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Glossaire
Agent pathogéne

CL50

DL50

Extrait de plante

Hote

Huile essentielle
Insecticide
Insectifuge

Insecte holométabole

Maladie vectorielle

Parasite

Vecteur

Virus

: Tout facteur capable d’engendrer une lésion ou de causer une
maladie.

. Concentration létale qui provoque 50% de mortalité dans la
population étudiée, pendant un temps donné.

: Dose provoquant 50% de mortalité dans la population étudiée,
pendant un temps donné.

Préparations liquides (extraits fluides et teintures), de
consistance semi-solide (extraits mous ou fermes) ou solide
(extrait secs), obtenues a partir de drogues végétales
généralement a I’état sec.

: Personne ou un animal qui recoit des intrus (virus, parasite)
: Fraction odorante volatile extraite des végétaux.

: Produit qui tue les insectes.

: Produit qui repousse les insectes.

. Insecte qui effectue une métamorphose compléte (avec un stade
nymphal).

: Maladie causée par un agent parasite véhiculé et inoculé ou
déposé par un vecteur vivant.

: Organisme (animal ou vegétal) qui vit aux dépens d'un autre
(appelé hote), lui portant préjudice, mais sans le détruire.

: Organisme susceptible de transmettre un agent infectieux d'un
sujet a un autre, directement ou aprés multiplication de I'agent
dans son organisme.

: Micro-organisme infectieux composé d'un acide nucléique
entouré d'une capside, parasite absolu des cellules vivantes,
capable de se répliquer dans celles-ci et de passer de l'une a
l'autre.
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Introduction

Les insectes ont toujours été considérés comme source de nuisance pour ’homme,
principalement en raison du fait qu’ils peuvent étre des vecteurs de maladies. Les_maladies a
transmission vectorielle (arboviroses, bactérioses, parasitoses) sont responsables/de millions de
victimes (Rhodain, 1996). Généralement associées aux pays tropicaux,sles: maladies a
transmission vectorielle par piqlres de moustiques touchent chaque année des idizaines de
millions de personnes. En 2010, le paludisme a fait 655 000 victimes dont'90% des déces
enregistrés ont frappé des enfants de moins de 5 ans en Afrique, ¥ compris Madagascar
(Andrianjafy, 2014). Le parasite du paludisme découvert par Laveran en 1880 en Algérie n’est
pas Vvéhiculé par le mauvais air « mal’aria » mais transmisy,d*homme & homme par
I’intermédiaire d’un vecteur biologique, un moustique du genre’Anopheles (étymologiquement,
du grec « a » privatif et « Opheles » utile, autrement dit'insecte dénué d’utilité) (Carnevale et
Robert, 2009). Une autre espece de moustique, Culexsguinquefasciatus, qui en plus de sa
nuisance peut étre a I’origine d’un probléme de santé ‘publique €n zone urbaine. En effet, cette
espece est le vecteur de la filariose lymphatique a Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877) en

Afrique orientale et dans I’océan indien, y comprissMadagascar.

Depuis I’antiquité, I’homme a cherché des moyens de lutte contre les moustiques. Les
stratégies de controle des moustiques sont essentiellement basées sur les méthodes de lutte
suivantes : mécanique, chimique, génétique, biologique. La lutte mécanique a pour but de
limiter la prolifération des insectes,vecteurs et de réduire le contact : homme/moustique. Elle
se fait par 1’élimination des gite§ larvaires potentiels de moustiques autour des habitations
humaines en asséchant et enfremblaiant des marais, en creusant de dépression etc...; par
I’utilisation des moustiquaires, etypar I’amélioration de 1’habitat (Carnevale et Mouchet, 1990).
La lutte chimique se fait en-employant des produits synthétiques qui tuent les insectes par
ingestion ou par contact. Le.mode d’application des produits est fonction de 1’écologie du
vecteur et du stadeazise. Dans les campagnes de lutte anti-moustique, les matieres actives des
insecticides utilises, appartiennent aux familles suivantes : les organochlorés, les
organophosphores, les carbamates et les pyréthrinoides. Bien qu’elles se soient révélées trés
efficaces sur lesiCulicidés, ces préparations présentent plusieurs inconvénients. L’accumulation
significative de matieres actives dans les écosystémes traités (aquatiques et terrestres) est un
probleme de pollution (Barbouche et al., 2001). Par ailleurs, les substances actives des produits
utilisés présentent un large spectre d’action donc elles peuvent tuer les organismes non cibles.

A tous ces inconvénients, s’ajoute aussi un grand probléme de développement de résistance aux



insecticides chimiques chez les moustiques (Georghiou et al.,1975 ; Senegre et al., 1977). La
lutte génétique est basée sur la manipulation du patrimoine génétique des moustiques afin
d’obtenir des individus transgéniques qui peuvent &tre soit stériles, soit réfractaires aux
parasites qu’ils transmettent habituellement (Tabachnick, 2003). Les manipulations intéressent
également les plantes telles les algues qui se reproduisent dans les gites larvaires. Ces algues
génétiqguement modifiées par intégration de genes de toxines bactériennes agissent sur les larves
de moustiques. La lutte biologique repose sur 1’utilisation d’organismes vivants ou de produits
qui en dérivent pour contréler les vecteurs et les ravageurs. Ces organismes sont de virus, de
bactéries, de protozoaires, de champignons, de plantes. Pour assurer une meilleure intervention,
tout en préservant au maximum le milieu naturel, de nouvelles méthodes préventives ainsi que
de nouveaux produits sont constamment recherchés. Ainsi, pour contribuer a une gestion
durable de DI’environnement, la mise en place de nouvelles alternatives de contrble des
moustiques est d’avantage encouragée. Les substances naturelles qui présentent un large
spectre d’action en pharmacologie comme anti-malaria, bactéricides, fongicides, acaricides,
etc., peuvent aussi étre utilisées comme insecticides de remplacement. L utilisation des extraits
de plantes et des huiles essentielles comme insecticides et insectifuges, sont connues depuis
longtemps. En effet, le pyrethre, la nicotine et la roténone sont déja connus comme agents de
lutte contre les insectes (Crosby et al., 1966). Dans certaines régions d’Afrique, les feuilles de
tabac malaxées dans 1’eau sont utilisées pour lutter contre les moustiques et les odeurs du
Basilic Ocimum basilicum, Basil (Labiée) et de Sarghina, Corrigiola telephiifolia
(Caryophyllacée) sont des répulsifs trés efficaces (Aouinty et al., 2006).

Trés peu d’études ont été réalisées sur 1’activité insecticide et insectifuge des plantes
endémiques de Madagascar contre les vecteurs d’arbovirose telle que Culex quinquefasciatus
et contre les vecteurs du paludisme comme Anopheles gambiae s.I. Le présent travail consiste
a évaluer les effets répulsifs des huiles essentielles de Ocotea tricophlebia, Ocotea
auriculiformis et effets insecticides de 1’extrait de Ocotea auriculiformis sur Culex
quinquefasciatus ; et évaluer les effets répulsifs de 1’huile essentielle de Rinorea arborea et les

effets insecticides de I’extrait de Gnidia daphnifolia sur Anopheles gambiae s.1.

L’objectif du présent mémoire est de rechercher les techniques de protection
individuelle contre les moustiques. Pour la réalisation de ce travail, des larves de Culex
quinquefasciatus et des adultes de Anopheles gambiae s.I sont collectées, et ont été élevées
dans I’insectarium du CNRE. Le stage au sein du laboratoire d’Entomologie du CNRE a

commenceé le mois de mai 2015 et s’est terminé le mois de novembre 2015.
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Chapitre 1 : Revue de la littérature

1. Généralités sur les moustiques
1.1. Position systématique

Position taxonomique des moustiques (d’aprés Knight et Stone, 1977)

Régne : ANIMAL

Embranchement : ARTHROPODA (= pattes articulées)

Classe : INSECTA (= corps segmenteé en trois parties)
Sous-classe : PTERYGOTA (= avec des ailes)

Ordre : DIPTERA (= avec 2 ailes)

Sous-ordre : NEMATOCERA (= avec antennes rondes et longues)
Famille : CULICIDAE (= moustiques)

Les moustiques sont des insectes dipteres nématoceéres c’est-a-dire possédant deux
paires d’ailes et deux antennes rondes et longues. Ils appartiennent a la famille des
Culicidae, synonyme du terme courant « moustiques », comprenant plus de 3 300 especes
regroupées en 37 genres. La classification des moustiques a connu une évolution dans le temps.

La famille des Culicidae généralement divisée en trois sous-familles :

- Toxorhynchitinae, avec un seul genre : Toxorhynchites (Théobald, 1901), regroupant 66
especes, ce sont de gros moustiques non vulnérants dont la trompe ne permet pas de piquer ;
les larves sont carnivores et ont été utilisées en lutte biologique sans donner de résultats
durables. (Harbach & Kitching, 1998)

- Culicinae : on les subdivise en 10 tribus et 30 genres : Culex, Aedes, Mansonia, Culiseta,
Coquillettidia, Haemagogus, Eretmapodites, Sabethes, etc; ce sont des moustiques vulnérants
et, pour certains, vecteurs de maladies humaines (fiévre jaune, dengue, Chikungunya, filarioses,
etc.) et animales (Plasmodium d’oiseaux et de reptiles, fievre de la vallée du Rift, West Nile,

filarioses, etc.). (Ouedraogo, 2011)

- Anophelinae qui comprend les vecteurs de toutes les espéces de Plasmodium parasitant les

sujets humains. Le genre Anopheles comprend 484 especes selon Harbach (2004), mais le



nombre est variable selon les auteurs avec les récents travaux de morphotaxonomie, de

cytotaxonomie ou de taxonomie moléculaire.

1 .2. Morphologie générale des stades de développement de Anopheles et de Culex: ceufs,
larves, nymphe, adulte

1.2.1. Ressemblances entre Culicinés et Anophelinés

> (Eufs

Les ceufs sont généralement de petite taille d’environ un millimétre de long, de forme

elliptique, ovoide & coque dure et lisse.
» Larves

La larve ressemble a des vers et dépourvue de patte et d’aile ; le corps de la larve est divisé
en trois parties: téte, thorax et I’abdomen. La téte porte une paire de brosses buccales (qui
servent a créer un courant d’eau apportant les particules alimentaires au niveau de la bouche
qui est en position ventrale), et de nombreuses soies. Le thorax est globuleux et porte de trés
nombreuses soies. L’abdomen est composé de 9 segments bien visibles, chacun portant
différentes ornementation notamment la plagque tergale et les plaques accessoires, des soies
(Holstein, 1949).

» Nymphe

Son aspect général est celui d’une « virgule » a corps ou de point d’interrogation. La téte et
le thorax sont unis en un céphalothorax, il est muni d’une paire de trompettes respiratoires,
tandis que la pointe correspond a I’abdomen composé de huit segment qui se termine par des

palettes natatoires (Mattingly, 1969).

> Adulte

e Téte est constituée de :

Une paire d’yeux composés mais pas d’ocelles, une paire d’antennes, composées de 15
articles chez la femelle et de 16 articles chez le méle. Les méles ont des antennes avec des soies
longues et plumeuses (« antennes plumeuses ») comprenant les organes récepteurs de
I’olfaction (pour la perception des phéromones et de 1’audition) et un long proboscis appelé
également trompe. Les femelles ont des antennes avec des soies verticillées, courtes et moins
fournies que celles des méles. La téte porte aussi un appareil buccal, de type suceur chez le
maéle et de type pigeur suceur chez la femelle. (Figure 1, 2)

4



Antenne
plumeuse

Antenne avec des
soies verticillées
Palpe maxillaire

1.\ Trompe

Figure 1 : Téte de moustique male Figure 2 : Téte de moustique femelle

(Source : Source : http:// www.ilm.pf/infomoustiques)
e Thorax

Il est composé de nombreuses plaques chitinisées sur la face dorsale (tergites), ventrale
(sternites) et latérales (pleurites) ; il porte aussi deux paires de stigmates latéraux (pour la
respiration) et de nombreuses soies et écailles dont la forme et la disposition sont utilisées dans
la systématique. Il est divisé en 3 parties :

- le prothorax qui est réduit ;

- le mésothorax formant a lui seul presque le thorax, porte dorsalement la paire (antérieure)

d’ailes fonctionnelles (figure 3) ;

- le métathorax est réduit dans sa partie dorsale, sa partie pleurale est mieux développée, il porte

une paire d’ailes vestigiales ou halteres.

Chaque segment thoracique porte en position ventrale une paire de pattes longues et
fines, formée chacune de neuf articles: la hanche ou coxa, le trochanter, le fémur, le tibia et les
5 articles du tarse dont le dernier porte deux griffes latérales (figure 3). Elles peuvent préserver

des ornementations variées, formées d’écailles et de soies colorées. (Hamon et al, 1961).
e Abdomen

C’est la partie postérieure du corps. Il contient la plupart des organes de I’insecte (cceur,
I’estomac, 1’appareil respiratoire...). Il est constitué de dix segments, dont les huit premiers
sont nettement visibles, les 9eme et 10 segments peu visibles et rétractiles (Hamon et al, 1961).

