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Résumé

Les moustiques sont les animaux qui transmettent le plus de maladies a I’lhomme. La
prévention contre ces pathogenes requiert de connaitre les especes vectrices présentes dans
une localité et de comprendre leur écologie, en particulier concernant 1’habitat des larves. Une
technique de lutte contre ces pathogenes consiste en I’introduction, dans les population de
moustiques, d’une bactérie endosymbiotique connue pour pouvoir conférer une résistance
virale a son héte : Wolbachia.

La présente étude tend a évaluer les risques de transmission de pathogénes par les moustiques
de Liege et a évaluer I’influence de paramétres physicochimiques des habitats des larves (les
gites larvaires) sur les communautés de moustiques. Pour ce faire, nous avons decrit les
communautés de moustiques de quatre parcs urbains de Liege et nous avons analysé
I’influence de cing parametres physicochimiques des gites larvaires : la température, le pH,
I’électroconductivité (EC), 1’02 dissous (OD) et la luminosité (RAD). De plus, I’étude vise a
fournir les données préliminaires nécessaires a une meilleure compréhension des effets de
Wolbachia sur Cx. pipiens et nécessaires a de potentielles mises en place de techniques
antivectorielles basées sur sa transmission. Dans ce but, grace a sa protéine de surface wsp,
nous avons évalué I’infection de Wolbachia et déterminé sa souche dans 11 Cx. pipiens des
parcs.

Les communautés des parcs de Liége sont presque exclusivement composees de Cx. pipiens
qui représentent 95,6% des individus. Cette espéce est 1’espéce revétant la plus grande
importance sanitaire parmi les 10 espéces détectées dans les parcs. Nos résultats indiquent que
cette espéce a une niche tres large mais que sa présence serait influencée négativement par
1I’0OD et le RAD et qu’elle est moins présente aux alentours de 22°C. Sa densité dans les gites,
elle, serait influencée positivement par 1’0OD et le RAD et négativement par la température
tandis que I’on retrouverait le plus d’individus aux alentours de 3000 puS/cm et d’un pH 7.
Wolbachia était présente dans 100% des 11 Cx. pipiens étudiés qui présentaient tous la méme
souche du sous-groupe Pip dans le super-groupe B.

Etant donné la forte densité de population dans la ville de Liége, la grande proportion de Cx.
pipiens dans ses parcs et la présence du VNO dans les pays frontaliers proches de la ville, il
est possible qu’elle voie, dans les prochaines années, les premiéres infections au VNO. Une
surveillance vectorielle préventive est donc recommandée.
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1.Introduction

1.1. Importance sanitaire du moustique a 1’échelle globale
Les maladies transmises par des vecteurs animaux représentent 17% des maladies infectieuses
dans le monde et le plus grand vecteur de maladies a I’humain est le moustique (Diptere :
Culicidae) (OMS, 2020). En effet, des millions de personnes sont touchées chaque année par
des maladies transmises par des moustiques. De plus, ces maladies sont les maladies
infectieuses les plus sensibles au changement climatique (IPCC, 2014).

C’est la malaria qui est la plus problématique a I’échelle mondiale. En effet, cette pathologie
causée par les parasites du genre Plasmodium transmis par les moustiques Anopheles Meigen
1818 a touché 247 millions de personnes dans le monde, faisant 619 000 morts en 2021
(OMS, 2022c). Bien que des traitements existent, I’émergence de résistances aux
médicaments renforce le besoin d’associer le contrdle vectoriel a la lutte — ¢’est-a-dire, ici, le
contr6le des populations de moustiques dans les zones a risque (Ambroise-Thomas &
Rossignol, 1986; Haldar et al., 2018; Hyde, 2005).

Une autre maladie importante a 1’échelle mondiale est la filariose lymphatique. En effet, 51
millions de personnes ont été infectées en 2018 dans des pays tropicaux (OMS, 2022b).
Transmise par des moustiques Culex L. 1758, Anopheles ou Aedes Meigen 1818, elle
provoque des dommages tissulaires causant des gonflements des membres et des organes
génitaux (Becker et al., 2010). 11 existe des mesures d’atténuation de symptomes et le moyen
de lutte recommandé par I’OMS est la chimioprévention qui consiste en 1’administration de
masse de médicaments a 1’ensemble de la population a risque pour prévenir la transmission
des parasites aux moustiques. Cependant, 1’association de la lutte antivectorielle a ces
mesures est cruciale, elle renforce leurs impacts et, dans certains endroits, la lutte vectorielle
seule a suffi a I’élimination de la filariose lymphatique (OMS, 2022b ; Wilke et al., 2020).

Quant a la dengue, transmise par Aedes aegypti (L. 1762) et Aedes albopictus (Skuse 1894)
(moustique tigre), elle touche 100 a 400 millions de personnes par an (OMS, 2022a). Il
n’existe pas de traitement spécifique pour la dengue et le vaccin homologué en 2015 n’est
efficace que pour les personnes de 9 a 45 ans ayant déja été infecté par le virus de la dengue
(DENV) (CDC, 2021 ; OMS, 2022a). C’est pourquoi, la méthode principale de contrdle et de
prévention contre la transmission du DENV est le combat contre les moustiques vecteurs,

notamment en réduisant la disponibilit¢ en habitats adéquats pour la ponte d’ceufs, la
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protection personnelle contre les piqures ainsi que le suivi des communautés de moustiques et

de la prévalence du virus dans celles-ci (OMS, 2022a).

1.2. Importance sanitaire des moustiques a I’échelle locale
En Belgique, les deux principales maladies transmises par les moustiques revétant un intérét
de santé publique et vétérinaire sont causées par deux flavivirus proches
phylogénétiquement : 1’Usutu (USUV) et le virus du Nil occidental (VNO).

