedes albopictus car au bout de

72 ha révélé une mortalité de 4 individus en fonction des doses traités.

Pour le Test 1, la P value = 0.4424. Cette P value est supérieure a 0.05. En conclusion, La

différence entre la mortalité des traités et des témoins n'est pas significative.
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Figure 19 - Mortalités des larves d’Aedes albopictus du stade L3-L4 traitées par les spores
d’Aspergillus flavus (Test 2).

Selon la figure 19 qui montre que le traitement des larves du stade L3-L4 d'Aedes albopictus par les
spores d’A.flavus (Test 2) entraine une mortalité accrue des larves dans le temps. Les témoins montrent
une mortalité trés faible a travers toutes les périodes, tandis que les larves traitées montrent une
mortalité croissante, particulierement notable & 72 heures. Les résultats aberrants du test 2 n’ont pas

permis de faire une analyse statistique.
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Tableau SS df MS
ANOVA
Traitement 4,889 5 0,9778
Résidu 9,333 30 0,3111
Total 14,22 35

Tableau 2 — Résultats d’analyse statistique par ANOVA du test 2.

Aprés 1’analyse ANOVA les résultats indiquent que I'efficacité du traitement augmente
avec le temps, atteignant un maximum a 72 heures, ainsi la différence entre le témoin et les

doses utilisées n’est pas significative.

Pour le Test 2, la P value = 0.1156. Bien que cette P value soit plus proche de 0.05 que
celle du Test 1, elle reste supérieure & 0.05. En conclusion la différence entre la mortalité des

traitées et des témoins n’est pas significatif.
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Figure 20 - Mortalités des larves d’4edes albopictus du stade L3-L4 traitées par les spores
d’Aspergillus flavus (Test 3).

La figure 20 montre le nombre de mortalités des larves d'Aedes albopictus du stade L3-L4

traitées par les spores d’A. flavus au fil du temps pour le Test 3.
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Le traitement par A. flavus provoque une mortalité supérieure a celle du témoin apres

24h et 48h, et aprés 72 heures, le traitement provoque plus de mortalités par rapport au

témoin.
Tableau SS df MS
ANOVA
Traitement 8,556 5 1,711
Résidu 32,67 30 1,089
Total 41,22 35

Tableau 3 — Résultats d’analyse statistique par ANOVA du test 3.

L’analyse statistique par ANOVA montre 1’absence d’un effet significatif d’A.flavus
dans le temps car au bout de 72 h a révélé une mortalité de 4 individus en fonction des doses

traités.

Pour le Test 3, la P value = 0.1983, cette P value est également supérieure a 0.05. En
conclusion, la différence entre le nombre mortalité des larves traitées et des témoins n'est pas
significative.

En conclusion, aucune des P value des trois tests n'est inférieure a 0.05, ce qui signifie que
les résultats de ces tests ne sont pas statistiquement significatifs.

111.4.2. - Estimation des DL a 50% d’Aspergillus flavus

La figure 21 montre un graphe qui represente la dose Iétale a 50% pour les larves L3-L4
d'Aedes albopictus varie entre les trois séries de tests.
Le test 1 montre une sensibilité plus élevée (plus faible DL50%) par rapport au test 2 et test 3,
suggerant que les larves du 1° test sont plus susceptibles au traitement que celles du 2éme et
3éme test.

Les résultats montrent une augmentation de la DL50% dans les tests subséquents (T2 et
T3), indiquant potentiellement une tolérance accrue ou une résistance développée par les

larves a mesure que les tests progressent.
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Figure 21 - Les DL 50% du nombre de spores d’Aspergillus flavus sur les larves au stade

L3-L4 d’Aedesalbopictus pour le 1¢", 2°™ et 3°M Tests.

111.4.3. - Comparaison des DL 50% des trois tests

Apres avoir effectué¢ 1’analyse par une régression non lin€aire au bout de72h, nous
avons obtenu les valeurs des DL50% suivantes :
Test 1: DL50 = 0,009 x 107 spores
Test 2: DL50 non significative
Test 3: DL50 = 2, 2 x 107 spores

Les résultats montrent une variabilité dans l'efficacité d'Aspergillus flavus sur Aedes
albopictus entre les trois tests. Au cours du Test 1, nous avons obtenu une forte efficacité avec
une DL50 tres faible. Le Test 2 : ne fournit pas de valeur de DL50, et le Test 3 : montre une
efficacité beaucoup plus faible avec une DL50 tres élevée.
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Dans cette ¢étude, nous avons exploré Dactivit¢é larvicide du champignon
entomopathogéne Aspergillus flavus vis-a-vis des larves de moustique tigre Aedes albopictus
nous nous sommes concentrés sur les propriétés larvicide de ce champignon. L’ Analyse a été
structuréee en plusieurs segments distincts.