Chez la femelle, le 8 éme segment reste bien visible ; le 9 éme segment « génital », portant le
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vagin, est réduit a une petite plaque tergale a laquelle font suite les deux cerques dorsaux, sous
lesquels s’ouvre le rectum porté par le 10 éme segment « anal ». Chez le male, au niveau du 8
éme segment se croise I’intestin qui devient dorsal et le spermiducte qui devient ventral. Le 9
eme segment (génital) est tres modifié, avec le 10 éme, il constitue I’hypopigium (ou genitalia)

dont la morphologie, est trés complexe et variable (Roth, 1980).
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Figure 3 : Morphologie générale d’un moustique adulte

(D’apres OMS 1973)



1.2.2. Différences entre Anophelinés et Culicines
Les caractéres distinctifs des deux sous familles sont illustrés dans le tableau n°1 :

o (Eufs

Les ceufs des Anophelinés sont pondus isolément avec des flotteurs a la surface de 1’eau,
tandis que ceux des Culicinés sont pondus également isolément pour certains genres comme

Aedes mais ceux des Culex sont groupés en radeaux.
e Larves

Les larves des Anophelinés se trouvent parallelement et immédiatement en dessous de
la surface de I’eau. Ces dernicres respirent directement I’air extérieur a travers de petits orifices
appelés spiracles, ce qui leurs imposent cette position paralléle au repos. Par contre, les larves
des Culicinés s’inclinent par rapport a la surface de 1’eau. Ces larves se distinguent des
Anophelinés par I’existence de siphon respiratoire long.

e Nymphes

Ces nymphes sont trés mobiles et sont pourvues d’une paire de trompettes respiratoires.
La trompette respiratoire des Anophelinés est courte avec une large ouverture tandis que celle
des Culicinés est plus large et fine a ouverture étroite.

e Adultes

La différence se situe au niveau de la téte et du sexe. En effet chez les femelles, les
palpes maxillaires des Anophelinés sont aussi longs que le proboscis alors que ceux des
Culicinés sont plus courts que le proboscis. Chez les males, les palpes maxillaires des
Anophelinés ont une extremité renflées, mais ceux des Culicinés ont une extremité effilée.

Leur position au repos n’est pas aussi identique : par rapport au support, les Anophelinés sont
inclinés et les Culicinés sont paralléle.



Tableau 1 : Les principales caractéristiques morphologiques des Culicinées (genre :

des Anophelinées (genre : Anopheles)

[Source : Bruce-Chwatt; 1985]
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1.3. Cycle biologique du moustique
Un moustique passe par quatre stades de développement : ceuf, larve, nymphe et adulte.

C’est un insecte holométabole c¢’est-a-dire insecte a métamorphose compléte car 1’adulte, la
larve et la nymphe ont des morphologies, mode de vie, et meceurs alimentaire trés différentes

(Guillaumot, 2009). Ainsi, le cycle biologique du moustique se décompose en deux phases :
- Une phase aquatique pré-imaginale (« avant les adultes » : ceuf, larve et nymphe),

- Une phase aérienne (stade adulte).

Les différents stades de développement du moustique sont montrés dans la figure 4.

Apres accouplement avec le male, la femelle fécondée fait un premier repas de sang
pour prélever les nutriments nécessaires a la maturation de ses ceufs. Elle n’a besoin d’étre
fécondée qu’une fois puisqu’elle dispose d’un systéme de stockage des spermatozoides qui lui
permet de pondre de fagon répétée jusqu’a la fin de sa vie. Environ trois jours plus tard, la
femelle est préte a pondre et recherche activement un gite d’eau stagnante propice au
développement de ses larves. La majorité des gites sont créés par ’homme : ils peuvent étre
domestiques (vases d’appartement, soucoupes de pots de fleurs, etc.) ou péri-domestiques
(ornements de jardins, coupelles de plantes vertes, vieux pneus, poubelles, puits, bassins,
abreuvoirs pour animaux, récipients abandonnés, etc.). Il existe en effet des différences de
typologie de gites larvaires selon les genres et especes de moustiques : les gites larvaires sont
tres variées tels que les eaux douces ou saumatres et eau minéral, les flaques d’eaux temporaires
ensoleillées comme les riziéres, d’autres espéces préférent les eaux permanant (le méandre,
lac ...), dans les gites naturels comme les marais et marécages, tronc d’arbre creux pour
Anopheles, eaux plutét riches en matieres organiques et les eaux plus ou moins pollués riches
en ammoniaque (Chauvet,1973) d’une maniére générale dans les zones tropicales en milieu

urbain pour Culex. (Guillaumot, 2009).

Le moustique femelle pond environ 50 & 400 ceufs a la surface de I’eau. Les ccufs
peuvent étre trés résistants et s’adaptent aux conditions climatiques : si les conditions sont
défavorables (sécheresse, basse température), ils entrent en phase de dormance (diapause),
sinon ils sont préts a éclore en 1 ou 2 jours pour laisser place a des larves d’environ 2
millimetres. Les larves subissent trois mues avant d’atteindre leur taille maximale d’environ 10
millimétres en 6 a 12 jours selon les conditions environnementales (Guillaumot, 2009 ; Institut
Louis Malardé, 2012). Elles respirent généralement grace a un siphon en se collant a la surface

de I’eau et se nourrissent de plancton, de matiére organique ou de petits animaux aquatiques.
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Au bout de 6 a 10 jours, la larve de stade 4 donne naissance a une nymphe. C’est par la suite
qu’a lieu I’émergence : la nymphe va s’ouvrir au niveau du thorax pour laisser le moustique
adulte ou « imago » s’élever en déployant ses pattes, ses ailes et ses antennes pour ensuite
s’envoler. Les moustiques adultes mesurent, selon les especes, de 5 a 20 millimetres (le male
est genéralement plus petit que la femelle et posséde des antennes plumeuses). Le méle se
nourrit exclusivement de jus sucrés. La femelle s’alimente non également de jus sucrés pour se
procurer de I’énergie nécessaire au vol mais aussi de sang humain ou animal qui permet le
développement des ovaires. Ce dernier est illustré par le cycle gonotrophique. (Guillaumot,
2009 ; Institut Louis Malardé, 2012)

Repas sanguin

TARY

Accouplement [/ ".\,,
Ponte
Vie aérienne
Vie aquatique T Defs
* 3}
SRS
(\‘ 3\, % 7
— 1\;:. - 4 siades larvaires

Figure 4 : Cycle de vie du moustique

(Institut Louis Malardé, 2012)

Le temps qui s'écoule entre le repas sanguin et la ponte des ceufs s'appelle cycle
gonotrophique dont la durée est différente chez les femelles qui n’ont pas encore pondu, les
nullipares et celles qui ont deja effectue au moins une oviposition : les pares (Robert et
Carnevale, 2009). Etymologiquement gonotrophique appelé également trophogonique vient de
deux mots: « gono » (gonade) et « trophique » (nourriture), autrement dit, le cycle
gonotrophique est le développement et la maturation des ceufs en fonction de la nourriture.

Beklemisshev (1940) a précise trois phases du cycle gonotrophique :
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e Phase I: la recherche de I’hdte par la femelle a jeun pour son repas sanguin.
e Phase 2: I’ingestion et la digestion du sang accompagnée de la maturation
des follicules ovariens.

e Phase 3: la recherche du lieu de ponte par la femelle gravide et I’oviposition.

Les phases 1 et 3 correspondent & une intense activité des femelles, contrairement a la phase 2
qui s’effectue au repos. La durée de chacune de ces 3 phases est influencée par le biotope
(disponibilité des hotes et des lieux de ponte), les conditions climatiques (température, humidité
relative, photopériode) et micro-climatiques (intérieur/extérieur des maisons, etc.). (Figure 5)
Lorsque les ceufs arrivent a maturité la femelle pond puis se nourrit & nouveau et le cycle
recommence.

Dans la nature, I’évaluation de la durée de vie des adultes est complexe car de nombreux
parametres interviennent, notamment ’espéce et les conditions écologiques et climatiques
générales et locales tels que le degré d’humidité et la température, I’influence des prédateurs,
etc. La durée de vie des males est nettement inferieure a celle des femelles, et se limite a
quelques jours, d’aprés Keener en 1945. Il faut noter que les Anophéles et les Culex sont
nocturnes. Selon leurs abris Ross a classé les moustiques comme suit les moustiques
domestiques (qui passent la plus grande partie de leur existence a ’intérieur de la maison, les
moustiques sub-domestiques (qui entrent dans la maison pour se nourrir et aprés sort), les

moustiques sauvages (qui ne pénetrent jamais dans la maison).

Apres

accouplement

rechearcha

_________ o d'un repas
* de sang
Hota
- CYCLE
A GUNOTROPHIQUE

ponte

X

Figure 5 : Cycle gonotrophique du moustique

(Source : Carnevale et Robert, 2009)
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1.4. Importances médicales de Culex et de Anopheles

Les moustiques du genre Culex sont présents en Afrique, au Moyen-Orient, en Inde, en
Europe ou en Amérique du Nord. Ils sont les principaux vecteurs du virus de I’encéphalite
japonaise (Bourgeade et Marchou, 2003) qui est une anthropozoonose virale du continent
asiatique et du virus du Nil occidental isolé pour la premiere fois en 1937 en Ouganda. L espéce
quinquefasciatus est le vecteur majeur de filariose dont 1’agent est Wuchereria bancrofti dans
les régions tropicales du monde et notamment dans les iles de 1’Océan Indien incluant

Madagascar (Tableau?2).

Le paludisme, appelé aussi malaria, est la parasitose la plus répandue dans des pays
tropicaux et subtropicaux. Ils existent 300 a 500 millions de cas dont des millions de décés sont
déclarés chaque année. Les Anopheles sont les principaux vecteurs de parasites du genre
Plasmodium. (Pasvol et Casalino, 2004). Les especes du complexe An. gambiae sont les
principaux responsables du fléau qui sévit en Afrique tropicale (Tableau 2).

Tableau 2 : Vecteurs et maladies transmises

Maladies transmises

Moustiques vecteurs

Les régions touchées

Culex quinquefasciatus

Filariose, encéphalite

japonaise, virus du Nil

Afrique, iles d’océan indien,

Sud-Est asiatique

Amérique du Nord

Anopheles gambiae Paludisme, filariose Afrique, Asie, Amérique
latine,

iles de I’Océan Indien

1.5. Mode de transmission du virus ou parasite par le vecteur

La transmission des maladies infectieuses est un phénoméne complexe qui fait
intervenir 1’hote, le vecteur et 1’agent pathogéne (Figure 6). La premiére étape du cycle de
transmission d’une maladie vectorielle correspond a la contamination de 1’arthropode par un
malade dont 1’agent pathogéne circule dans son sang. Le sang contaminé est aspiré par le
moustique. L’agent pathogene traverse ensuite la paroi de I’estomac pour se répliquer dans les
glandes salivaires du vecteur. La phase qui separe la contamination du moustique vecteur par
un repas de sang et I'infection de ses glandes salivaire est appelée période d’incubation

extrinseque (Guillaumot, 2009). Lors de son prochain repas de sang, le moustique femelle
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prélévera du sang par le labre et injectera également de la salive par I’hypopharynx, comme a
chaque piqlire puisqu’elle contient des composants anesthésiants et anticoagulants. La salive
étant contaminée par I’agent pathogene présent dans les glandes salivaires, cette nouvelle piqlire

inocule I’individu.

Le cycle de transmission est lance, tant que le contact vecteur hote-pathogéne subsiste. L’étape
de développement du pathogéne dans le vecteur peut étre plus ou moins longue selon I’espéece
vectrice et la nature de 1’agent pathogéne. Ainsi, le moustique infecté peut transmettre les agents
pathogenes durant toute sa vie a la génération suivante (transmission transovarienne). Il joue

ainsi le role de vecteur et de réservoir (OMS, 2012).

Vecteur non infecte . Hote malade
A
!
Arthropode vecteur Hote sain (homme
infecté (moustique) » | ou animal)

Figure 6 : relation entre héte, vecteurs et agents pathogénes
1.6.1. Les conditions d’installation d’une maladie vectorielle

Pour qu’une pathologie a transmission vectorielle s’installe, plusieurs conditions
doivent étre exigées comme une population suffisamment dense de vecteurs compétents et
d’hotes, et I’introduction de 1’agent pathogene par ’arrivée de sujets virémiques malades (cas
d’importation).Certains facteurs sont également reconnus comme associés a un risque
d’épidémie. Il s’agit de facteurs propres a la population (densité, immunité, facteurs socio-
économiques, etc.), a I’environnement (vecteur, conditions climatiques, etc.) et a 1’agent

pathogene (sérotype, pathogénicité, etc.) (La Ruche et al., 2010a).
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2. Généralités sur les plantes étudiées
2.1. Description des familles et des genres

-Régne : VEGETAL

-Embranchement : SPERMAPHYTES

-Sous-embranchement : ANGIOSPERMES

-Classe : DICOTYLEDONES
e Famille : LAURACEAE

La famille des Lauracées est une famille de plantes angiospermes, qui comprend plus
de 2000 espéces réparties en une cinquantaine de genres. Ce sont des arbres ou des arbustes a
feuilles quasipersistantes, géneralement aromatiques. Les feuilles sont alternes, plus rarement
opposées, sub-opposées ou vertcillées, sans stipule, les fleurs sont actinomorphes (symétrie

radiale : étoile). (http://www.plantes-botanique.org/famille_lauraceae)

Parmi ces genres, il y a le genre Ocotea (Varongy). Il sagit d'arbre ou d'arbuste
persistant, aux feuilles alternes ou pseudo-verticillées, simples et aromatiques. Les fleurs
régulieres et unisexuées, sont assemblées en cymes axillaires ou en panicules subterminaux.
Toutes se composent d'un périanthe possédant 6-8 tépales disposés sur deux verticilles. Les
fleurs males sont constituées de 3 verticilles de trois étamines entourant un pistillode, tandis
que les femelles le sont par quelques staminodes entourant un ovaire ovoide, supére et
uniloculaire. Les fruits sont des drupes ellipsoides a demi-enchassées dans le périanthe
accrescent. (http://www.plantes-botanique.org/genre_ocotea). Les deux espéces utilisées dans
cette étude sont : Ocotea trichophlebia et Ocotea auriculiformis. Ces plantes sont rencontrées

dans les parties Nord et Est de Madagascar.

e Famille : VIOLACEAE

La famille des Violacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend 16 a 23
genres distribué sur 800 espéces. C'est le botaniste August Batsch qui crée cette famille sous le
nom de Violariae dans son ouvrage « Tabula affinitatum regni vegetabilis » en 1802, d'apres le
nom classique latin du genre type Viola. Cette famille comprend des arbustes ou des herbes

vivaces, rarement annuelles. Les tiges, dressées ou ascendantes, sont parfois rhizomateuses et
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portent des feuilles alternes, rarement opposées, simples, aux formes les plus variées. Les fleurs
ont un pétale inférieur transformé en éperon ou se concentrent le nectar et sont habituellement
hermaphrodites, rarement polygames et parfois cléistogames, c'est-a-dire que leur corolle
n'éclot pas et que par conséquent la fécondation est nécessairement autogame. Le calice, formé
de 5 sépales, est persistant et les 5 pétales inégaux ont des couleurs vives et variées. Certaines
espéces sont tres parfumeées, tandis que d'autres ont des fleurs totalement inodores. Leur fruit
est une capsule qui s'ouvre en 3 valves, ou une baie, et contient des graines munies d'un petit

appendice. (http://fr.m.wikipedia.org/wiki/Violaceae)

L espece a étudié est Rinorea arborea (Hazompasy). C’est une plante qui n’a pas encore
fait I’objet d’une étude. Elle est répartie dans les régions d’ Analamanga, Diana, Sava, Antsimo-
Atsinanana, Haute Matsiatra, Vatovavy-Fitovinany, Betsiboka, Melaky, Sofia, Alaotra-
Mangoro, Analanjirofo, Antsinanana, Androy, Anosy, Atsimo-andrefana, Menabe

(http://www.tropicos.org)

e Famille : THYMELAEACEAE

D’aprés « La Flore Générique des Arbres de Madagascar », c’est une famille
cosmopolite de taille moyenne représentée par 50 genres dont 7 sont rencontrés a Madagascar

et 720 especes dont 33 sont présents sur 1’1le. (George, 2001)

Ce sont essentiellement des arbres et arbustes, rarement des lianes ou des plantes
herbacées, certains des zones arides, largement répandus des régions tempérées a tropicales,
avec une diversité plus marquée dans I’hémisphere sud. Les feuilles sont simples, enticres, les

stipules sont absentes.