Le cycle de I'USUV implique des oiseaux en tant qu’hdtes réservoirs amplificateurs et son
principal vecteur est le moustique du genre Culex (Gaibani & Rossini, 2017 ; Nikolay et al.,
2011). Le virus a €té détecté pour la premiére fois en Europe (lItalie) en 1996 (Weissenbock et
al., 2013) en causant la mort de nombreux oiseaux. Depuis, plusieurs épidémies ont eclaté a
travers I’Europe : en Autriche en 2001 (Chvala et al., 2004), en Italie en 2006 (Manarolla et
al., 2010) et en Allemagne de 2011 a 2014 (Becker et al., 2012 ; Ziegler et al., 2015). En
Belgique, la premiére détection du virus date de 2012 (M.-M. Garigliany et al., 2014). Une
épidemie a éclaté en 2016 (Cadar et al., 2017 ; M. Garigliany et al., 2017 ; Rouffaer et al.,
2018) et le virus semble désormais étre devenu endemique dans le sud du pays (Benzarti et
al.,, 2020). Ces épidémies sont toujours accompagnées d’une forte mortalité d’oiseaux
sauvages, principalement dans les populations de merles noirs (Turdus merula). Bien qu’il
touche principalement les oiseaux, ’USUV peut aussi infecter des humains (Grottola et al.,
2017; Vilibic-Cavlek et al., 2014). Ceux-ci sont souvent asymptomatiques ou présentent des
symptdmes modérés (éruption cutanée, fievre, maux de téte). Rarement, chez des patients
immunodéprimés, des troubles neurologiques apparaissent (Cavrini et al., 2009; Grottola et
al., 2017; Pecorari et al., 2009; Vilibic-Cavlek et al., 2014). L’USUV est préoccupant pour les
pays européens puisqu’on observe une extension de sa gamme d’hotes (Benzarti et al., 2020),
une augmentation du nombre de cas d’infections humaines (Aberle et al., 2018). Par ailleurs,
la fréquence des épidémies devrait augmenter avec le changement climatique (Brugger &
Rubel, 2009). Il n’existe pas de vaccin contre ce virus ou de traitement spéecifique. Les seuls
moyens de contrdle de la circulation du virus sont alors basés sur la surveillance et la lutte
vectorielle (Constant et al., 2022).

De ces deux flavivirus, le VNO est celui qui a le plus d’impact sur la santé humaine. Comme
pour ’'USUV, les oiseaux sont ses hdtes naturels et les moustiques ornithophiles sont ses
vecteurs. Les humains et d’autres mammiféres peuvent devenir des hdtes accidentels en cas

de forte densité de moustiques ayant pour hétes les oiseaux et les mammiferes comme le



biotype Culex pipiens molestus Forskal 1775 (Becker et al., 2010). En cas de forte densité
humaine, les moustiques ornithophiles peuvent aussi piquer des humains. Les humains
infectés sont asymptomatiques a 80% ou développent la fiévre du Nil occidental dont les
symptdmes principaux sont de la fiévre, des maux de téte, de la fatigue et des nausées. Dans 1
cas sur 150, principalement pour des personnes immunodéprimées, la maladie peut devenir
neuro-invasive et causer une encéphalite ou une méningite qui peut se révéler fatale (ECDC,
2018; OMS, 2017).

En Europe, des centaines de cas d’infections humaines sont recensés chaque année et ce
nombre augmente a cause du changement climatique et en particulier en raison des
températures estivales anormalement hautes (Aberle et al., 2018; Paz, 2015). En 2022, 965
cas dont 76 morts ont été recensés dans 1’Union européenne et 1I’espace économique européen,
ce qui dépasse la moyenne des cas de 2017 a 2021 (Fig. 1; ECDC, 2022). Notons que ces
chiffres sont voues a augmenter (Semenza et al., 2016). En Belgique, aucun cas d’infection
locale n’a été recensé pour I’instant : les seuls cas recensés concernent des patients revenant
de pays ou la maladie est endémique (Gréce, Hongrie) (Bossche et al., 2015; Cnops et al.,
2013; Wollants et al., 2018). Cependant, des infections autochtones du VNO ont été recensées
dans plusieurs pays limitrophes ces dernieres années (France 2022, Allemagne 2022, Pays-
Bas 2020), ce qui augmente son risque d’introduction (ECDC, 2023). Or, si une eépidémie
venait a éclater, I’impact économique serait non négligeable. En effet, le colit de la
vaccination de tous les chevaux belges reviendrait a 30 millions d’euros ou a 16 a 17 millions
d’euros pour les chevaux des zones considérées a risque. La prise en charge d’une personne
présentant la forme neuro-invasive de la maladie codterait, elle, de 3600 a 4500 euros
(Humblet et al., 2016).

Bien qu’il existe des vaccins pour les chevaux, il n’existe pas de traitement spécifique pour
les humains (ECDC, 2018). Les moyens de lutte a notre disposition sont alors : la surveillance
active de la santé animale puisque les épidémies chez les oiseaux et les chevaux précédent les
cas humains, la sensibilisation de la population aux facteurs de risque et aux mesures a mettre
en ceuvre pour diminuer I’exposition aux moustiques ainsi que la lutte antivectorielle (ECDC,
2018; OMS, 2017). De plus, il est nécessaire de tester les donneurs de sang car la transmission
entre humains est possible lors de transfusions sanguines ou de transplantations (ECDC,
2018).



Human WNV infections by month in the EU/EEA
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Figure 1 : Courbes des infections humaines du VNO en UE et EEE au cours d’une année. La courbe noire montre la moyenne
des infections humaines au VNO entre 2017 et 2021. La courbe verte montre la moyenne des infections humaines au VNO en

2022. La zone grise est tracée du nombre de cas le plus faible au plus élevé d’infection humaines au VNO entre 2017 et 2021.
Depuis www.ecdc.europa.eu.

Dans la lutte contre les zoonoses, 1’étude des zones urbaines est de plus en plus importante
puisque, aujourd’hui, 56% de la population mondiale vit en milieu urbain, chiffre qui devrait
passer a presque 70% en 2050 (Banque Mondiale, 2022). Or, les villes représentent un milieu
propice pour les zoonoses car elles présentent des habitats favorables a la vie sauvage ainsi
qu’une haute densité de population humaine, ce qui multiplie les interactions entre animaux
sauvages et étres humains (Combs et al., 2022; Kolimenakis et al., 2021). Ainsi, les villes
peuvent contenir de nombreux gites larvaires : points d’eau Stagnante temporaires ou
permanents favorables au développement des larves de moustiques. Ces gites sont de natures
diverses, ce qui favorise une richesse spécifique des communautés de moustiques (Contreras-
Perera et al., 2022; Semenza et al., 2016).