Notre recherche a débuté par I’¢levage de moustique tigre puis par 1’isolement du
champignon entomopathogene Aspergillus flavus & partir d’un spécimen prélevé sur un
patient. Cette opération a été réalisée en utilisant le milieu de culture Sabouraud
chloramphénicol. C’est un milieu utilisé pour isoler et cultiver des champignons
entomopathogenes, il est recommandé pour les prélevements fortement contaminés par des
bactéries, car le chloramphénicol inhibe la croissance des bactéries, permettant ainsi une
croissance plus efficace des champignons (Carlier et al., 1948).

Dans la deuxiéme partie de notre recherche, nous nous concentrons sur des bio-tests
utilisant le champignon Aspergillus flavus, et de |’'dedes albopictus élevées en laboratoire
d’entomologie. Nous avons répétés les bio-tests trois fois pour garantir que 1’expérience a été
réalisée dans les mémes conditions et que les protocoles de mesure ont été rigoureusement
suivis.

Nos résultats indiquent que la comparaison entre le nombre de mortalités des larves
traitées et des témoins effectués a I’aide de 1’analyse ANOVA a un facteur, a révélé qu’il
n’existait pas de différence significative dans les trois tests, avec une valeur de P
value=0,4424 >0.05 pour le premier test, P value =0,1156>0.05 pour le deuxiéme test, et P

value=0,1983> 0.05 pour le troisieme test.

La productibilité des DL50 obtenue a partir des trois tests sur les larves des stades L3-L4
réalisé par I’analyse régression non linéaire, suggére une forte efficacité d'Aspergillus flavus
dans le test 1 avec une valeur (DL50 = 0,009 x 107) est relativement basse, ce qui indique
que la dose nécessaire pour tuer 50 % des Aedes albopictus est faible. Par contre I'absence de
valeur de DL50 dans le test 2 pourrait signifier que la dose Iétale 50 n'a pas été atteinte avec
les doses testées. Il pourrait aussi y avoir des erreurs expérimentales ou des conditions
expérimentales différentes. Pour le test 3 la DL50 = 2,2 x 107, Cette valeur de est beaucoup
plus élevée que celle du Test 1, indiquant qu'une dose beaucoup plus importante est
nécessaire pour tuer 50 % des Aedes albopictus. Cela suggére une efficacité moindre

d'Aspergillus flavus dans ce test par rapport au Test 1.
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Nos résultats indiquent une augmentation de la DL50 dans le test 3, suggérant un
développement potentiel de tolérance ou de résistance chez les larves au fil du temps. Cela
signifie que des doses plus élevées sont nécessaire pour atteindre 50% de mortalité dans les
tests ultérieurs. Ces résultats sont en accord avec la littérature existante, L'étude de Larson et
al., (2015) a investigué I'efficacité d'Aspergillus flavus contre les larves de moustiques, en se
concentrant spécifiquement sur Aedes albopictus. Leurs résultats ont révélé une diminution
notable de la survie larvaire, suggérant une toxicité accrue du champignon a mesure que la
concentration augmentait. Tang et al., (2018) ont étudié I'impact d'Aspergillus flavus sur les
larves de divers moustiques, y compris Aedes aegypti, observant une augmentation de la
mortalité larvaire en fonction de la dose de champignon appliquée. Mnyone et al., (2016) ont
examiné I'utilisation potentielle d'Aspergillus flavus comme bio-pesticide contre les larves de
moustiques, montrant une baisse significative de la survie larvaire aprés exposition au
champignon. Moraos et al., (2001) mis en évidence I’efficacité de plusieurs espéces
d’Aspergillus dont A.flavus contre Aedes fluviatilis. Cependant, ces méme souches ont été
testées sur Cx.quinquefasciatus mais sans succeés. En revanche , les especes comme
Beauveriabassiana et Metarhizium anisopliae se sont révélées efficaces contre les larves et
les adultes des espéces de moustiques comme Aedes aegypti, Aedes albopictus, Culex
quinquefasciatus, Cx.pipiens, Cx.tarsalis, Cx.tritaeniorhynuchus, An.stephensi et
An.albimanusau au laboratoire et en milieu naturel (Clark et al., 1968;Alves et al.,
2002;Wrighth et al ., 2005 ; Scholte et al., 2007 ; Kanzok et Lorena , 2006 ; Luz et al., 2007,
Suman et al., 2008 ; Siva et Kadarkarai, 2011). Par ailleurs d’aprés Riba et al., (1985) la
souchede M.anisopliae est la souche la plus agressive sur les larves d’Aedes albopictus et sur