Le genre Gnidia fait partie des plantes utilisé dans les tests. Ce sont des sous arbrisseaux
a souche forte avec beaucoup de rejets et résistant au feu. Ils ont des calices colorés, filiformes,
allongés ; leur limbe a quatre divisions, couronné de quatre écailles. Ils ont huit étamines, un
style, un stigmate et une noix monospermes. Ils se propagent par des boutures et des marcottes.
(http://fr.m.wikipedia.org/wiki/Thymelaeaceae)

A notre connaissance, Gnidia daphnifolia est une espéce endémique de Madagascar, et
n’avait pas fait ’objet d’étude biologique antérieure. Cette plante se trouve dans la région de
Diana. Toutes les parties de la plante sont employées en pharmacopée malagasy. La décoction

de la plante entiére est utilisée pour soigner la diarrhée et les dysenteries, celle de 1’écorce est
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consommeée pour lutter contre la fatigue et celle de tiges feuillées est recommandée pour le

traitement des affections du foie comme 1’hépatite ou la jaunisse.

2.2. Compositions chimiques des plantes étudiees
e Compositions chimiques de 1’huile essenticlle de Rinorea arborea

Le chromatogramme de I’huile totale de Rinorea arborea montre 108 composés dont
103 sont identifiées (95.37%) et les restes sont inconnus (4.63%). Les principaux composés
sont les terpénes (11.29%), les sesquiterpenes (26.06%) et les Produits Oxygénés (58.02%).
(Roseline, 2015)

e Compositions chimiques de Gnidia daphnifolia

D’apreés le criblage phytochimique de Gnidia daphnifolia, les alcaloides sont présents
dans toutes les parties de la plante de Gnidia daphnifolia. Ils sont trés abondants dans les tiges
et les troncs, moyens dans les fleurs et faibles dans les feuilles, les écorces et ainsi que dans les
racines ; les polyphénols sont présents dans toutes les différentes parties de la plante Gnidia
daphnifolia. Leur quantité est trés importante dans tous ses organes sauf dans ses troncs ou la
quantité est faible. (Zahara, 2015)

3. Généralités sur les huiles essentielles et extraits de plante
3.1. Huiles essentielles

3.1.1 Définitions
Voici une définition suivant la norme ISO 9235 (Matieres premiéres aromatiques

d’origine naturelle — vocabulaire) selon laquelle une huile essentielle est un « produit obtenu a
partir d’'une maticre premiere d’origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse par des
procedés physiques : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques

a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche. »

Voici d’autres définitions relatives aux huiles essentielles proposées par des chercheurs.
En premier lieu, une huile essentielle est la fraction odorante volatile extraite des végetaux.
C'est le parfum concrétisé de la plante, un véritable concentré. Elle peut étre extraite de
différentes parties d'un végétal : les feuilles (ex : I'eucalyptus), les fleurs (ex : la camomille),
I'écorce (ex : la cannelle), le bois (ex : le cédre), le zeste (ex : le citron) et bien d'autres encore
- les graines, les baies, les fruits, le bulbe. (Festy, 2008)

En second lieu, I'huile essentielle, au sens strict du terme, est le produit obtenu a partir
de la matiere premiere vegétale par les techniques traditionnelles de distillation ou d'expression

a froid. Cette définition ne comprend pas les extraits aromatiques obtenus par d'autres
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techniques d'extractions. L'essence est la substance aromatique sécrétée par la plante, qui par

distillation devient une huile essentielle (Bonnafous, 2013)

Les huiles essentielles sont des produits de composition assez complexe, contenant des
principes volatiles. Quant a I'extraction de ses composés volatils, il existe différents modes qui
peuvent étre classés en deux catégories (voir annexe 1) :

- Les méthodes classiques qui comprennent 1’expression, I’hydrodiffusion, I’hydrodistillation,
I’enfleurage, 1I’extraction par les solvants volatils ;
- Les méthodes modernes qui sont I’extraction par fluide supercritique et la distillation assistee

au four micro-onde. (Rakotomalala, 2001 ; Smadja, 2004)

3.1.2. Composition chimique

Ce sont des mélanges complexes de composants appartenant principalement a deux
groupes, caractérisés par des origines biogénétiques apparentes dont les terpinoides qui sont les
plus volatiles : mono et sesquiterpenes, et les composés aromatiques derivés du phénylpropane.

(Bruneton, 1993) (voir annexe 2)

3.1.3. Utilisation des huiles essentielles en tant que biopesticides

e Activité insecticide des huiles essentielles

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation a été
bien démontré contre les déprédateurs des denrées entreposées ; de nombreux travaux ont porté
sur lI'amélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent de renforcer et de

rentabiliser leurs activités insecticides (Isman, 1994).

e Activité acaricide, fongicide et bactéricide

Contre Varroa jacobsoni, parasite des colonies d'abeilles, plusieurs travaux ont été
meneés sur I'effet toxique de certaines essences et de leurs composantes. Contre les bactéries,
contre les champignons, les alcools et les lactones sequiterpéniques sont d'excellents inhibiteurs
(Calderone et al., 1995).

3.2. Extraits de plante
3.2.1. Définitions

La définition méme d’extrait végétal semble rester floue pour certains. Il n’est pas rare,

en effet, que de simples poudres de plantes broyées soient commercialement appelées
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« extraits », considérant que le fait de retirer 1’cau par séchage des plantes autorise cette
appellation.(http://www.berkem.com/content/tout-sur-l-extraction-vgetale-25)

Les extraits sont des préparations liquides (extraits fluides et teintures), de consistance semi-
solide (extraits mous ou fermes) ou solide (extraits secs), obtenues a partir de drogues végétales

généralement a 1’état sec. (http://www.floranet.pagesperso.fr)

Quant a I'extraction, il existe différentes méthodes : macération a chaud, macération a
froid, fractionnement liquide-liquide, lyophilisation. La derniére étape pour 1’obtention d’un
extrait c’est la filtration : qui consiste a séparer les particules solides qui se trouvent dans un

liquide. (\VVoir annexe 4)

Les différentes familles chimiques qui peuvent exister dans une plantes : les alcaloides,
les flavonoides, les leucoanthocyanes, les anthocyanes, les anthraquinones, les tanins et
polyphénols, les stérols insaturés et triterpénes, les polysaccharides, les coumarines, les
hétérosides cyanogenes, les saponosides et les cardenolides et bufadiénolides. (FONG et al.,
1974,1977)

3.2.2. Utilisation des extraits de plante en tant qu’insecticide

Les plantes peuvent fournir des solutions de rechange potentielles aux agents
actuellement utilisés contre les insectes parce qu'elles constituent une source riche en produits
chimiques bioactifs. Beaucoup d'efforts ont été donc concentrés sur les matériaux dérives de
plante pour les produits potentiellement utiles en tant qu'agents commerciaux de lutte contre les
insectes (Kim et al., 2003). Les plantes aromatiques sont parmi les insecticides d'origine

botanique les plus efficaces (Shaaya et al., 1997).

3.3. Les composes chimiques a activites insecticide et insectifuge d’origine végétale
e Les composés insecticides

Une revue bibliographique exhaustive de 1965 références (de 1923 a 2010) a été réalisée
par Isabelle Boulogne en 2010, en utilisant les bases de données scientifiques, des bases de
données de chimie, des bases de données botaniques et des livres pour identifier les composés

chimiques a activité insecticide, et insectifuge issus d’especes végétales.
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Figure 7 : Types de composés responsables de I’activité insecticide (en %)
(Boulogne, 2010)

La figure 7, présente le pourcentage des types de molécules responsables de 1’activité
insecticide trouvées dans la littérature. Elle indique que les trois types de molécules les plus
souvent responsables de 1’activité insecticide sont respectivement les terpénoides, les alcaloides

et les composés phénoliques.
e Les composés insectifuges

La figure 8, présente le pourcentage des types de molécules responsables de ’activité
insectifuge trouvées dans la littérature. Elle indique que ce sont trés majoritairement les
terpénoides qui sont responsables de 1’activité insectifuge, suivis par les composés phénoliques

et les alcaloides. (Boulogne, 2010)
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Figure 8 : Types de composés responsables de ’activité insectifuge (en %)

(Boulogne, 2010)
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Chapitre 2 : Matériels et methodes

1. Sites de capture des femelles adultes de An. gambiae s.1 et de collecte des larves de Cx.
quinquefasciatus

Les sites sont situés dans la partie Sud-Est de la région Analamanga et sont répartis dans
deux districts différents (Antananarivo Il et Atsimondrano). Quelques sites urbains ont été
prospectes, entre autres Ankatso, Ampefiloha. Les Hauts-Plateaux se situent entre les latitudes
de 18°a21° 30’ et les longitudes est de 46°15° a 47°45’ (Lacan, 1953). Ces districts possédent
quatre saisons annuelles, bien définies par leurs caractéristiques particulieres. Pour le site de
capture des Anophéles adultes & Ankatso : c’est une zone urbanisée, elle fait partie du 2°m®
arrondissement de la commune urbaine d’ Antananarivo. En général, les quartiers présentent des
riziéres qui, dans sa partie supérieure, sont bordées par des champs de légumes. Les riziculteurs
y pratiquent également la riziculture inondée et d’autres cultures maraichéres. Pour le site de
collecte des larves de Culex & Ampefiloha : c’est aussi une zone urbanisée, il fait partie du 4™
arrondissement de la commune urbaine d’Antananarivo, aux alentours du chemin de fer, il n’y
a que des canaux d’évacuation d’eaux par les maisons situées autour.

Madagascar

Région Analamanga
Ankatso

Site de capture des
femelles adultes de
Anopheles gambiae s.1

Ampefiloha Legene
Site de collecte des
ANTANANARIVO — Route
larves de Culex Antananarivo ville
Antananarivo renivohitra
75 0 7.5 15 km [ Antananarivo-Nord
[ — @ Antananarivo-Sud

Figure 9 : Sites de captures des larves de Cx. quinquefasciatus et des femelles adultes de An.
gambiae s.|
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2. Matériels
2.1. Matériels biologiques

- Les moustiques : Culex quinquefasciatus, Anopheles gambiae s.1.