La ville de Liege est la quatrieme ville la plus peuplée de Belgique avec 195 000 habitants et
une densité de 2 845 habitants/m?2 (Statbel, 2023). Du fait de sa forte densité de population et
de ses nombreux sites propices a abriter des gites larvaires divers tels que des parcs avec des
étangs ou des batiments abandonnés, la ville pourrait étre propice a la transmission de
maladies par les moustiques. Cependant, il n’existe pas encore de compte rendu de la

biodiversité des Culicidae de la ville de Liége.

La premiére condition pour la transmission de maladies vectorielles est la coprésence de
vecteurs compétents et d’hotes. Par ailleurs, les oiseaux migrateurs sont responsables de la

dispersion a longue distance et de I’introduction du VNO en Europe (Becker et al., 2010;



ECDC, 2018; Randolph & Rogers, 2010). Or, la Belgique abrite de nombreuses especes
d’oiseaux migrateurs et Li¢ge et ses alentours peuvent étre sur la trajectoire d’importants
couloirs migratoires (Fig. 2 ; Beckers, 2020). De plus, Aedes cantans (Meigen 1818), Aedes
caspius (Pallas 1771), Coquillettidia richiardii (Ficalbi 1889), Culex pipiens L. 1758, des
espéces capables de transmettre le VNO, ont déja été recensées dans des zones urbaines en
Belgique (Versteirt et al., 2013) ainsi que Culex modestus Ficalbi 1889 et Ae. japonicus
(Theobald 1901) dans des zones non-urbaines (Versteirt et al., 2013 ; Wang et al., 2021 ;
Wolf et al., 2021).

Enfin, la collection de données épidémiologiques telles que la présence/absence, la diversité
et I’abondance de vecteurs sont capitales pour 1’évaluation des risques d’épidémie de

maladies a transmission vectorielle (Braks et al., 2011).
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Figure 2 : Observations de pinsons des arbres sur les sites de suivis migratoires de la plateforme_ www.trektellen.org entre le
01/10/2020 et le 14/10/2020 (modifié de Beckers, 2020). Les pointillés montrent un couloir migratoire de pinsons de arbres
(Fringilla coelebs) passant par la ville de Liege.

1.3. Influence de I’habitat sur les communautés de moustiques
1.3.1. Ontogénése des moustiques
Comme tous les dipteres, les moustiques sont des insectes holométaboles, ce qui signifie
qu’ils passent par une métamorphose compléte lors de leur développement. Les femelles
pondent a la surface de 1I’eau (excepté celle du genre Aedes). Puis, aprés éclosion, les larves

aquatiques s’y développent en passant par quatre stades larvaires et un stade nymphal, appelé
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pupe, au cours duquel la métamorphose va se produire. Le développement embryonnaire
prend de 2 a 7 jours environ selon la température et est rapidement suivi de 1’éclosion des
ceufs pour tous les genres qui ont des ceufs non dormants (i.e., en Europe, Anopheles,
Coquillettidia Dyar 1905, Culex, Culiseta Felt 1904, Orthopodomyia Theobald 1904 et
Uranotaenia Lynch Arribalzaga 1891) (Becker et al., 2010 ; Foster & Walker, 2002). Les
moustiques du genre Aedes ont une histoire de vie un peu différente puisque les femelles
pondent leurs ceufs dans un substrat humide susceptible d’étre inondé et ces derniers restent
dormants jusqu’a ce qu’il y ait inondation et que les conditions soient favorables pour le
développement des larves. Les ceufs d’Ae. vexans (Meigen 1830), notamment, peuvent rester
dormants pendant au moins 4 ans (Becker et al., 2010 ; Horsfall, 1973).

Les larves se nourrissent de microorganismes, d’algues, de protozoaires, d’invertébrés, de
détritus et peuvent étre classées selon leur comportement alimentaire. Les filtreurs se
nourrissent des particules en suspension dans la colonne d’eau (Culex, Coquillettidia, Culiseta
et Aedes). Les navigateurs collectent la nourriture par re-suspension, raclage ou déchiquetage
de particules, de microorganismes, d’algues, de protozoaires (Aedes) ou du film microbien de
la surface de 1’eau (Anopheles). Et, enfin, les prédateurs se nourrissent d’insectes ou d’autres
petites proies mobiles. Aucune espéce de ce type n’existe en Europe (Becker et al., 2010;
Foster & Walker, 2019).

Au VIII° segment de leur abdomen, les larves ont un siphon respiratoire (Culex,
Coquillettidia, Culiseta, Aedes et Uranotaenia) ou simplement des lobes spiraculaires
(Anopheles) qui leur permettent de respirer. Ainsi, les larves collectent I’air a la surface de
I’eau, exceptées celles du genre Coquillettidia qui ont un siphon spécialisé qui leur permet de
percer des plantes aquatiques afin d’extraire I’oxygéne présent dans leur aérenchyme (Becker
et al., 2010). Donc, au repos, les larves sont juste sous la surface de 1’eau, a I’exception des

especes du genre Coquillettidia.

La durée de développement du moustique dépend de 1’espece mais est aussi influencée, de
maniere générale, par la température. Les températures élevées sont associées a un
développement rapide et les températures basses a un développement lent. Ainsi, pour des
espéces pouvant se développer a de faibles températures (<10°C), le développement larvaire
peut durer de 2 a 3 mois tandis que pour des espéces qui se développent a de plus hautes
températures (30°C) comme Ae. vexans, le développement larvaire peut durer de 6 a 7 jours
(Becker et al., 2010).



Le stade nymphal est aussi aquatique et dure généralement 2 jours. A 1’état de repos, la pupe
flotte a la surface de 1’eau et respire grace a des trompettes respiratoires connectées aux
spiracles méso-thoraciques de I’adulte en développement. Cependant, contrairement a la
plupart des dipteres, la pupe est mobile et peut donc fuir si elle est dérangée (Becker et al.,
2010).