les larves de Culex pipiens .
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Conclusion

Lutter contre les vecteurs de maladies uniqguement avec des insecticides chimiques
serait irresponsable. Utiliser des substances naturelles pour combattre les moustiques offre
une solution adéquate aux probléemes de pollution, d'impact environnemental et de résistance
aux produits chimiques. C'est pourquoi notre étude a examiné les effets du champignon

entomopathogéne Aspergillus flavus sur les larves de moustiques Aedes albopictus.

Nos résultats ont démontré que l'activité larvicide de ce champignon augmente
proportionnellement a sa concentration. Au cours des trois tests réaliseés (24h, 48h, 72h), il a
été observé une diminution progressive des mouvements des larves du moustique Aedes
albopictus, un allongement de leur développement, suivi de leur mortalité aprés un certain
temps. En outre, notre étude a permis de déterminer I'efficacité réelle du champignon sur les

larves d'Aedes albopictus.

Bien que les résultats actuels soient prometteurs et suggérent un potentiel d'utilisation
d'Aspergillus flavus pour contréler les populations de moustiques Aedes albopictus, ils ne
suffisent pas a établir de maniére définitive son efficacité et sa sécurité. Nos analyses
statistiques ont montré que l'effet larvicide d'Aspergillus flavus est trés faible et non
significatif. Des études plus approfondies sont nécessaires pour confirmer que la réponse

observée est bien due a I'effet toxique du champignon.

Concernant les stades larvaires des moustiques Aedes albopictus traités, nos résultats
indiquent que les larves du stade L4 présentent une résistance accrue a Aspergillus flavus.
Cette résistance semble avoir été acquise au cours du temps, probablement en raison de

I'exposition répétée au champignon entomopathogeéne.

Les résultats observés soulignent I'importance de poursuivre les recherches en réalisant
plus de 3 tests et de prolonger la période de contact entre le champignon et les larves afin de
comprendre les mécanismes sous-jacents et maximiser l'efficacité d'Aspergillus flavus

comme agent de lutte biologique contre Aedes albopictus.
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Annexe I:

Matériels de travail
Matériel Appareils
Cage, Aspirateur a bouche Humidificateur
Pipette en plastique, Anse de platine Lampes anti-moustiques UV
Bec bunsen, Boite de pétri Etuve
Pipette pasteur, Cellule de Thoma Loupe binoculaire
Lame et lamelle, Portoir Microscope optique
Compteur, Tube conique Centrifugeur
Gélose Sabouraud-chloramphénicol Refrigérateur
Tween 80, Flacon en verre. Agitateur Vortex

Micropipette

Annexe II:
Préparation du milieu du montage PVA :
Alcool polyvinylique............ccccovnne 129
Acide formique........cccccevenenirennnnn 20g
Hydrate de chloral ..............ccoeveee. 249
PhéNol.......ccooveeieccece, 249

Rl

% Mélanger ces quatre produits a la fois et a I’air libre.
%+ Verser le mélange dans un flacon et le placer au bain marie durant une nuit compléte
pour avoir une solution aqueuse.

R/

%+ Meélanger sous agitation a chaud pendant quelques minutes.
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Annexe Il

Logiciel d'identification et d'enseignement
An Identification and Training Programme

Les moustiques d’'Europe
The Mosquitoes of Europe

. EID meoiternanee

Figure - Le logiciel d’identification et d’enseignement « Les moustiques d’Europe ».
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Annexe IV:

Tableau 1 - Résultats statistiques de I’ANOVA a un facteur des 3 tests de traitement d’A.

flavus sur les larves du stade L3-L4 d’Aedes albopictus.