- Les huiles essentielles (O.tricophlebia , O.auriculiformis et Rinorea
arborea) ; les extraits (O.auriculiformis et Gnidia daphnifolia

2.2. Matériels pour les collectes des larves de Culex et captures de Anopheles adultes

e Matériels de collecte des larves de Culex quinquefasciatus

- Godet

- Bouteille plastique

Figure 10 : Godet

e Matériels de capture des Anophéles adultes :
- Aspirateur a bouche
- Gobelets a voile retenue par une élastique et bouchés avec du coton
- Glaciere

- Lampe torche
Glaciere

Gobelets a voile

Aspirateur a bouche

Lampe torche

Figure 11 : Aspirateur et gobelet a voile (a gauche) ; glaciere (a droite)
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2.3. Matériels d’¢levage: insectarium

L’insectarium du CNRE est composé de plusieurs cages en tulle moustiquaire qui sont
utilisées pour 1’¢levage des adultes. A I'intérieur de certaines cages se trouvent des cuvettes
contenant les nymphes ; des serpillieres mouillées sont placées sur 1’étagére et des cuvettes
remplies d’eau sont mises par terre pour maintenir 1’humidité entre 70 a 80%; la température
est maintenue & 27°C par un radiateur. Un thermomeétre et un hygrometre sont placés dans

I’insectarium pour la surveillance des températures et d’humidité.

thermomeétre

hygrometre

cages en tulle moustiquaire

Serpilliere mouillees

Cuvette remplie d’eau
radiateur

Figure 12 : Insectarium

2.4. Matériels pour les tests de répulsion :
> Les produits testés :
- Les huiles essentielles (fournis par le laboratoire de chimie du CNRE) :

Ocotea trichophlebia, Ocotea auriculiformis, Rinorea arborea : méthode d’extraction par

hydrodistillation (voir annexe 2)
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> Matériels utilisés pour les tests de répulsion :

- Olfactometre (ce matériel est inspiré du tube OMS)

L’olfactomeétre est un long tube en verre de forme carrée (de 5 cm de c6té) de 1m de long,
I’olfactometre sert a tester 1’effet repulsif d’une huile essentielle. Les deux extrémités sont
munies de ventilateur, et au centre se trouve un aspirateur. Ces ventilateurs soufflent de 1’air
vers le centre et I’aspirateur au centre aspire de 1’air vers I’extérieur. Ces deux ventilateurs et
aspirateur fonctionnent avec un adaptateur qui est réglé en 4,5 V et le flux d’air dégagé égale
a 0,18 m/s. Cet olfactometre est divisé en deux zones il y a la zone A (zone d’exposition de Ocm

jusqu’a 30cm vers le centre) et la zone B (le reste). (Figure 13)

A
/ ; / hl ; V4 ;
1 a—4 1
—» <+ 2
i v |
Zone A Zone B
| (Zone exposée au (Zone neutre 30 a4 100 cm) E
produit 0 a 30 cm)
| Longueur de I’olfactometre : 100 cm
1, 2 : emplacement du ventilateur
3 : emplacement de ’aspirateur
> : Direction de I’air (v = 0,18 m/s)
couvercle

aspirateur

P —-— T
R
= 3 -.ﬁ_g..l e 0 ‘i

ventilateur adaptateur bouton contrdle ventilateur

Figure 13 : Olfactometre
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- Micropipettes 200 et 100 pl

- Papier Whatman N° 1 coupé en 2cm x 2cm

- Alcool 45 °C

Figure 14 : Micropipettes (a gauche) et papier Whatman (a droite)
2.5. Matériels pour les tests de mortalité
> Les produits testés :
- les extraits de plantes (fournis par le laboratoire de chimie du CNRE) :

Ocotea auriculiformis 20 mg/ml (type d’extraction : hydroalcoolique, a chaud, a froid, voir
annexe 2) ; Gnidia daphnifolia 20mg/ml (type d’extraction : hydroalcoolique, voir annexe 2)

> Les materiels utilisés :
- Tubes OMS : composés de deux tubes en plastiques de 44 mm de diametre et de 125mm de
hauteur. Chaque tube est muni en une extrémité d’un écran de 16 mailles (figure 15). Un des
tubes est marqué d’un point rouge utilisé comme « tube d’exposition » car ils servent a mettre
les moustiques en contact avec I’insecticide, I’autre tube marqué d’un point vert sert de « tube
d’observation » : pour 1’observation apres les expositions. Le tube d’observation est connecté
a une plaquette d’une ouverture de 20mm de diameétre par lequel en introduit les moustiques.
Ces plaques sont fixés sur les deux cotés les bouts libres de deux tubes OMS tel que le tube
d’exposition sur la face a bande rouge et le tube d’observation du coté de la plaque a bande

verte.
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Bout a tamis

Tube d’observation (point vert)

Plaquette

Tube d’exposition (point rouge)

Plaquette

Plaques
coulissantes

Figure 15 : Tubes OMS

- papier Whatman N° 1 coupé en 2cm x 2cm

- aspirateur a bouche : nécessaire pour transférer les moustiques de la cage au tube OMS (ou

éprouvette en plastique). On peut également introduire les moustiques dans les tubes OMS
- micropipettes : 100 et 200 pl
3. Méthodes

3.1. Méthode pour la collecte des larves de Culex quinquefasciatus

La collecte des larves a été effectuée a 9h du matin & Ampefiloha, dans les canaux

d’évacuation d’eaux.

La méthode avec le godet est habituellement utilisée pour collecter des échantillons dans des
plans d’eau relativement étendus tels que les marécages, les fosses par exemple. Elle consiste a
abaisser le godet doucement suivant un angle d’environ 45° pour minimiser la perturbation,
puis ratisser la surface de I’eau ou alors abaisser suffisamment le godet pour que I’cau et les

larves y pénétrent. 1l faut veiller a ne pas éclabousser quand on fait sortir le godet. (Figure 16)

Les larves sont recueillies a I’aide d’une pipette et transférées dans des récipients en plastique

avec I’eau de gites et mis dans une glaciére pour le transport au laboratoire.
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Figure 16 : Collecte des larves de Culex quinquefasciatus a Ampefiloha

3.2. Méthode pour la capture des adultes de Anopheles gambiae s.1.

La capture des moustiques adultes a été effectuée a Ankatso a 9h du matin, dans les gites

de repos a I’extérieur des maisons dans notre cas, les moustiques sont capturés dans une étable.

Figure 17 : Gite de repos (étable) de I’espéce Anopheles gambiae s.1.

A D’aide d’une lampe torche, on éclaire 1’endroit ou peuvent se cacher les moustiques.
Apres les avoir repérer, aspirer ’insecte a 1’aide de 1’aspirateur a bouche puis le transférer dans

le gobelet en carton recouvert d’une voile et bouché par un morceau de coton.

Avant de placer le gobelet dans une glaciére (pour éviter de tuer certains individus lors
du transport), un bout de coton imbibé de sucre est déposé sur le voile du gobelet en carton pour

nourrir les individus, puis ramené au laboratoire.
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Figure 18 : Capture des Anopheles adultes dans les étables

3.3. Méthodes d’¢élevage de Culex quinquefasciatus et de Anopheles gambiae s.1.
e Elevage de Culex quinquefasciatus

Apreés les collectes des larves, elles sont mises dans des bacs contenant de 1’eau de gite.
L’eau de gite a été remplacée tous les 2 jours pour éviter la formation des pellicules. Les larves
ont été nourries avec des biscuits en poudre. Au bout de quelques jours, les larves du stade 1V
subissent des mues nymphales et se transforment en nymphes. Les nymphes ont été séparées
puis transférés dans des bacs, ensuite, elles sont placées dans des cages d’élevage. Apres

quelques jours, les nymphes se transforment en adultes.

Les adultes issus de I’émergence ont été mis dans une nouvelle cage ou ils sont engorgés
avec un cobaye pendant une demi-journée. Le repas sanguin est nécessaire pour la maturation
des ceufs. Apres 24h, un pondoir a été placé dans la cage. Ce pondoir est constitué de papier
filtre humide (pour garder I’humidité). Les papiers filtres recouverts d’ceufs ont été recueillis et
mis dans un bac contenant de I’eau de gites pour 1’éclosion. Les ceufs éclos donnent de petites
larves. Les nymphes issues des larves ont été recueillies puis transférées dans des cuvettes
rempiles d’eau. Ensuite ces cuvettes sont placées dans des cages en tuile moustiquaire, en
attendant leur émergence. Les nymphes se transforment en adultes apres un a deux jours de leur
mise en cage et 1’on obtient des imagos constituant la génération F1. Les moustiques sont
ensuite placés dans des cages. Les adultes sont nourris avec du coton imbibé de solution sucré

suspendu a I’intérieur de la cage d’¢levage.
> Elevage de Anopheles gambiae s.1.

Arrivées au laboratoire, les femelles ont été mises dans des cages en tuile moustiquaire
et nourris avec du coton imbibé de solution sucré suspendu a I’intérieur de la cage d’élevage.
Celles qui étaient dans un état d’engorgement ont effectué leurs pontes dans des boites de pétri,
contenant du coton couvert du papier filtre (Whatman n°1) humide qu’on appelle pondoir. Mise

a leur disposition un cobaye a été systématiquement offert comme repas de sang aux femelles
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adultes; leur engorgement est effectué dans le noir. Les ceufs pondus dans le pondoir sont mis
dans des bacs contenant de 1’eau de puits ou de I’cau distillée pour 1’éclosion ; apres éclosion,
les larves ont été nourries avec des biscuits en poudre et de I’ombrage ; les nymphes ont été
recueillies dans des cuvettes et placées dans des cages en attendant leur émergence. A
I’émergence de la premiere génération F1, les moustiques sont placés dans des cages de
dimension 30 x 30 cm ; constitués d'une armature métallique soutenant les parois de tulle
recouvertes de toile moustiquaire. Une des faces du cadre ainsi recouverte comporte une
ouverture pourvue d'une manche permettant de faire passer les bras pour effectuer les diverses

manipulations a I’intérieur de la cage.
Nous avons réalisé pour les moustiques adultes deux types d'alimentation:

- Pour les méles, une alimentation de maintien qui était constituée d'eau sucrée. Nous avons

imbibé de cette solution sucrée un coton et nous I'avons suspendu a I’intérieur de la cage.

- Pour les femelles, En plus de I’alimentation du maintien, une alimentation au sang dans le noir
(cage recouverte de tissu mouillé noir) a été réalisée sur cochon d’inde, une fois toutes les 48h.
Une partie du corps du cobaye est dépourvu de poils pour faciliter le repas du sang, ce dernier
était placé dans la cage. Une boite de pétri contenant du papier filtre imbibé d’eau a été placé a

I’intérieur de la cage pour servir de pondoir.
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Incubation des ceufs

Collecte des nymphes

Engorgement des moustiques

Figure 19 : Etapes d’¢élevage des moustiques (Cx. quinquefasciatus et An
gambiae s.| ) dans I’insectarium

3.4. Méthodes d’identification des moustiques
e Identification de Culex quinquefasciatus
L’identification des espéces d’adulte de moustiques a été faite avec les clés
d’identification des moustiques adultes de Madagascar par Didier Fontenille, juin 1989. Il
mesure de 3 a 6 mm de long, caractérisé par les écailles scutales ordinairement plus chamois :
cellule de la fourche supérieure chez la femelle a peine 2,5 fois aussi longue que son tronc ;
palpe du males moins long. Voici les clés faite par Didier Fontenille pour I’identification de

Culex quinquefasciatus :
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- la trompe n’est pas annelée de pale
- sur le sternite il y a des bandes longitudinales

- sur le tibia postérieur il n’y a pas de bande longitudinale

Bandes
Trompe Iongl_tudlnales sur le
non sternite
annelé

Figure 20 : Femelle de Cx. quinquefgsciatus

(Source : http ://mww.moustique.org/Culexquinguefasciatus)

e Identification de Anopheles gambiae s.1.

L’identification des spécimens vivant se fait individuellement dans des tubes a

hémolyse, sous la loupe binoculaire et en se servant des clés de détermination d’Alexis Grjebin

(1966) basés sur des criteres morphologiques (ailes, pattes, palpes).

An. gambiae s.| :

- Ailes : ailes largement pales ; taches costales étendues ; frange alaire tachée de péle au

point d’aboutissement des nervures 3, 4, 5, 6 ; une tache claire supplémentaire sur la

3™ aire sombre de la nervure 1.

- Palpes: lisses a 3 bandes pales, labande blanche apicale des palpes est large, et recouvre

le Séme article et 1’apex du 4°™ article; la bande médiane est étroite, mesurant moins

de la moitié¢ de ’apicale, et recouvrant I’apex du 3°™ et la base du quatriéme article. La

bande basale est égale a la médiane, et recouvre I’apex du 2™ article.

- Pattes : Fémurs, tibias et premier article des tarses tachetés de péles.
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Figure 21 : Pattes (a gauche) et palpe (a droite) d’An. gambiae s.l.
(Grjebin, 1966)

e 3

: N ':m, m
i6 155 It tmo

Figure 22 : Aile d’An. gambiae s.1.

J. DOUCET (1951)

D
I

ba. 2 - 4, branche antérieure de la deuxiéme et quatrieme nervure ; bp. 2 - 4, branche postérieur
de la deuxiéme et de la quatrieme nervure ; c., nervure costale ; L 1-6, premiére & sixiéme
nervure longitudinale ; sc., nervure sous-costale ; ta., tache apicale ; tb., tache basale ; tma.,
nervure transverse marginale ; tmo., nervure transverse moyenne ; tp., nervure transverse
postérieur ; ts., Nervure transverse surnuméraire ; tsa., tache subapicale ; tsc., tache sous costale

3.5. Méthodes pour les tests de répulsion

L’effet répulsif des huiles essentielles ont été évaluées sur les adultes de Cx.
quinquefasciatus et An. gambiae s.I ; 5 lots de 10 moustiques ont été utilisés pour le test, et le
test est répété cing fois ; au total 200 moustiques ont été utilisés pour le test de répulsion d’un
produit. Quatre concentrations différentes (100%,50%,25%,12%), ont été testées, avec un lot
de 10 moustiques, pour le test a vide. La dilution successive pour obtenir la gamme de

concentration s’est fait selon N’Guessan et al. (2003 & 2007) voir annexe 3 ; chaque huile
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essentielle a été diluée avec de I’alcool 45°. En effet selon les expériences et les résultats
préliminaires, 1’alcool a 45°C n’a aucun effet répulsif ou toxique sur les moustiques adultes.
(Rahanira R. : Chef d’unité de substances naturelles du CNRE)

Les moustiques femelles ont été aspirés dans la cage a voile, puis introduites dans les
gobelets a voile par lots de 10 moustiques grace a 1’aspirateur. Elles ont été ensuite introduites
dans I’olfactometre en enlevant le ventilateur au centre. Une fois introduite, le ventilateur est
remis en place. Avant de placer le papier filtre imprégné d’huile essentielle dans la zone A avec
la gamme de concentration respectives et le papier filtre contenant de I’alcool a 45°C dans la

zone B, on laisse les moustiques une minute dans 1’olfactométre : ce temps est appelé temps

d’adaptation.