L’émergence des adultes se fait a la surface de 1’eau, généralement 1 a 2 jours plus tot pour
les méles que pour les femelles car les males prennent plus de temps a atteindre la maturité
sexuelle (Becker et al., 2010). Les adultes se nourrissent de fluides végétaux (nectar, jus de
fruit, seve, exsudats) (Peach & Gries, 2020). La plupart des especes sont anautogenes, ¢’est-a-
dire que les femelles ont besoin de sang de vertébrés, en particulier des protéines présentes
dans le sang, pour la maturation des ceufs. Cependant, certaines femelles dites autogénes
comme les femelles Cx. pipiens molestus sont capables de produire leur premiére ponte sans
sang (Becker et al., 2010). L’accouplement se fait lorsqu’une femelle entre dans un essaim de
males. Les essaims peuvent étre constitués de quelques males a plusieurs milliers qui volent
de haut en bas, de gauche a droite généralement en matinée ou en soirée, quand la luminosite
est faible. Une femelle qui rentre dans cet essaim est directement saisie par un male et
inséminée. Ensuite, la femelle va chercher un hote (ou non si elle est autogene) sur lequel
prélever du sang. Puis, une fois qu’elle s’est gorgée, la femelle gravide va chercher un point

d’eau ou un substrat favorable pour pondre (Becker et al., 2010).

Les espéces belges sont adaptées au climat tempéré et ont développé différents mécanismes
pour passer 1’hiver. La majorité des espéces du genre Aedes hibernent a 1’état d’ceuf. D’autres
especes comme Culiseta morsitans (Theobald 1901) passent I’hiver a 1’état de larve mais la
plupart des especes des genres Culex, Culiseta, Uranotaenia et Anopheles passent I’hiver a
I’état d’adulte femelle (Becker et al., 2010). La majorité des especes, en Belgique, sont
retrouvées principalement a partir de la mi-printemps jusqu’en automne, avec un pic durant
les mois d’été (Becker et al., 2010; Dekoninck et al., 2010; Schaffner et al., 2001).

1.3.2. Caractéristiques physicochimiques des gites larvaires
Le gite larvaire revét une importance capitale dans la vie des moustiques puisqu’il abrite les
larves tout au long de leur développement. Par conséquent, sa qualité est essentielle pour le
bon développement de celles-ci (Akpodiete et al., 2019; Hery, Boullis, et al., 2021; Reiskind
et al.,, 2009). C’est pourquoi les femelles gravides distinguent les sites bénéfiques pour le
développement et la survie de leur progéniture en se basant sur des repéres visuels, olfactifs,

tactiles et chimiotactiles (Day, 2016). Ainsi, les indices visuels permettent d’identifier et de
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séparer les habitats aquatiques (mares, cours d’eau, marais, contenants artificiels ou
naturels...) (Kennedy, 1942), tandis que les indices olfactifs, tactiles et chimiotactiles propres
a la qualité du site sont ressentis et évalués par des récepteurs antennaires, tarsaux, du labrum
et des palpes (Choo et al., 2015 ; Day, 2016).

Ainsi, de nombreux parametres physicochimiques de 1I’eau ont été mis en lien avec le choix
du site d’oviposition des femelles. Ces paramétres peuvent avoir des effets différents pour
différentes especes. Selon I'OMS (1975), la température moyenne optimale pour le
développement de la majorité des espéces de moustiques se situe entre 25 et 27 °C. Ainsi, on
retrouverait plus de larves d’Anopheles, de Culex et d’Aedes aegypti dans des eaux a une
haute température (Hery, Guidez, et al., 2021; Kinga et al., 2022; Lalami et al., 2010;
Onchuru et al., 2016). Cependant, les larves de Culiseta annulata (Schrank 1776) seraient
plus fréquentes dans des eaux plus froides (Golding et al., 2015). Une eau sombre et coloree
serait aussi plus attirante pour les femelles gravides (Beehler et al., 1992 ; Kennedy, 1942 ;
Mouatassem et al., 2020). De méme, un point d’eau ombragé serait plus attirant qu’un point
illuminé (Belton, 1967; Onchuru et al., 2016). La conductivité semble étre positivement
associée a la présence des larves d’Anopheles et de Culex (Dejenie et al., 2011; Emidi et al.,
2017 ; Mouatassem et al., 2020) . L’effet du pH peut varier grandement d’une espece a 1’autre
(Becker et al., 2010). Certaines especes comme Cx. pipiens peuvent se retrouver dans des
habitats acides, neutres ou basiques (Becker et al., 2010 ; Figueroa et al., 2016). D’autres,
comme Ae. cinereus Meigen 1818, préferent des milieux basiques et d’autres encore, comme
Ae. communis (De Geer 1776), préferent des milieux acides (Becker et al., 2010). De la méme
manieére, 1’0 dissous (OD) a un effet qui différe selon les especes. Ae. aegypti préférerait des
gaux peu oxygénées voire quasiment anoxiques tandis que Cx. pipiens, Cx. perexiguus
Theobald 1903 et les Anopheles préféreraient des eaux bien oxygénées (Dejenie et al., 2011 ;
Hery, Guidez, et al., 2021 ; Kenawy et al., 2013 ; Lalami et al., 2010 ; Onchuru et al., 2016 ;
Silberbush et al., 2015). De nombreux autres facteurs physicochimiques peuvent influencer
I’oviposition, a savoir, notamment, la turbidité, la salinité, la dureté, le potentiel oxydo-
réducteur, la demande biochimique en oxygéne, la quantité de NO3z, NO2 PO4, SO4, NH4 et la
quantité de P, N, K et Cl total (Emidi et al., 2017 ; Golding et al., 2015 ; Hery, Guidez, et al.,
2021 ; Kenawy et al., 2013 ; Kinga et al., 2022 ; Lalami et al., 2010 ; Mouatassem et al., 2020
; Onchuru et al., 2016).

De plus, les caractéristiques physicochimiques du milieu peuvent aussi influencer la densité

des larves, la taille des populations adultes et aussi leur capacité a transmettre des pathogénes



(Onchuru et al., 2016). Ces caractéristiques influencent, par ailleurs, des caracteres
phénotypiques tels que la fécondité, la fertilité et la taille du corps (Akpodiete et al., 2019).

1.4. Microbiote du moustique
Le microbiote est indispensable dans la vie d’un moustique. Il affecte notamment le
développement larvaire, 1’espérance de vie de I’adulte, la digestion du sang, la fertilité,
I’oviposition, I’'immunité et la capacité vectorielle (Engel & Moran, 2013 ; Vinayagam et al.,
2023). Ainsi, des larves axéniques sont incapables de se développer au-dela du premier stade
(Coon et al., 2014).