Test 1 Test 2 Test 3
P value 0.8841 0.1156 0.3811
P value Summery ns ns ns
Significative ? No No No
P <0.05
Annexe V:

Résultats statistiques du test 1 de traitement d’A. flavus sur les larves du stadelL3-L4

d’Aedes albopictus..

Temps 24 h Témoin (-) 48 h Témoin (-) 72 h Témoin (-)
24h 48h 72h
Doses
D8 =108 3 2 4 2 4 3
D7 = 10’ 1 0 1 0 1 0
D6 = 10° 1 0 1 0 1 0
D5 = 10° 0 0 0 0 0 0
D4 = 104 0 0 2 0 2 0
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Annexe VI:

Résultats statistiques du test 2 de traitement d’A. flavus sur les larves du stadelL3-L4

d’Aedes albopictus.

Temps 24 h Témoin (-) 48 h Témoin (-) 72h Témoin (-)
\ 24h 48h 72h
Doses
D8 = 108 0 0 1 0 3 0
D7 = 10’ 0 0 1 0 2 0
D6 = 10° 0 0 0 0 1 0
D5 = 10° 0 0 0 0 0 0
D4 = 10* 0 0 0 0 0 0
Annexe VII:

Résultats statistiques du test 3 de traitement d’A. flavus sur les larves du stadelL.3-L4

d’Aedes albopictus.

Temps 24 h Témoin (-) 48 h Temolin (-) 72h Temoin (-)
24h 48h 72h
Doses
D8 = 108 1 2 2 2 4 2
D7 =10’ 0 0 0 0 1 0
D6 = 10° 1 0 2 0 3 0
D5 =10° 0 0 0 0 0 0
D4 = 10* 0 0 0 0 0 0
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Annexe VIII:

Résultats statistiques de DL 50% des 3 tests de traitement d’A. flavus sur leslarves du stade
L3-L4 d’Aedes albopictus.

Tests
Test 1 Test 2 Test 3
Doses
D8 =108 4 3 4
D7 = 10/ 1 2 1
D6 = 10° 1 1 3
D5 = 10° 0 0 0
D4 = 10* 2 0 0
Témoin (-) 3 0 2




Résumeé

Le moustique tigre est un vecteur de maladies transmissibles entre les animaux et les
humains, présentant une importance médicale et vétérinaire significative. L'utilisation
intensive d'insecticides chimiques contre ce moustique a conduit a l'apparition de la
résistance, compliquant de plus en plus la lutte contre cet insecte. Dans la nature, divers
ennemis naturels, notamment les champignons entomopathogénes, contribuent a la régulation
des populations de moustiques. Cette étude a examiné l'utilisation d’un champignon
entomopathogénes Aspergillus flavus contre les deux stades larvaires L3-L4 en utilisant des
concentrations croissantes des conidies (10% 10° 10, 107, 108 spores/ml). Nos résultats ont
montré que la DL50 (la dose létale a 50% de mortalité des larves) indique une augmentation,
suggerant un développement potentiel de tolérance ou de résistance chez les larves au fil du
temps. L'analyse statistique ANOVA a révélé qu’il n’existait pas un effet significative pour

ce champignon sur les larves d’Aedes albopictus, avec une valeur de P >0.05.

Mots clés : moustique, Aedes albopictus, champignons entomopathogénes, Aspergillus flavus.

Stades larvaires.

Summary

The tiger mosquito is a vector of diseases transmissible between animals and humans, of
significant medical and veterinary importance. The intensive use of chemical insecticides
against this mosquito has led to the emergence of resistance, making control increasingly
difficult. In nature, various natural enemies, notably entomopathogenic fungi, contribute to
the regulation of mosquito populations. This study examined the use of an entomopathogenic
fungus Aspergillus flavus against both larval stages L4 using increasing concentrations of
conidia (10%, 107, 10¢, 107, 108 spores/ml). Our results showed that the LD50 (lethal dose at
50% larval mortality) indicates an increase, suggesting a potential development of tolerance
or resistance in larvae over time. ANOVA statistical analysis revealed that there was no

significant effect of the fungus on Aedes albopictus larvae, with a P >0.05.

Key words: mosquito, Aedes albopictus, entomopathogenic fungi, Aspergillus flavus. Larval

stages.
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