Introduction des
moustiques dans
I’olfactomeétre

Capture des femelles
de moustiques

Imprégnation du produit

sur papier Whatman n°1 Introduction du produit

Figure 23 : déroulement du test de répulsion sur I’olfactométre

Des tests préliminaires ont été réalisés, 5 mn sont largement suffisantes pour le test, puis
apres on note le nombre de moustiques se trouvant dans les deux zones (zone A et zone B); le

pourcentage de répulsion est calculé suivant la formule de Mc Donald et al. (en1970):
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N B-NA

X100
NB+N A

PR(%)=
Ou NA : Nombre de moustiques présents dans la partie exposée au produit

NB : nombre de moustiques présents dans la partie neutre

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque huile essentielle est calculé et attribué
a I'une des différentes classes répulsives variant de 0 & V (Mc Donald et al, 1970) qui sont

présentés par le tableau n°3 suivant :

Tableau 3 : Indice de répulsion

Classe Intervalle de répulsion propriétés
Classe 0 PR<0,1% N’est pas répulsif
Classe | 0,1 <PR <20% Trés faiblement répulsif
Classe Il 20 < PR <40% Faiblement répulsif

Classe 11 40 < PR <60% modérément répulsif
Classe IV 60 <PR <80% Répulsif
Classe V 80 < PR <100% Tres répulsif

Apres les tests de répulsions avec les huiles essentielles, des tests de rémanences des
huiles essentielles sont faites pour savoir la durée de I’efficacité du produit ; seules les
concentrations qui ont une propriété répulsive et tres répulsive ont été testées, le test a été

effectué toutes les 2 heures pendant 6 heures.

3.6. Méthodes pour les tests de mortalité

Le test de mortalité est fait selon la norme de I’OMS en 2003 :

- Les moustiques femelles sont soigneusement prélevés dans les cages d’adultes a 1’aide de
I’aspirateur (avec une manipulation douce pour éviter de les tuer par traumatismes), 25
moustiques sont transférés dans le tube d’observation au travers de 1’ouverture centrale. On
laisse les moustiques reposer 60 minutes dans le tube d’observation, les tubes sont poses

verticalement, tamis en haut; (figure 26)

- Les papiers Whatman n° 1 ont été imprégné de 1’extrait : concentration de 20mg/ml avec les
doses respectives de 150l ; 200ul ; 250pl, et sont placés a I’intérieur des tubes d’exposition,
fixés a I’extrémité du tube (figure 25). Un lot de 25 moustiques a été testé pour chaque extrait
de plantes a raison de 3 répliques, un lot identique de moustique dans un autre tube contenant

un papier filtre non traité qui a servi comme témoin.
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- En connectant le tube d’exposition et 1’observation (y compris le tube témoin),
I’ouverture est dégagée en coulissant la plaque et en le soufflant délicatement pour faire passer
les moustiques du tube d’observation vers le tube d’exposition, ce dernier est refermé en

repoussant la plaque, le tube de mise en observation est ensuite détaché.

Les tube d’exposition sont placés a la verticale, tamis en haut, pendant une heure dans

I’insectarium, et durant une heure on note 1’effet knock-down toutes les 15 minutes.

- A la fin de cette période, les moustiques sont a nouveau transférés dans le tube d’observation
et laisser pendant 24 heures dans I’insectarium. On place un coton hydrophile imbibé de jus
sucré de 5 a10% sur maille du tube puis on place le tube au laboratoire a une température de
232 et une humidité de 50+10%. La mortalité est enregistrée apres 24heures, les moustiques

incapables de se déplacer sont comptés comme mortes.

Figure 24 : Capture des moustiques femelles

Figure 25 : Préparation des tubes Figure 26 : Transfert des
d’exposition moustiques du tube d'observation
vers le tube d’exposition

36



Tubes
d’observation

Tube
témoin

Figure 27 : Mise en observation a l'insectarium

» Conditions de validation du test

Suivant le taux ou pourcentage de mortalité dans le lot témoin, le test peut étre valide ou non.
= Lorsque le pourcentage de mortalité en témoin est inférieur a 5%: le test est valide.
= Lorsque le pourcentage de mortalité en témoin est supérieur a 20%: le test est invalide.

= Lorsque le pourcentage de mortalité en témoin est compris entre 5% et 20%: on doit procéder

a des corrections.

La correction du taux de mortalité du test se fait suivant la formule d’ Abbott:

. .. %demortalité observé - % de mortalité témoi
Pourcentage de mortalité corrigé = —————— X2 2 ST E TR K 100

100 - % de mortalité témoin

» Interprétation des mortalités
Lorsque le taux de mortalité des moustiques est supérieur ou égal a 98% : on a une
population sensible. (OMS, 2011)

3. Analyses des données
Les résultats obtenus sont analysés par le logiciel xI stat 2014. Les données obtenues

sur les tests a vide et témoins ont été analysés par le test t pour voir la différence significative
entre les deux zones A et B. Pour les tests de sensibilités, les données obtenus ont été représenté
par une courbe de régression logistique (log probit) a effet dose pour déterminer la CL50 et la
DL50.
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Chapitre 3 : Résultats

1. Durée de cycle biologique de Culex quinquefasciatus et de Anopheles gambiae s.1

» Pour Cx. quinquefasciatus

Les adultes qui émergent ont été élevés a I’insectarium pour les tests. On a noté pour
chaque lot le nombre d’ceufs pondus, la durée d’incubation, la durée de stade larvaire, la durée
de stade nymphale, et la durée du cycle sont notés. Le nombre d’ceufs est en moyenne de 250+50
par femelle, la durée d’incubation des ceufs est de 3 a 5 jours a une température variant entre
23 2 26°C (<27°C) et d’une humidité relative variant de 50 a60% (<70-80%). Le rapport de
nombre d’ceuf éclos par rapport au nombre total récoltés ont permis de déterminer le taux
d’éclosion (Te) qui est de 60%. La durée moyenne des stades larvaires (L1, L2, I3, L4) est de
10 a 12 jours et celle qui sépare les différents stades larvaires varient de 2 a 4 jours. Le taux
d’émergence (Tem) est le rapport entre le nombre des adultes et le nombre des nymphes
obtenues : ce taux est de 40%. Les proportions d’émergence des adultes males est de 33 % et
66% pour les femelles (sexe ratio : 0,50). On note que les males émergent avant les femelles.
La longévité des adultes obtenues en génération F1 est de 15 & 20jours. Elle dépend de la
variation des conditions externes telles que la température et I’humidité. La durée du cycle de

développement de Cx. quiquefasciatus est de 16 a 20jours.

Tableau 4 : Durée de développement des différents stades de Culex quinquefasciatus

Stades durées
Eufs 3-5jrs
Larves (L1-L2-L3-L4) 10-12 jrs
Nymphes 3-4 jrs
Durée du cycle : 16 a 20 jrs

» Pour An. gambiae s.1.

L’¢levage de groupe ne permet pas de suivre avec précision le passage d’un stade
larvaire a un autre. Il nous a permis de noter pour chaque lot, la durée de stade larvaire, la durée
du stade nymphal, et la durée du cycle. L’étude de la premicre génération d’An. gambiae s.l au
laboratoire a permis de déterminer le nombre moyen d’ceufs pondus dans les cages a m = 200
+ 50. La durée d’incubation des ceufs est de 48 h pour une température comprise entre 23 a

26°C et une humidité relative entre 50 a 60 %. Le rapport du nombre d’ceufs éclos par rapport
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au nombre d’ceufs total récoltés a permis de calculer le taux d’éclosion (Te) (Laboudi et al.,
2014) ; il est de 80 %. La durée moyenne des stades larvaires (L1-L2-L3-L4) est de 8 a 9 jours
(LraL2:2jrs;L2aL3:2jrs; L3aL4: 2jrs; L4 : 2 a3jrs); durant le développement de
différents stades larvaires, le taux de survie larvaire a été calculé par rapport au nombre de
larves qui arrivent au stade 1V, il est estimé de 70 %. Le stade nymphale a une durée de 2 a 4
jours puis il y a lieu I’émergence des imagos, Le taux d’ émergence (Tem) est de 50%, c’est
toujours les méles qui émergent en premier lieu puis les femelles un peu plus tard aprés 24 h,
environ la proportion de la colonie issue d’un méme lot d’ceufs est composée en moyenne de
30 % male et 70 % femelle (sexratio[c’est le rapport de proportion entre les deux sexes a
I’émergence] : 0,42). En moyenne le cycle de développement de An. gambiae s.1. dure de 15 a
18 jours.

Tableau 5 : Durée de développement des différents stades de Anopheles gambiae s.|

Stades durées
Eufs 2 jrs
Larves (L1-L2-L3-L4) 8-9 jrs
Nymphes 2-4 jrs
Durée du cycle : 15 a 18jrs

2. Test a vide et témoin
Les tests a vide et témoin ont été réalisés avant le test de répulsion et répétés trois fois,

au total 60 moustiques sont testés, les résultats obtenus sur les tests a vide et témoin ont été

représentés par le tableau n° 6 :

Tableau 6 : Test a vide et témoin

Nombre de moustiques

Zone A Zone B
Test a vide 6 4
Témoin 5 5

D’apres les résultats obtenus, le nombre de moustiques présents dans les deux zones
(zone A et zone B) sont presque égale, d’ aprés le test statistique effectué qui donne la valeur

de p (P=0,20 ; P>0,05), il n’y a pas de différence significative entre le ttmoin et le test a vide.
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Les moustiques se répartissent aléatoirement dans les deux zones de I’olfactométre ce qui
confirme que le dispositif n’est pas biaisé.
3. Effets répulsifs et effets insecticides des huiles essentielles sur les moustiques :

Au total, 600 moustiques sont utilisés pour le test de répulsion, dont 400 Culex

quinquefasciatus et 200 Anopheles gambiae s.1.

> Efffets répulsifs de O.trichophlebia et O.auriculiformis vis-a-vis de Culex

quinquefasciatus

Le pourcentage de répulsion des différentes concentrations des huiles essentielles est
récapitulé dans le tableau n°7. Apres 5 minutes d’exposition, 1’activité insectifuge sur les
différentes concentrations 12%, 25%, 50%, 100% a donné les pourcentages de répulsion
respective 16%,48%,60%,88% pour O. trichophlebia et 32%, 52%, 68%, 96% pour
O.auriculiformis. L’effet répulsif des huiles essentielles sur Culex dépend de la concentration,
c¢’est-a-dire I’effet répulsif sur Culex augmente lorsque la concentration du produit augmente.

Tableau 7 : Pourcentage de répulsion avec O.trichophlebia et O.auriculiformis vis-a-vis de
Culex quinquefasciatus

Huiles essentielles | Concentration en% Pourcentage de Propriétés
répulsion
O.trichophlebia 12 16 T,res fqlblement
répulsive
o5 48 Moder_ement
répulsive
50 60 Répulsive
100 88 Tres répulsive
O.auriculiformis 12 32 Faiblement répulsive
o5 50 Moder_ement
répulsive
50 68 Répulsive
100 96 Tres répulsive

e Test de la durée d’efficacité répulsive de O.trichophlebia et O.auriculiformis

vis-a-vis de Culex quinquefasciatus

Au total, 120 Cx. quinquefasciatus sont utilisés pour ce test.

D’aprés les résultats obtenus sur les tests de rémanence de O.trichophlebia et
O.auriculiformis effectués sur Cx. quinquefasciatus, I’efficacité des produits sur les moustiques
diminuent au cours du temps (figure 28 et 29). La durée de I’efficacité de ces deux produits est
tres courte, car au bout deux heures seulement, elles ne sont plus répulsives.
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Figure 28 : Courbe de durée d’efficacité répulsive de O.tricophlebia et Figure 29 : Courbe de durée d’efficacité répulsive O.tricophlebia et O.auriculiforr
O.auriculiformis a 50% a100%
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> Effet insecticide des huiles essentielles de O.trichophlebia et O.auriculiformis vis-a-vis

de Culex quinquefasciatus

Pour le test de mortalité avec les huiles essentielles, seules les concentrations qui ont
une propriété faiblement répulsive et modérément répulsive sont testées (12% et 25%); 150

moustiques ont été testés par produit. Au total, 300 Cx. quinquefasciatus.

A une concentration de 12 % et 25 %, le taux de mortalité des adultes de Cx.
quinquefasciatus est faible. Pour O. trichophlebia le tm est de 8% et de 44% ; et pour O.

auriculiformis le tm est de 20% et de 36% (tableau 8).

D’apres ces faibles taux de mortalités, les deux huiles essentielles n’ont pas un effet

insecticide sur Cx. quinquefasciatus.

Tableau 8 : Test de mortalité de Cx. quinquefasciatus avec 1’huile essentielle de O.

trichophlebia et celle de O. auriculiformis

Huiles essentielles O. trichophlebia O. auriculiformis
Concentration (%) 12 25 12 25
Taux de mortalité

(%) 8 44 20 36
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> Effet répulsif de Rinorea arborea vis-a-vis de An. gambiae s.l

Apreés 5 minutes d’exposition, I’activité insectifuge sur les différentes concentrations 12%,
25%, 50%, 100% a donné les pourcentages de répulsion respective 12%, 40%, 60%, 84% pour
Rinorea arborea, ceci montre que le pourcentage de répulsion augmente en fonction de la

concentration.

Tableau 9 : Pourcentage de répulsion avec Rinorea arborea vis-a-vis de An. gambiae s.|

Huile essentielle Concentration en Pourcentage de Propriétés
% répulsion
Rinorea arborea tres faiblement
12 12 répulsive
o5 40 Modér_ément
répulsive
50 60 Répulsive
100 84 Tres répulsive

e Test de durée d'efficacité répulsive de Rinorea arborea vis-a-vis de An. gambiae

s.
Au total, 60 An. gambiae s.I sont téstés.

D’aprés les résultats obtenus lors du test de rémanence de 1’huile essentielle de Rinorea
arborea sur An. gambiae s.1, ’effet répulsif de 1’huile essentielle diminue au cours du temps,

tres visible sur la figure 30. Au bout de deux heures, elle n’est plus répulsive.

Test de durée d'efficacité de Rinorea arborea

120
100

220 zero deux quatré Six

pourcentage de répulsion
N
o

heures

PR a50% » PR a 100%

Figure 30 : Courbe de durée d'efficacité répulsive de Rinorea arborea a 50 et a 100%
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» Effet insecticide de I’huile essentielle de Rinorea arborea vis-a-vis de An. gambiae s.l
Au total, 150 An. gambiae s.l. sont testes.