La résistance des moustiques aux pathogenes est régie par une relation complexe tripartite
moustique — pathogene — microbiote. Le microbiote joue donc un réle important dans
I’immunité et la capacité vectorielle des moustiques. Les microorganismes peuvent réguler
positivement ou négativement la résistance aux pathogénes (Vinayagam et al., 2023). Par
exemple, dans Anopheles gambiae Giles 1902, vecteur de la malaria, les bactéries du genre
Enterobacter suppriment un des parasites responsables de la maladie, Plasmodium
falciparum, et Escherichia coli inhibe Plasmodium berghei (Cirimotich et al., 2011 ; Meister
et al., 2009). A I’inverse, le champignon Penicillium chrysogenum rend cette espéce plus

sensible aux infections de Plasmodium (Angleré-Rodriguez et al., 2016).

Wolbachia pipientis est une bactérie endosymbiotique qui infecte un grand nombre
d’arthropodes terrestres (Duron et al., 2008). Elle se transmet verticalement dans les
moustiques par transmission transovarienne (Clements, 2000) et est liee a de nombreux
phénomenes impactant la biologie du moustique, notamment dans sa résistance aux
pathogenes et dans sa capacité vectorielle. En effet, cette bactérie peut réduire la durée de vie
et le succes des repas sanguins (McMeniman et al., 2009; Turley et al., 2009) et causer des
altérations reproductives dans les hotes : féminisation, parthénogénése, dégénérescence des
embryons males et incompatibilité cytoplasmique (Stouthamer et al., 1999). L’ incompatibilité
cytoplasmique est le phénomene qui fait que les males infectés ne peuvent pas produire de
descendance avec des femelles non infectées (Clements, 2000). Ceci confére un avantage
reproductif aux femelles infectées et, ce faisant, permet a Wolbachia d’envahir rapidement

des populations non infectées (Sinkins et al., 2005).

Les effets de Wolbachia sur I'immunité et la capacité vectorielle des moustiques vont d’une
réduction de la prolifération et de la transmission de pathogénes a une augmentation du taux

d’infection (Novakova et al., 2017). Par exemple, 1’introduction de la souche wMelPop dans
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Aedes aegypti réduit de moitié son espérance de vie, inhibe le développement de nématodes
filaires et limite les infections au virus de la dengue (DENV), au virus du chikungunya
(CHIKV) et aux Plasmodium sp. (Kambris et al., 2009 ; Moreira et al., 2009). Ainsi, de
nouveaux moyens de contréle vectoriel peuvent étre mis en place. Grace a I’incompatibilité
cytoplasmique, I’introduction d’adultes infectés dans une population vectrice permet
I’infection d’une grande majorité de la population et peut conduire a rendre celle-ci plus
résistante face a un pathogene et a en réduire la capacité vectorielle ou la taille (O’Connor et
al., 2012 ; Hoffmann et al., 2011 ; O’Neill et al., 2019). Ainsi, dans la ville de Townsville en
Australie, I’introduction de la souche wMel de Wolbachia dans la population d’Ae. aegypti a
permis une importante baisse du nombre de personnes infectées par la dengue (O’Neill et al.,
2019). A l’inverse, I’introduction de la souche wAIbB augmente 1’infection du VNO dans
Culex tarsalis Coquillett 1896 et augmente I’infection de Plasmodium berghei dans
Anopheles gambiae (Dodson et al., 2014 ; Hughes et al., 2012). L’effet de Wolbachia dépend
donc de la souche de celle-ci, de I’espéce dans laquelle elle est introduite et du pathogene.
C’est pourquoi ce type d’introduction dans les populations sauvages doit étre réalisé¢ avec
précaution. Ces exemples concernent I’introduction d’une souche de Wolbachia dans un hote
hétérologue mais une souche native peut aussi conférer une résistance. La souche native de
Culex quinquefasciatus Say 1823, notamment, inhibe I’infection par le VNO (Glaser &
Meola, 2010).

Evaluer I’infection des moustiques de terrain et identifier la souche qui les infecte est
important pour fournir les informations basiques nécessaires en vue de déterminer si
I’endosymbionte natif des populations de terrain réduit la capacité vectorielle des moustiques

ou de mettre en place des stratégies de contrdle vectoriel basées sur Wolbachia.

1.5. Objectifs

Dans un but d’évaluer le risque de transmission de maladies par les moustiques dans la ville
de Liege (Belgique), de déterminer des caractéristiques des gites qui influenceraient la
composition des communautés culicidiennes dans les parcs de la ville et de fournir des
informations préliminaires nécessaires a une meilleure compréhension de 1’effet de
Wolbachia sur les populations de terrain et a la potentielle mise en place de techniques de
contrble vectoriel basé sur cette bactérie, ce travail vise a déterminer la composition des

communautés de moustiques dans les parcs liégeois, a évaluer I’influence de paramétres
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physicochimiques sur ces communautés et, enfin, a détecter I’infection de Wolbachia ainsi

que la souche de celle-ci parmi la population de Cx. pipiens de Liege.
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2.Matériel et méthodes

2.1. Sites d’échantillonnage
Les moustiques ont été collectés dans la ville de Liege (50°38'1.43"N, 5°34'2.96"E), dans I’est
de la Belgique. La ville se situe & 60 m au-dessus du niveau de la mer et abrite pres de
200 000 habitants pour une superficie de 69 km? (2845 habitants/m? ; Statbel, 2023). Elle a un
climat océanique tempéré avec une moyenne annuelle de température de 11,2°C et une
moyenne de 853 mm de précipitations totales annuelles. Le mois le plus chaud est le mois de
juillet avec 19,3°C en moyenne et le plus froid est le mois de janvier avec 3,7°C en moyenne
(Climat.be, 2019 ; IRM, 2021). Les 4 parcs choisis présentent un point d’eau permanent
(étang) : il s’agit des parcs d’Avroy, de la Boverie, de Droixhe et du Jardin Botanique (Fig. 3).
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Figure 3 : Localisation des sites d’étude. Li¢ge, Belgique. Modifié depuis OpenStreetMap https://www.openstreetmap.org/