Aprés 24h, le taux de mortalité de I’huile essenticlle Rinorea arborea est trés éleve a
faible dose : Tm =88% a 12% et Tm = 100% a 25%. (Tableau 10)

Tableau 10 : Test de mortalité de An. gambiae s.l avec I’huile essentielle Rinorea arborea

Huiles essentielle Rinorea arborea
concentration 12 25
Taux de mortalité

(%) 88 100

4. Effets insecticides des extraits de plantes sur les moustiques

Les tests de mortalité ont été effectués avec les femelles 4 a 13 jours issue d’élevage
pour Cx. quinquefasciatus, et avec les femelles de An. gambiae s.l. de souches sauvages. Au
total 950 moustiques ont été utilisés pour le test, dont 450 sont Cx. quinquefasciatus et 500 sont

An. gambiae s.I.

> Test de mortalité avec I’extrait de O.auriculiformis qui ont été extrait en trois mode

d’extraction (extraction hydroalcoolique,a chaud et a froid) sur Cx. quinquefasciatus

Aprés 24h, les tests de sensibilités avec ’extrait d’O.auriculiformis révélent qu’a
chaque type d’extraction, les résultats sont différents : comparé a I’extraction a chaud et a froid,
I’extraction hydroalcoolique est trés efficace, avec DL50 estimé a 168 ul. Et la DL50 de
I’extraction a chaud est estimé a 1972 pl, et pour I’extraction a froid la DL50 est égale a 975pl.

L’extraction a chaud et a froid ne sont pas efficaces méme a forte dose.

44



Régression logistique de mort par Log(dose)

mort

2,15 2,2 2,25 2,3 2,35 2,4 2,45
Log(dose)
° Actives
Modeéle

Mortalité naturelle

Figure 31 : Courbe montrant la régression logistique

de mort par dose avec I’extrait hydroalcoolique

d’O.auriculiformis
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Figure 32 : Courbe montrant la régression
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> Test de mortalité avec 1’extrait de racine, tige, écorce, feuille de Gnidia daphnifolia :
mode d’extraction hydroalcoolique sur An. gambiae s.I.

Apres 24h, les tests de mortalité avec les extraits de racine, tige, écorce, feuille de
Gnidia daphnifolia révélent que les résultats sont presque semblables. A faible dose, ¢’est-a-
dire a 100 pl, le taux de mortalité est de 20% ; et avec une dose égale a 150 pl, le taux de
mortalité est de 44% ; et lorsque la dose est égale a 200 pl, le taux de mortalité est égal a 80% ;
et pour 250 pl, on a observé un taux de mortalité de 98% (voir annexe 5). Le taux de mortalité
augmente avec la dose. Pour I’extrait de racine la DL50 est égale 139 ul pour I’extrait de tige,
la DL50 est égale a 137 ul; pour I’extrait d’écorce, la DL50 est égale a 154ul; pour I’extrait de
feuille, la DL50 est égale a 160 pl (Figure 34, 35, 36, 37).
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Figure 34 : Courbe montrant la régression logistique de
mort par dose avec 1’extrait de tige de Gnidia
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Figure 37 : Courbe montrant la régression logistique de
mort par dose avec I’extrait de feuille de Gnidia

daphnifolia
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Figure 35 : Courbe montrant la régression logistique de mort par
dose avec I’extrait de racine de Gnidia daphnifolia
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Figure 36 : Courbe montrant la régression logistique de mort
par dose avec I’extrait d’écorce de Gnidia daphnifolia
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Chapitre 4: Discussions

1. Durée de cycle biologique des moustiques

La durée de développement des moustiques, de I’ceuf a I’adulte varie suivant les
conditions du milieu. La durée du stade aquatique dépend étroitement de la température. Au
cours de I’élevage, le descendant F1 ont été obtenus au bout de treize a dix-huit jours pour

Anopheles gambiae s.1.

Pour An. gambiae s.l. seule la génération F1 a été obtenue au cours de cet élevage. Par
contre, Diop et al. (1997) ont pu obtenir trois generation : F1, F2, F3 avec des rendements
respectifs de 93,9%, 90,6%, 92,9%.

Plusieurs facteurs peuvent étre la cause de cette non obtention d'autres générations que
F1:

- la température de l'insectarium : la baisse de la température malgré I'effort de garder la
température a plus de 27°C. La coupure de courant électrique est lI'un des problémes
fréguemment rencontrés soit dd au fusible endommagé par surtension ou une sous-tension, soit
due a la coupure de la résistance chauffante. Holstein et al., (1952) ont rapporté que la durée de
développement préimaginal d’An. gambiae est influencée par la température de 1’eau, elle est
de 6 a 8 jours pour une eau de 30 a 34 °C et de 12 a 16 jours pour une eau de 24 °C. Concernant
la durée de la vie préimaginale, Golvan (1983) a noté que plus la température de l'eau se
rapproche de l'optimale (25 a 30 °C) pour l'espéce, plus I'évolution larvaire est rapide. Une
observation similaire a été rapportée par Mouchet et Carnevale (1991) qui ont noté qu’An.
gambiae s.I a accompli son cycle préimaginal en moins de 10 jours dans les mares temporaires

ensoleillées ou la température de I'eau dépasse 30 °C.

- I’alimentation des larves : I'utilisation ponctuelle des nourritures riches en protéines et en
substances comme le poudre de biscuit permet d'avoir une bonne survie des larves. La durée de
développement larvaire est liée étroitement a la qualité et la disponibilité de nourritures

La durée du stade nymphal a été courte (2 a 4 jours), mais le taux de mortalité des nymphes a
été tres éleve. Ceci peut étre expliqué par le fait que les nymphes sont trés sensibles aux
variations des conditions environnementales : la température, I’humidité relative, la
photopériode et 1I’apport en oxygenes et ainsi que la qualité des nourritures pendant le quatriéme

stade larvaire.
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- I’humidité relative : au cours de 1'¢levage, I'hygrométrie n’a pas ét€¢ maintenue stable a 70 a
80 % selon la norme de I’OMS en 1994. Cela est di a la coupure de courant et d’eau par le

JIRAMA.

2. Mesure de répulsion des huiles essentielles
A notre connaissance, O.trichophlebia, O.auriculiformis, Rinorea arborea, sont des

especes endémiques de Madagascar, et n’avaient pas fait 1’objet d’étude biologique antérieure.

La température, I’humidité et la vitesse du vent sont les facteurs qui peuvent influencer
I’efficacité des répulsifs : & une température elevée, une humidité élevée et avec une forte
vitesse du vent I’effet répulsif est généralement faible. Ensuite, la volatilité¢ des produits joue
¢galement un rdle important dans 1’efficacité de ces répulsifs, plus la volatilité du produit est
¢levée, plus le moustique le détecte rapidement, par contre sa durée d’action reste faible.
(Maibach et al., 1974). La température et ’humidité sont maintenues constantes durant les tests,
la vitesse du flux d’air a I’intérieur de 1’olfactometre est de 0,18 m/s. D’apres les recherches de

Festy D., en 2008, les huiles essentielles sont tres volatiles.

Les résultats obtenus, mettent en évidence un effet « concentration » pour les trois huiles
essentielles, ¢’est-a-dire, 1’effet de 1’huile essentielle varie en fonction de la concentration, plus
on augmente la concentration, plus 1’effet est positif sur les moustiques. Cas d’O.trichophlebia,
O.auriculiformis sur Culex quinguefasciatus, a conentration 12%, elles sont tres faiblement
répulsives, et a partir de 25%, elles sont devenues modérément répulsives, et a 100%, elles sont
tres répulsives. Cas de Rinorea arborea sur Anopheles gambiae s.1, a partir de 25%, elle est
modérément répulsive, a 100% elle est trés répulsive. La concentration du produit est un autre

facteur important qui conditionne 1’efficacité des huiles essentielles.

D’aprés ces résultats, O.trichophlebia, et O.auriculiformis ont provoqué un effet
répulsif sur Culex quinquefasciatus et Rinorea arborea a aussi provoque un effet répulsif sur
Anopheles gambiae s.I. méme a faible concentration (25%). D’apres, la classification de Mc
Donald, a faible concentration, ces huiles essentielles sont de classe Ill. Elles sont de classe V
a100%.

D’aprés les recherches de Boulogne (2010), ces plantes contiennent tous
majoritairement des terpénoides. Ces derniers sont responsables de 1’activité insectifuge.
D’apres le chromatogramme réalisé par Roseline (2015), le taux de terpénoides dans 1’huile
essentielle de Rinorea arborea est de 40% environ. Pour Ocotea, le chromatogramme n’a pas

encore été effectué.
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D’apres le test de rémanence des trois huiles essentielles, les effets répulsifs diminuent
au cours du temps. Sur Cx. quinquefasciatus, I’efficacité de O. trichophlebia dure 2h, pour O.
auriculiformis c’est 4h. Sur An. gambiae s.1, ’efficacité de Rinorea arborea ne dure que 2h. Ce

qui confirme encore que les huiles essentielles sont tres volatiles.

3. Mesure de toxicité des huiles essentielles et des extraits de plantes

Pour le test de mortalité avec les huiles essentielles, seules les concentrations qui ont
une propriété faiblement répulsive et modérément répulsive (12% et 25%) sont testées. Apres
24h, les tests ont révélés que le Cx. quingefasciatus issu de 1’élevage n’est pas sensible aux
huiles essentielles de O. auriculiformis et O. trichophlebia et An. gambiae s.l. est sensible a
I’huile essentielle de Rinorea arborea, et présente une CL50 de 7,6%. O. auriculiformis et O.
trichophlebia ne contiennent donc pas de substances actives toxiques pour Cx. quingefasciatus,
contrairement a Rinorea arborea sur An. gambiae s.I. Ces résultats montrent que méme si elles
ne sont pas répulsives a faibles concentration, elles peuvent étre toxiques, cas de Rinorea

arborea sur An. gambiae s.1.

> Le test de mortalité avec I’extrait de O.auriculiformis qui a été extrait en trois modes
d’extraction (extraction hydroalcoolique, a chaud et a froid) sur les femelles de Cx.

quinquefasciatus

Les résultats ont montré que I’extraction hydroalcoolique présente une activité sur les
adultes de Culex quinquefasciatus, la DL50 est de 168ul. Les méthodes d’extraction, a chaud
et a froid, n’ont aucune activité sur les adultes de Culex quinquefasciatus, en supposant que le
les valeurs données par le logiciel sont exactes, la dose n’est pas suffisante pour avoir une DL50.
D’aprés la classification des résistances aux insecticides mis au point par I’OMS en Octobre
2011, lorsque la mortalité est inférieure a 90%: on est en présence d’une population insensible
et lorsque la mortalité du test trouvée est supérieure ou égale a 98%: on a une population
sensible. Avec nos résultats, aprés 24h, 1’extrait hydroalcoolique de O.auriculiformis a
20mg/ml présente une mortalité de 99 % a 323,5 pl, ainsi Cx quinquefasciatus sont sensibles ;
et avec I’extraction a chaud on a une mortalité inféricure a 5%, et avec 1’extraction a froid, on
a une mortalité inférieure a 5%, donc ces deux types d’extraction n’ont pas un effet sur Cx
quinquefasciatus. D’aprés ces résultats, on peut conclure que D’efficacité des extraits de

O.auriculiformis dépend du type d’extraction et ceci est confirmé par Diakite (2008).
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Et selon Boulogne en 2010, les trois types de molécules les plus souvent responsables
de I’activité insecticide sont respectivement les terpénoides, les alcaloides et les composés
phénoliques. Et dans I’extraction hydroalcoolique, tous ces composées actifs sont présent,
tandis qu’a I’extraction a chaud et a froid, il y a une perte d’un ou plusieurs de ces composees

actifs. Ceci a été confirmé par Roseline, et Ratsimba (2015).

> Le test de mortalité avec I’extrait de racine, tige, écorce, feuille de Gnidia daphnifolia :
mode d’extraction hydroalcoolique sur An. gambiae s.1.

D’apres les résultats, le facteur qui influence I’efficacité de I’extrait sur An. gambiae s.I est
la dose, plus on augmente la dose et plus les extraits des différentes parties de la plante sont
efficaces. A faible dose, I’extrait de 1’écorce, de la racine, de la feuille, de la plante ne présentent
aucune activité sur les adultes de An. gambiae s.1, aprés 24h, le taux de mortalité est inférieur a
5%, contrairement a 1’extrait des tiges (& 100ul, le taux de mortalité est de 72%). Et lorsqu’on
augmente la dose a 150ul, le taux de mortalité s’accroit, et on obtient un taux de mortalité
maximal (98%), a 250 pul, on dit que An. gambiae s.I est sensible & tous les extraits des
différentes parties de la plante de Gnidia daphnifolia. Vue ces résultats, les compositions
chimiques des différents extraits des parties de plante sont différentes, dans 1’écorce, racine,
feuille, on a un peu moins de substances actifs que dans les tiges. Ceci est confirmé par le
criblage phytochimique réalisé par Zahara (2015), les alcaloides sont présents dans toutes les
parties de la plante ; ils sont tres abondants dans les tiges et les troncs, moyens dans les fleurs
et faibles dans les feuilles, les écorces et ainsi que dans les racines. Et d’aprés Boulogne, les
trois types de molécules les plus souvent responsables de I’activité insecticide sont

respectivement les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques.
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Conclusion et perspectives
Ce travail a été realisé grace au partenariat entre le Département d’Entomologie de

I’université d’Antananarivo et le Centre National de Recherche sur 1’Environnement a
Tsimbazaza. 1l nous a permis de tirer un certain nombre de conclusions.

L'élevage qui a été développé au Laboratoire du CNRE a montré un rendement moyen. Seule
la génération F1 est obtenue. Pour avoir plus de génération que F1, toutes les conditions

écologiques naturelles devrait étre respectées et étudiées minutieusement point par point.