2.2. Méthode d’échantillonnage
2.2.1. Gites larvaires
Tous les points d’eau stagnante, temporaires ou permanents et de toutes tailles, ont été
considérés comme de potentiels gites larvaires et ont été sondés pour la présence de larves et
de pupes de Culicidae (Fig. 4). Nous avons utilisé la méthode de la louche : un poélon en
émail blanc de 15 cm de diamétre et de 7,5 cm de hauteur (00020807, Dille & Kamille,
Utrecht, Pays-Bas) accroché au bout d’un manche en bois (Fig. 4 b,h) est utilisé pour prélever

les larves dans les gites. Pour ceux de plus de 20 m2 (les étangs), des louchées ont été
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prélevées tout le long des berges en faisant attention a la présence de larves et en tentant de ne
pas les effrayer. Deux louchées ont été prélevées dans chaque gites de moins de 20 m2. Toutes
les larves et pupes contenues dans une louche ont été collectées soit a I’aide d’une pipette
pasteur, soit en les filtrant avec une épuisette d’aquarium. Dans les gites trop petits pour
prélever I’eau avec la louche, toute I’eau a été siphonnée a I’aide d’une pompe manuelle. Les
larves ainsi collectées ont été triées en fonction du stade de développement. Les larves de 4™
stade ont ¢té¢ conservées dans de 1’éthanol a 70% tandis que les stades inférieurs et les pupes
ont été conservés dans de 1’eau afin de les faire se développer jusqu’au stade 4 ou en adultes
afin de les identifier. L’échantillonnage a été réalisé une semaine sur deux du 08/05/2023
(semaine 19 de 2023) au 07/07/2023 (semaine 27 de 2023), le lundi dans le parc de la

Boverie, le mardi dans le parc d’Avroy, le jeudi dans le Jardin Botanique et le vendredi dans

le parc de Droixhe.

Figure 4 : Exemples de gites larvaires retrouvés dans les parcs : (a) étang ; (b) égout ; (c) bac en plastique ; (d) bac en pierre ;
(e) broméliacée ; (f) trou dans la terre ; (g) cavité d’arbre ; (h) bache en plastique.
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2.2.2. Pieges pondoirs
Afin de garantir la présence de gites similaires dans chaque parc a chaque récolte, 3 types de
pieges pondoirs (PP) ont été créés, inspirés des méthodes décrites par Becker et al. (2010),
Reiter (1991) et Wan-Norafikah et al. (2018).

Quatre gobelets noirs (3000687, Action, Zwaagdijk, Pays-Bas) de 5,5 cm de diamétre a la
base, 8 cm de diamétre au sommet et 10 cm de hauteur sont placés dans une caisse en
plastique peinte en noir (HOBOX G.E., Cosy&Trendy, Tielt, Belgique) de 26 cm de hauteur,
43 cm de longueur et 35,5 cm de largeur percée de trous a sa base pour éviter ’inondation de
la caisse. Les gobelets sont remplis de 250mL d’une infusion de foin préparée selon la
méthode décrite par Reiter (1991) : 500g de foin sont placés dans 60 L d’eau pendant 7 jours
dans une cuve opaque hermétique (63,2 x 38,9 x 32,8 cm, Superplastic, Liege, Belgique). De
plus, un trou est percé au-dessus de la surface de la solution (8,8 cm de hauteur) afin d’éviter
les débordements en cas de fortes pluies. Il est recouvert d’une bande de gaze (Peha-
Mullbinden, Hartmann, Heidenheim, Allemagne) pour éviter les pertes d’ceufs et de larves.
Une bande d’isorel (703007, Mr.Bricolage, Naninne, Belgique) de 10 cm x 2,5 cm est posée
en oblique dans le gobelet, face rugueuse vers le haut pour servir de substrat pour la ponte des
Aedes. Toutes les larves et les ceufs des gobelets sont récoltés dans 1’infusion et sur la bande
d’isorel lors de la visite des parcs et 1’infusion et les bandes d’isorel sont changées a chaque
fois. Les ceufs ont été récoltés pour les faire se développer afin de pouvoir les identifier. Les

larves ont été conservées comme décrit ci-dessus.

En outre, deux seaux noirs de 20 L (RESE20M3, Superplastic, Liege, Belgique) sont placés
dans chaque parc. L’un est rempli de 6 L d’eau du robinet et ’autre de 6 L d’infusion de foin.
L’eau et I’infusion ne sont pas changées mais, en cas d’évaporation, elles sont portées a 6L
avec de I’eau et de I’infusion respectivement. Deux louchées ont été prélevées dans chaque

seau, a chaque visite et les larves ont été collectées comme décrit ci-dessus.

Les seaux et les gobelets ont été placés dans les parcs, a 1’abri du public, a 1’endroit le plus
proche possible du point d’eau principal. Pour le parc d’Avroy et celui de la Boverie, ils ont
été placés sur I'ilot au milieu de I’étang (Fig. 5c,d), au Jardin Botanique, ils ont été placés
derriere les barrieres, a coté des serres (Fig. 5a) et pour le parc de Droixhe, ils ont été placés

sur le toit de 1’école Léona Platel donnant sur le parc (Fig. 5b).
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Figure 5 : Emplacements des piéges de ponte dans les parcs. (a) Jardin Botanique, (b) Droixhe, (c) Avroy, (d) Boverie.

2.2.3. Echantillonnage des adultes
Les adultes ont été échantillonnés a I’aide de piéges a CO. (Executive, Mosquito Magnet,
Lancaster, PA, USA) placés a I’abri du public, le plus prés possible des étangs, au méme
endroit que les pieges pondoirs (Fig. 5). Comme pour les larves, 1’échantillonnage s’est fait
une semaine sur deux du 08/05/2023 au 07/07/2023. Les pieges étaient placés pendant 48h
dans chaque parc : du lundi au mercredi dans les parcs d’Avroy et de la Boverie et du
mercredi au vendredi dans le Jardin Botanique et dans le parc de Droixhe. Les moustiques
ainsi capturés ont été tues en placant le panier récolteur du piege pendant 25 minutes dans un

congelateur a -17°C puis ont été conservés dans de 1’éthanol a 70%.

2.3. ldentifications
Les larves de 4°™ stade et les adultes ont été identifiés jusqu’a I’espéce sur base de traits
morphologiques avec des clés taxonomiques (Becker et al., 2010) et le programme
d’identification MousEurope (Schaffner et al., 2001).