Les insecticides et insectifuges végétaux en particulier les huiles essentielles et les
extraits de plante ont fait I'objet de nombreuses recherches dans le but de diminuer les dégats
causés par ’utilisation des insecticides de synthése : ce sont des produits biodégradables, et

respectueux de I'environnement.

Notre étude vise a évaluer les effets répulsifs des huiles essentielles et les effets
insecticides des extraits de plantes sur des espéces de moustiques vecteurs, comme Culex
quinquefasciatus et Anopheles gambiae s.1. Ces plantes sont toutes endémiques de Madagascar

et n’avaient pas fait I’objet d’étude biologique antérieure.

Concernant la mesure d’activité des moustiques, Cx. quinquefasciatus a été plus actif
vis-a-vis des répulsifs des huiles essentielles de Ocotea trichophlebia (50% et 100%) et Ocotea
auriculiformis (50% et 100%) ; la durée de 1’efficacité de O. trichophlebia est 2h et I’efficacité
de O. auriculiformis dure 4h. Ensuite il a été démontré que Cx. quinguefasciatus est trés sensible
a faible doses (250ul) de I’extrait hydroalcoolique de Ocotea auriculiformis. Et An. gambiae
s.l. a été plus actif vis-a-vis de répulsif de I’huile essentielle de Rinorea arborea (50% et 100%);
la durée de I’efficacité de Rinorea arborea est 2h. Pour le test de mortalité, An. gambiae s.1. est
tres sensible a faibles doses (200ul) de I’extrait hydroalcoolique des différentes parties de
Gnidia daphnifolia. Enfin on a pu dégager de ces expériences qu’il existe des concentrations
optimales pour lesquelles un effet répulsif et une activité insecticide maximale a été enregistrée.
On peut donc en conclure que le biotest nous a permis de tester 1’efficacité des répulsifs et des

insecticides sur Cx. quinquefasciatus et An. gambiae s.1..

Méme si ces huiles essentielles et ces extraits de plantes offrent une activité insecticide
et insectifuge tres intéressante, elles restent encore moins efficaces par rapport aux insecticides
de synthése, dont le probléme d’utilisation de ces derniers réside dans la destruction néfaste

de ’environnement. L’emploi des insecticides a base d’huile essentielle et d’extrait respectent
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bien I’environnement, car ces produits sont biodégradables et ne présentent pas de danger pour

la santé humaine sauf a une dose élevée.

Une étude sur I’efficacité a long terme et la rémanence des produits utilisés est
recommandée afin de chercher une formulation pouvant augmenter la rémanence de ces huiles
essentielles et étre utilisée localement comme bioinsecticide a long terme contre les moustiques.
Une fois que le test est positif, I'extraction devrait étre faite a grande échelle avec des matériels

adéquats.

Pour améliorer les résultats dans le futur, nous suggérons une étude approfondie au

laboratoire (purification des extraits) et sur le terrain de chaque produit:

- isolement et détermination de la ou des molécule(s) active(s) toxiques pour les moustiques

vecteurs du paludisme et/ou de la filariose,
- et étude sur le terrain pour vérifier la toxicité au laboratoire de la ou des molécule(s) active(s).

Les recherches similaires au présent rapport sont utiles pour Madagascar et devraient étre

soutenues financiérement par I'Etat.
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Annexe 1 : Différents méthodes d’extraction

Les méthodes classiques qui comprennent 1’expression, 1’hydrodiffusion,

I’hydrodistillation, I’enfleurage, I’extraction par les solvants volatils.

% L’hydrodiffusion

Dans I’hydrodiffusion, la masse végétale est traversée par de la vapeur d’eau du haut
vers le bas, a trés faible pression.
Cette méthode est basée sur I’action osmotique exercée par la vapeur d’eau, libérant 1’huile
essentielle sous forme de mélange hétérogene. Il s’agit d’entrainer les composés volatils avec
la vapeur d’eau en utilisant la pesanteur, la gravité favorisant la diffusion de I’huile essentielle.
Celle-ci est ensuite recueillie au bas de I’alambic.
Il faut noter que le produit obtenu par hydrodistillation sera différent de celui obtenu par
hydrodiffusion. En plus le rendement est plus élevé pour cette derniére que pour

I’hydrodistillation.

% L’hydrodistillation de type Clevenger
11 s’agit d’une distillation simultanée de deux substances non miscibles (huile essentielle

et eau). L ébullition de ces deux substances se produit & une température inférieure au point
d’ébullition de la substance la plus volatile, ¢’est-a-dire I’essence contenue dans la plante.
Sous I’effet de la chaleur, les cellules de stockage liberent les principes aromatiques qui sont
entrainés par la vapeur d’eau. Cette vapeur hétérogéne passe par un circuit réfrigérant. Une fois
condensés, les deux liquides sont recueillis et forment deux phases, I’huile, plus légere,
surnageant au-dessus de 1’eau. L’huile essentielle est ensuite récupérée puis mise dans un flacon
teinté pour étre conservée dans un endroit frais.

% L’expression

Cette méthode s’applique uniquement aux €picarpes des fruits de la famille des
Rutacées (citron, orange, bergamote, pamplemousse,...).
I1 s’agit d’exercer une action abrasive sur la surface du fruit, sous un courant d’eau.
Les déchets solides sont éliminés et la phase liquide est soumise a une centrifugation qui sépare
I’huile essentielle de la phase aqueuse (jus de fruit). Dans une variante de ce procedé, les poches
sécrétrices sont rompues sous faible pression et I’huile essentielle est directement recueillie sans

utiliser de I’eau.



s L’enfleurage

Cette technique, comme son nom I’indique, s’applique aux fleurs. Elle permet d’éviter
les changements dus a la chaleur et restitue 1’odeur des fleurs au plus pres. Elle repose sur la
capacité qu’ont les corps gras d’absorber les essences.
Elle consiste a mettre les pétales en contact avec une huile purifiée qui s’impregne de I’huile
essentielle. Les pétales sont régulierement changés jusqu’a saturation de I’huile. Une fois
saturée, cette derniere peut étre laissee telle quelle et donner une pommade parfumée ou étre
traitée avec de ’alcool pour ne laisser qu’un résidu trés parfumé appelé « absolue ».

Les huiles couramment utilisées sont 1’huile d’olive et I’huile d’amande douce.

% L’extraction par des solvants organiques volatils
Il s’agit d’une extraction solide-liquide entre la matiere végétale et le solvant. Elle met
en ceuvre des solvants comme 1’hexane, 1’éther de pétrole, le benzéne ou le tolueéne. Cette
technique permet de préserver les composes hydrolysables ou thermolabiles contenus dans
certaines essences.
Elle se fait soit :
- par simple macération qui consiste en un contact entre le matériel végétal et le solvant;
- par une extraction au Soxhlet au cours de laquelle il y a contact répété entre le matériel
végétal et le solvant, ce dernier étant renouvelé a chaque fois.
Les produits obtenus sont appelés :
- «concretes ou essences concrétes», concentrés aromatiques sous forme cireuse, obtenus
a partir de matiéres végétales fraiches ou de fleurs fanées ;
- «résinoides ou oléorésines» s’ils sont issus de maticres végétales seches ou de produits

animaux desséchées (par exemple le musc).

Les méthodes modernes qui sont ’extraction par fluide supercritique et la distillation
assistée au four micro-ondes.

% L’extraction par fluide supercritique

Lorsque le CO2 est soumis a la pression et a une certaine température (31°C), il se trouve
dans un état intermédiaire entre 1’état liquide et 1’état gazeux, c’est 1’état supercritique.
Il acquiert ainsi les qualités d’un solvant c’est-a-dire I’inertie chimique, la sélectivité et la

facilité d’élimination.



Le matériel végetal est traversé par un courant de CO2 a 1’état supercritique, sous pression.
L’huile essentielle est entrainée par ce courant puis le mélange (CO2-huile essentielle) est
recueilli dans un vase d’expansion ou la pression est sensiblement réduite.

Dans ces conditions, le CO2 s’évapore et il ne reste plus que I’huile essentielle.

Cette technique est trés intéressante du fait que le produit obtenu est trés proche de I’essence

contenue dans la plante et qu’il ne reste aucune trace résiduelle de solvant.

% Ladistillation assistée au four a micro-ondes
C’est une technique mise au point a la fin des années 80. La mati¢re végétale est
introduite dans le four et soumise aux micro-ondes. L’eau contenue dans les cellules végétales
entre en ébullition et provoque la rupture des tissus, libérant ainsi les composeés volatils.
Le mélange de vapeur d’eau et d’huile essentielle est condensé puis laissé décanter.
L’huile essentielle est ensuite récupérée.
Il existe deux versions de cette technique :
- la distillation sous micro-ondes a pression atmosphérique qui s’applique aux matériels
végeétaux a teneur en eau supérieure 4 80 % ;
- la distillation sous micro-ondes a pression réduite (VMHD : Vacuum Microwave

Hydrodistillation) qui peut s’appliquer aux produits secs ou humides

Annexe 2 : Composition chimique des huiles essentielles

1. Les terpinoides

Les terpinoides retrouvés dans les huiles essentielles sont les terpénes les plus volatiles,
c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée : mono et sequiterpénes.
(Bruneton, 1993).

a) Les monoterpénes

Toujours présents, les carbures monoterpiniques, sont constitués de 05 molécules de
carbones C5, peuvent étre acyclique myrcéne, ocimene..., monocyclique & et a- terpéne, para-
cymene... ou bicycliques: pinénes, delta-3-caréne, camphene, sabinéne .lls constituent parfois

plus de 90% de I'huile essentielle : Citrus, térébenthines (Bruneton ,1993).
Mise a part les carbures d'autres molécules fonctionnalisées sont rencontrées comme :

-Les alcools : ils peuvent étre acycliques : geraniol, linalol, monocycliques menthol, ou bien

bicycliques comme bornéol, fenchol.



-Les phénols : Thymol, carvacrol, eugenol et anéthol.
-Les aldéhydes: acycliques le plus souvent : géranial, néral,citronelal

-Les esters : pouvant étre acycliques, acétate ou propionate de linalyle, acétate de citronellyle,

monocyclique: acétate de menthyle et bicycliques: acétate d'isobornyle.

-Les cétones : acyclique tagétone, monocycliques menthone, carvone et bicyclique, Thuyone,

fenchone, camphre.
-Les pyroxydes: ascaridole

-Les phénols: thymol et carvacrol Menthol

)
!

-

OH

)

Géraniol Thymol Citral

Figure 11: les monoterpénes
b) Les sesquiterpénes

Dans cette famille de produits, nous trouvons les mémes groupements fonctionnels que
dans le cas des monoterpénes, a savoir carbures, alcools, cétones étant les plus courants. Comme

exemple nous citons quelques composés caractéristiques des huiles essentielles :

e les carbures: a-bisaboléne, a-caryophylléne, les alcools farnésol, carotol
e les cétones: avétivone, les aldéhydes comme sinenals

o les esters: acétate de cedryl

Cette famille est constituée de 10 carbonnes ( Bruneton ,1993)

Farnésol



Figure 12 : Les sesquiterpenes
2. Les composés aromatiques

Les dérives phénylpropane (C6-C3) sont beaucoup moins courants que les précedents.
Ce sont habituellement des Allyl et Propyphénols, parfois des aldéhydes, caractéristiques de
certaines huiles essentielles d'Apiaceae (anis, fenouil, persil).Anethole. Anisaldéhvdes, apiol,
methyl-chavicol, mais aussi de celles du girofle de la muscade de l'estragon, Eugenol,
Myristicine. Cinnamaldéhydes, on retrouve également des composés en (C6-C1) comme la

vanilline ou comme I'anthramilate de méthyle. (Bruneton, 1993).
3. Les composées d’origines diverses

Selon le mode de recupération utilisé, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composes aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I'nydrodistillation, carbure (linéaires et ramifiés, saturés ou non), acides (C3 a cio), alcools,

aldéhydes, esters acycliques, lactones.

Dans les concentrations, il n'est pas rare de trouver des produits de masse moléculaire
plus importante non entrainables a la vapeur d'eau ; homologues des phénylpropanes, diterpenes

coumarines. (Bruneton, 1993).

Annexe 3 : Table de Gay-Lussac

Table pour la dilution de I'alcool (Table de Gay-Lussac) appelée aussi Table de mouillage de l'alcool

Concentration initiale
| 100 99 98 97 96 95 g0 85 B0 75 70 65 60 50
Concentration|95/6,5 |5,15 [3,83 (2,53 1,25
finale  |g9g9(13,25 11,83 (10,43 (9,07 7,73 [6,41
85/20,54 19,05 |17,58 |16,15 14,73 (13,33 |6,56
80|28,59 27,01 |25,47 |23,95 22,45 |20,95 (13,79 6,83
75|37,58 35,9 (34,28 32,67 31,08 |26,52 [21,80 14,48 |7,2
70/47,75 45,98 (44,25 |42 54 40,85 |35,18 (31,05 23,14 |15,35 |7,64
65/59,37 57,49 |55,63 |53,81 52 50,22 (41,53 33,03 |24,66 |16,37 8,15
60/72,82 70,80 (68,8 |65,85 64,92 |63 53,65 44,48 35,44 (26,47 |17,58 |8,76
55/88,6 86,42 84,28 (82,16 80,06 (77,99 |67,87 57,0 |48,07 (38,32 28,63 (19,02 9,47
50|107,44/105,08(102,75/100,44 98,15 (95,89 |84,71 73,90 |63,04 |52,43 |41,73 31,25 20,47
45|130,26/127,67(125,11(122,57 120,06/117,57|105,34 93,30 [81,38 |69,54 |57,78 46,00 (34,46 |11,41
40|158,56/155,68(152,84(150,02 147,22[144,46(130,8 |117,34/104,01/90,76 |77,58 |64,48 51,43 |25,55
35/104,63/191,30(188,19(185,01/181,85/178,71(163,28 |148,01|132,88(117,82(102,84/87,93 73,08 |43,590
30|242,38 238,67 234,99 231,33 227,70(224,08| 206,22 188,57 1?1,05'153,51'135,04 118,94 101,71 67,45
25 308,9 304,52 |300,18(295,86 291,56 (287,28 266,12 245,15|224,3 203,51'182,83 162,21 141,65/100,73
|20 |408,5 403,13|397,79(392,47 387,17|381,9 |355,8 329,84/304,01 278,26 |252,58|226,98 201,43|150,55
15|5?4,‘?5 567,43 560,53|553,55 546,59 (539,66 505,27 471 436,85{402,81 368,83 334,91 301,07 233,64
10/907,09 896,73 |886,4 |876,1 865,15/855,15/804,5 |753,65/702,89/652,21/601,6 |551,06 500,50|399,85]
Les chiffres en noir indiquent la quantit¢ d'eau en mL a ajouter 4 100mL d'alcool de concentration initiale x (en bleu) pour obtenir la concentration
désirée.

Exemple : la table indique qu'il faut ajouter 105,34 ml d'eau & 100 mL d'alcool & 90° pour obtenir de I'alcool a 45°.
Attention : Le volume final est inférieur 4 la somme des volumes mis en jeu ! C'est le phénoméne dit de « contraction de volume », variable en
fonction du titre de 1’alcool initial.



Annexe 4 : Méthodes d’extraction des extraits
Les différents procédés d’extraction (Smadja, 2001 in Rakotomalala, 2004)
1. Macération a chaud :

La matiere végétale pulvérisée est trempée dans un solvant bien défini (EtOH 80° ou
Eau Distillée) dans un erlenmeyer a col rodé ; I’ensemble est chauffé a reflux a une température
de 70°C pendant une heure, qui, permettant d’en extraire les constituants solubles de la plante
¢tudiée. Apres filtration sur Buchner, le résidu sera remis dans le récipient d’extraction avec
une nouvelle portion de solvant. Le processus est répété jusqu’a épuisement (trois fois en

général).

2. Macération a froid :

La matiére végétale est mélangée avec une quantité suffisante d’eau distillée.
L’ensemble est mélangé avec un agitateur magneétique pendant 24 heures a la température
ambiante. Aprées filtration, le résidu sera rendu dans le récipient d’extraction avec une nouvelle

quantité d’eau distillée. Le procédé est répété de nombreuse fois selon la nécessité.
3. Fractionnement liquide-liquide

L’isolement d’une substance, naturelle ou synthétique nécessite, en général, un

fractionnement en utilisant des solvants de polarités différentes.

4. Lyophilisation :
On distingue trois phases majeures dans un cycle de lyophilisation :

« lacongélation, ou les produits sont réfrigérés a des températures de 1’ordre de —20 °C a
—80 °C ; I’eau se transforme alors en glace.

« ladessiccation primaire, sous vide, qui consiste a sublimer la glace libre (interstitielle),
donc sans effet d’ébullition (pas d’eau en phase liquide).

e la dessiccation secondaire, qui permet d’extraire par désorption les molécules d’cau

piégées a la surface des produits séches.

5. Extraction hydroalcoolique



Avant de commencer I’extraction, le broyat de plantes est macéré dans de 1’éthanol
pendant au moins 24 heures. Apres la macération s’effectue la filtration. Le filtrat est évaporé
sous-vide jusqu’a I’élimination compléte de 1’éthanol. L’extrait éthanolique ainsi obtenu est

conservé a basse température (-25°C) dans une boite bien fermée.

Annexe 5 : Résultats des tests de répulsion et de sensibilité sur Culex quinquefasciatus et
Anopheles gambiae s.1

e Test de répulsion avec les huiles essentielles
Test sur les Culex

g: Ocotea trichophlebia (Bx1)

concentration 100% 50% 25% 12%
Nombre de | Zone | Zone Zone | Zone Zone | Zone Zone | Zone
répétition A B A B A B A B

R1 1 9 2 8 3 7 3 7
R2 0 10 1 9 2 8 4 6
R3 0 10 2 8 3 7 5 5
R4 1 9 3 7 3 7 5 5
R5 1 9 2 8 2 8 4 6

g : Ocotea auriculiformis kost (RVB F)

concentration 100% 50% 25% 12%
Nombre de | Zone | Zone Zone | Zone Zone | Zone Zone | Zone
répétition A B A B A B A B
R1 0 10 2 8 3 7 3 7
R2 0 10 2 8 2 8 4 6
R3 0 10 3 7 3 7 4 6
R4 0 10 3 7 3 7 3 7
R5 1 9 2 8 2 8 3 7

Test sur les Anophéles

g: Rinorea arborea (Bx3)

concentration 100% 50% 25% 12%
Nombre de | Zone | Zone Zone | Zone Zone | Zone Zone | Zone
répetition A B A B A B A B
R1 0 10 1 9 3 7 4 6
R2 1 9 2 8 3 7 5 5
R3 1 9 2 8 4 6 5 5
R4 1 9 3 7 2 8 4 6
R5 1 9 2 8 3 7 4 6




e Tests de mortalité avec les huiles essentielles et extraits

Tests avec les Cx. quinquefasciatus

g: Ocotea trichophlebia (Bx1)

Bx1 (huile essentielle)

Apres 15 min | Aprés 30 min | Aprés 45 min | Apres 1h Apres 24h
dur vivant | KD | vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD | vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
12 25 0 25 0 25 0 25 0 23 2
25 25 0 25 0 25 0 25 0 14 11

g: Ocotea auriculiformis (RVB F)
RVB F (huile essentielle)
durée | Apres15min | Aprés 30 min | Aprés 45 min | Aprés 1h Apreés 24h
dose en i vivant | KD | vivant | KD vivant | KD vivant | KD vivant | mort
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
12 25 0 25 0 25 0 25 0 20 5
25 25 0 25 0 25 0 25 0 16 9
g: Ocotea auriculiformis
e Extraction a froid (RVB F)

Extrait : RVBF (extraction a froid) (Culex)

Apres 15 min | Aprés 30 min | Aprés 45 min | Aprés 60min | Apres 24h
dur vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD |vivant| KD | vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
150 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
200 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
250 25 0 25 0 25 0 25 0 24 1
300 25 0 25 0 25 0 25 0 20 5
400 25 0 25 0 25 0 25 0 22 3
500 25 0 25 0 25 0 25 0 21 4




e Extraction hydroalcoolique (RVB HA)

Extrait RVB HA (extraction hydroalcolique) (Culex)

Apres 15 min | Aprés 30 min | Aprés 45 min | Aprés 60min | Aprés 24h
dur vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD |vivant| KD [ vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
150 0 25 0 25 0 25 0 25 15 10
200 0 25 0 25 0 25 0 25 11 14
250 0 25 0 25 0 25 0 25 0 25

e Extraction a chaud (RVB C)

Extrait RVB C (extraction a chaud)

Apres 15 min | Apres 30 min | Apres 45 min | Aprés 1h Apres 24h
dur vivant | KD | vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD | vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
150 25 0 25 0 25 0 25 0 24 0
200 25 0 25 0 25 0 25 0 24 1
250 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
300 25 0 25 0 25 0 25 0 23 2
400 25 0 25 0 25 0 25 0 24 1
500 25 0 25 0 25 0 25 0 22 3

Tests avec les An. gambiae s.1
g: Rinorea arborea (Bx3)

Bx3 (huile essentielle)

Apres 15 min | Apres 30 min | Apres 45 min | Apres 1h Apreés 24h
dur vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD | vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
12 1 24 0 25 0 25 0 25 3 22
25 2 23 0 25 0 25 0 25 0 25




g: Gnidia daphnifolia

» RMC1 (extrait racine)

Extrait RMC1 (20mg/ml) (Anopheles)

Apres 15 min | Aprés 30 min | Apres 45 min | Aprés 1h Apres 24h
dur vivant | KD | vivant | KD |vivant | KD |vivant| KD [ vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
100 1 24 1 24 1 24 3 22 22 3
150 0 25 2 23 2 23 3 22 9 16
200 0 25 0 25 0 25 0 25 1 24
250 0 25 0 25 0 25 0 25 0 25

» TMC1 (extrait tige)
Extrait TMC1 (20mg/ml) (Anopheles)

Apres 15 min | Aprés 30 min | Apres 45 min | Aprés 1h Apres 24h
dur vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD | vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
100 1 24 6 19 8 17 7 18 7 18
150 1 24 5 20 5 20 3 22 10 15
200 0 25 0 25 0 25 0 25 5 20
250 0 25 0 25 0 25 0 25 1 24

» EMC1 (extrait écorce)
Extrait EMC1 (20mg/ml) (Anopheles)

Apres 15 min | Aprés 30 min | Apres 45 min | Aprés 1h Apres 24h
dur vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD | vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
100 20 5 17 8 20 5 21 4 20 5
150 18 7 18 7 21 4 21 4 15 11
200 6 19 5 20 5 20 5 20 5 20
250 2 22 0 25 1 24 0 25 1 24




» FMCL1 (extrait feuille)

Extrait FMC1 (20mg/ml) (Anopheles)
Apres 15 min | Apres 30 min | Aprés 45 min | Aprés 1h Apreés 24h
duré - - - - -
vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD |vivant | KD | vivant | mort
dose en
témoin 25 0 25 0 25 0 25 0 25 0
100 0 25 1 24 3 22 4 21 20 5
150 0 25 0 25 0 25 0 25 14 11
200 0 25 0 25 0 25 0 25 6 19
250 0 25 0 25 0 25 0 25 1 24
Annexe 6 : Tableau de correspondance log dose
Borne Borne
Probabilité dose inférieure supérieure extraits
95% 95%
168,0427 | 1656366 | 1854,7366 |Ocotea auriculiformis
0,50 (H.A)
0,50 1972,3179 Ocotea auriculiformis
(chaud)
050 | 97555183 | 536,7330 | 20782,8298 |Ocoteaauriculiformis
(froid)
0,50 139,4221 | 87,7768 156,0279 | Cnidia _
daphnifolia (racine)
0,50 137,0632 | 8,1589 1759968 | CGhidia
daphnifolia (tige)
0,50 154,6270 | 36,7097 189,5058 | Cnidia
daphnifolia (écorce)
0,50 159,7290 | 106,6935 | 182,5038 |Cnidia _
daphnifolia (feuille)
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Résumé

Les maladies a transmission vectorielle (arboviroses, bactérioses, parasitoses,) sont responsables de
millions de victimes dans le monde. Les moustiques Culicidae des genres Aedes, Anopheles, et Culex
sont les vecteurs majeurs d’agents pathogenes. L objectif de cette étude est d’évaluer la sensibilité des
moustiques aux huiles essentielles et aux extraits de plantes. Les huiles essentielles des feuilles de
Ocotea trichophlebia, Ocotea auriculiformis et Rinorea arborea, sont endémiques de Madagascar. Du
point de vue activité biologique, les tests de toxicité aigué montrent que ces huiles essentielles possédent
une propriété insectifuge et insecticide envers les femelles adultes de Cx. quinquefasciatus et de An.
gambiae s.l. L’extrait hydroalcoolique de Ocotea auriculiformis posséde une propriété insecticide
envers les femelles adultes de Cx. quinguefasciatus, la DL 50 ayant été estimée graphiquement a 168pl.
L’extrait hydroalcoolique de Gnidia daphnifolia posséde une propriété insecticide envers les femelles
de An. gambiae s.I, la DL 50 est de 139 ul pour I’extrait de racine de Gnidia daphnifolia, 137 ul pour
I’extrait de tige de Gnidia daphnifolia, 154 ul pour I’extrait d’écorce de Gnidia daphnifolia, 160 pl
pour I’extrait des feuilles de Gnidia daphnifolia. Des principes faiblement toxiques ont été obtenus par
extraction aqueuse a froid et a chaud a partir des feuilles de Ocotea auriculiformis. Les extraits utilisés
au cours de cette étude sont encore a I'état brut et mérite une étude plus approfondie en poussant la
purification jusqu'a la caractérisation des molécules actives et a leur mode d'action.

Mots clés : maladies vectorielles, Cx. quinquefasciatus, An. gambiae s.I, Huiles essentielles, extrait de
plante, test de toxicité, propriété insectifuge, propriété insecticide.

Abstract

The diseases at vectorial transmission (arboviroses; bacteria; parasitoses) are responsible of one million
of victim in the world. The mosquitos Culicidae of the genres Aedes, Anopheles and Culex are the major
vectors of pathogens. The objective of this study is to evaluate the sensibility of the mosquitos to the
essential oils and to the excerpts of plants. The oils essential of the sheets of Ocotea trichophlebia,
Ocotea auriculiformis and Rinorea arborea, are endemic of Madagascar. Of the biological viewpoint
activity, the tests of acute toxicity show that these essential oils own a property insectifuge and
insecticide towards the adult females of Cx. quinquefasciatus and An. gambiae s.l. The hydro- alcoholic
excerpt of Ocotea auriculiformis own an insecticidal property send the adult females of Cx.
guinguefasciatus, the DL 50 being estimated graphicly around 168 pul. Hydro- alcoholic excerpt Gnidia
daphnifolia Own an insecticidal property towards the females An. gambiae s.I the DL 50 is of 139 pl
for excerpt of root Gnidia daphnifolia 137 pl for the excerpt of stem of Gnidia daphnifolia, 154 ul for
the excerpt of bark of Gnidia daphnifolia 160 pl for the excerpt of the sheets of Gnidia daphnifolia.
Weakly toxic principles were gotten by extraction aqueous at cold and at hot starting with the sheets of
Ocotea auriculiformis. The used excerpts in the process of this study are still at the crude state and
deserves more thorough pushing the purification to the characterisation of the active molecules and at
their fashion of action.

Keywords: Vectorial diseases, Cx. quinquefasciatus, An. gambiae s.1, Oils essential, excerpt plants, test
of toxicity, insectifuge property, insecticide property.
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