2.4. Mesure des parameétres physicochimiques
Les mesures de température, de pH, d’électroconductivité (EC) et d’O- dissous (OD) ont été
prises sur le terrain dans chaque gites présentant des larves et/ou des pupes et dans certains
gites ne présentant pas de larves a 1’aide d’un analyseur multiparamétre (C562, Consort,
Turnhout, Belgique ; sondes : ST10N, SP10T, SK10T, SZ20T). Les mesures ont été prises

juste sous la surface de I’eau, 1a ou se trouvent les larves au repos. Les mesures de luminosité,
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quantifiée en irradiance (RAD), ont été prises avec un luxmétre portable (HD2302.0,
DeltaOHM, Caselle di Selvazzano, Italie) en ciblant la surface de 1’eau, a la verticale et a

environ 5 cm au-dessus de la surface.

2.5. Détection et identification de Wolbachia
Pour la détection et I’identification de Wolbachia, des pontes de Culex, ont été prélevées dans
les seaux servant de piéges pondoirs dans les quatre parcs. Elles ont ensuite été élevées
jusqu’au stade adulte ou I’identification de 1’espéce a été faite morphologiquement sur les
males comme décrit ci-dessus. La détection et I’identification de Wolbachia a été faite sur les
femelles Cx. pipiens. L’ADN total des femelles a été extrait avec le kit DNeasy Blood &
Tissue selon le protocole du kit et conservé a -20°C en vue de ’amplification par PCR. Les
primers 183F: 5'-AAGGAACCGAAGTTCATG-3’ et 691R : 5'—
AAAAATTAAACGCTACTCCA-3’ ont été utilisés pour amplifier le géne de la protéine de
surface de Wolbachia : wsp (Bozorg-Omid et al., 2020 ; Zhou et al., 1998). La PCR a été
réalisée avec I’enzyme Q5 du kit High-Fidelity PCR. Les conditions de PCR sont les
suivantes : 30 s de dénaturation a 98°C suivie de 35 cycles de 10 s a 98°C, 30 s a 58°C, 30 s a
72°C. Apres les 35 cycles, 2 min d’¢élongation a 72°C. Un extrait d’ADN total de Drosophila
melanogaster Meigen 1830 a été utilise comme téemoin négatif. Les amplicons obtenus,
faisant 501bp, ont eté séquencés dans les deux sens (forward et reverse), afin de garantir la
robustesse du séquencage, par méthode de Sanger par Eurofins Genomics (Ebersberg,
Allemagne). Les séquences ont ensuite eté éditées grace au programme Serial Cloner 2.6.1
(Perez, 2013) et les séquences consensus, ainsi obtenues, ont été alignées avec des séquences

de Wolbachia disponibles dans la base de données NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

dans le programme Mega version 11 (Tamura et al., 2021). Pour I’analyse phylogénétique,

I’histoire évolutive a été inférée en utilisant la méthode du Neighbor-joining.

2.6. Analyses des données
2.6.1. Communautes
Tous les tests statistiques et les modéles ont été réalisés dans le programme R 4.3.0 (R Core
Team, 2023). Pour évaluer la qualité d’échantillonnage, nous avons trace une courbe
d’accumulation des espéces a 1’aide du package vegan (Oksanen et al., 2022). Pour estimer le
nombre d’especes totales par parc, nous avons utilisé I’estimateur de Chao via la fonction

specpool du package vegan (Oksanen et al., 2022).
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Pour comparer les données d’abondance de Cx. pipiens (non normales), nous avons utilisé le
test non paramétrique de Kruskal-Wallis et lorsque celui-ci était significatif, nous avons
utilisé le test post-hoc de Dunn pour les comparaisons par paires via les fonctions kruskal.test
et dunn.test de R et du package dunn.test (Dinno, 2017).

2.6.2. Données météorologiques
Les données météorologiques ont été relevées par la station météorologique de la Boverie,

Liege (50°37'58.8"N 5°34'58.8"E) et récupérees sur le site https://www.historique-meteo.net/.

Afin d’évaluer I’influence de la météo sur I’abondance de Cx. pipiens dans les parcs, pour
chaque semaine d’échantillonnage, nous avons calculé les températures moyennes sur deux
semaines : la semaine d’échantillonnage et la semaine précédente. De la méme maniére, les
précipitations totales ont, a chaque fois, eté calculées sur ces deux semaines. Ensuite, la
relation entre le nombre de Cx. pipiens récoltés par parc/par semaine et les températures
moyennes ainsi que les précipitations totales ont été évaluées a 1’aide de la corrélation de

Pearson via la fonction cor.test de R.

2.6.3. Parameétres physicochimiques
Les corrélations entre les variables physicochimiques ont été calculées par la méthode non-

paramétrique de Spearman via la fonction cor.test de R.

Nous avons effectué une analyse en composantes principales (ACP) grace au package
FactoMineR (Husson et al., 2023) pour evaluer si les différents types de gites présentaient des

caractéristiques physicochimiques différentes.

Les comparaisons des variables par type de gite ont été faites grace au test de Kruskal-Wallis

et au test de Wilcoxon-Mann-Whitney via les fonctions kruskal.test et wilcox.test de R.

Deux modeles ont été ajustés afin d’évaluer I’influence des paramétres physicochimiques sur
la densité et sur la présence et de Cx. pipiens dans les points d’eau. Les variables
physicochimiques, d’ordres de grandeur bien différents, ont été standardisées avec la fonction

scale de R pour les deux modeles.

Pour évaluer I’influence des paramétres physicochimiques des gites sur la densité de Cx.
pipiens, nous avons ajusté un modele linéaire généralisé mixte (GLMM) via la fonction glm et
selon une distribution de Poisson avec le nombre de Cx. pipiens en variable indépendante.
Nous avons pris comme variables explicatives le logarithme de I’OD et de I’irradiance - dont
les distributions étaient trop asymeétriques - la température, le pH, I’EC ainsi que le carré du

pH et de I’EC pour tenir compte d’un potentiel effet de maximum ou de minimum de ces
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variables. Le choix d’utiliser ces variables transformées pour le modéle a été fait suite au fait
que le modele ajusté en utilisant les variables uniquement de maniére linéaire a montré une
faible capacité a produire des coefficients significatifs. Seuls les points d’eau ot nous avons

retrouvé des larves ont été sélectionnés pour cette analyse.

Pour évaluer I’influence des paramétres physicochimiques sur la probabilité de retrouver des
Cx. pipiens dans un gite, nous avons ajusté une régression logistique ou la variable
dépendante est la présence de Cx. pipiens (0 = absence, 1 = présence) et les variables
explicatives sont une combinaison de paramétres physicochimiques. Nous avons utilisé la
fonction bestglm du package bestglm (McLeod & Lai, 2020) pour déterminer le meilleur
modéle avec comme critere de sélection, le critére d’information d’Akaike (AIC) des
modeles. Pour tenir compte du potentiel effet d’un maximum ou d’un minimum dans les
variables explicatives, nous avons aussi pris les carrés des variables en variables explicatives.

Pour ce modele, nous avons sélectionné tous les points d’eau, avec et sans larves.
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3.Reésultats

3.1. Résultats généraux
Au total, 12 526 moustiques ont été collectés et identifiés dont 116 dans les Mosquito Magnet,
3782 dans les pieges pondoirs et 8798 dans 108 gites larvaires de 9 types différents retrouvés
dans les parcs (Tab. 1). En dehors des PP, 39 gites larvaires de trois types ont été identifiés
dans le parc d’Avroy (Fig. 6a), 43 de deux types pour la Boverie (Fig. 6b), 30 de cing types
pour le Jardin botanique (Fig. 6¢) et seulement 4 de trois types pour le parc de Droixhe (Fig.

6d).

Tableau 1: Nombre de gites dans lesquels des larves/pupes ont été retrouvées et total de larves et pupes
échantillonnées par type de gites.

Etang Egout Bac en Bac en Bache Cavité
plastique pierre d’arbre
Nombre de 1 62 12 15 9 4
gites
échantillonnés
Nombre  de 4 5726 1089 132 1218 347
larves/pupes
Pieges pondoirs Trou dans Flaque Broméliacée
Eau Infusion Gobelets laterre d’eau
claire  defoin
Nombre de 4 4 4 2 1 2
gites
échantillonnés
Nombre  de 253 1958 1571 23 16 243
larves/pupes

Nous avons identifié 10 especes de Culicidae reprises dans le tableau 2. L’espéce Culex
pipiens, vecteur principal du VNO en Europe (Vogels et al., 2017), représente 1’écrasante
majorité des individus échantillonnés (95,6% de 1’échantillonnage total). Culiseta annulata
est la deuxiéme espéce la plus représentée avec 4% des individus totaux. Toutes les autres

especes cumulées ne représentent méme pas 1% de 1’échantillonnage total (Fig. 7).
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Bacplastique. Egout Flague . Arbre - Egout

. Bac pierre Bacplaanue. Bache . Bmméliaoée. Trou terre . Bac pierre . Egout . Etang

Figure 6 : Quantités de gites larvaires identifiés retrouvés dans chaque parc par type. (a) Parc d’ Avroy, (b) Parc de la Boverie,
(c) Jardin Botanique, (d) Parc de Droixhe. Le nombre dans les quartiers est le nombre de gites larvaires différents d’un méme
type relevés dans un parc.

La figure 8 montre 1’évolution du nombre de Cx. pipiens collectés dans les quatre parcs sur les
cinq semaines d’échantillonnage. Le nombre de Cx. pipiens collectés varie selon le parc et la
semaine de collecte. Globalement, ce nombre a tendance a augmenter pour 1’ensemble des
parcs tout au long de la période d’échantillonnage. Cependant, individuellement, les parcs

suivent une évolution différente.
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Tableau 2 : Nombre total d’individus collectés par espéce dans quel(s) parc(s) et type(s) de gites(s) larvaire(s) ou
Mosquito Magnet.

Nombre total Retrouvé(s) dans Type de gites ou
d’individus collectés quel(s) Parc(s) Mosquito Magnet
(% du total) (MM)
Cx. pipiens 11 971 (95,6 %) Tous Tous sauf étang.
Cx. torrentium 16 (0,1 %) Avroy, Boverie, Egout, bac en pierre,
Jardin Botanique bache, MM.
Cx. territans 3 (<0,1 %) Jardin Botanique Bac en pierre.
Cx. hortensis 2 (<0,1 %) Avroy PP eau claire.
Cs. annulata 522 (4%) Tous Egout, PP eau claire,
PP infusion, bac en
plastique, bac en
pierre, bache, MM.
Cs. morsitans 1(<0,1 %) Boverie MM.
An. maculipennis 6 (<0,1 %) Avroy, Boverie, Etang, MM.
complexe Droixhe
An. plumbeus 3 (<0,1 %) Boverie, Jardin MM.
Botanique
An. claviger 1 (<0,1 %) Avroy PP gobelet.
Ae. cinereus 1 (<0,1 %) Avroy MM.

0,4%

Espéces

. Cx. pipiens

L Cs annulata

\
B suves

Figure 7 : Abondances relatives des espéces retrouvées.
Le calcul des corrélations de Pearson a montré une corrélation positive significative entre
I’abondance de Cx. pipiens par semaine et la température moyenne extérieure (Fig. 9) dans le
parc de la Boverie (r = 0,90 ; p-val = 0,035). Toutes les autres corrélations sont positives mais
non-significatives : ensemble des quatre parcs (r = 0.61 ; p-val = 0,273), Avroy (r = 0,39 ; p-
val = 0,517), Botanique (r = 0,34 ; p-val = 0,573), Droixhe (r = 0,77 ; p-val = 0,230). Aucune

relation significative n’a été trouvée entre les précipitations et 1’abondance de Cx. pipiens.
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Figure 8 : Abondance de Cx. pipiens récoltés par semaine dans chaque parc et total pour I’ensemble des parcs.
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Figure 9 : Températures moyennes et précipitations totales par semaine sur la période d’échantillonnage & Liége. Données
collectées par la station météo de la Boverie, Liége (50°37'58.8"N 5°34'58.8"E).

La courbe d’accumulation (Fig. 10) n’atteint pas I’asymptote, ce qui veut dire que 1’0n
n’aurait pas atteint le nombre d’espéces total et qu’avec un effort d’échantillonnage plus
grand, on devrait retrouver plus d’espéces. Cependant, I’inclinaison de la fin de la courbe se
rapproche d’un plateau, ce qui montre que ’effort d’échantillonnage devrait étre bien plus
grand pour détecter d’autres espéces. Ceci s’explique par le fait qu’une espéce est
surreprésentée et que toutes les autres sont alors des espéces rares. C’est aussi pourquoi
I’estimateur de chao, qui accorde une importance aux especes rares, indique que le nombre

d’espéces total devrait s’approcher de 20 espéces (chao = 19,96, écart-type = 10,13).
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Figure 10 : Courbe d’accumulation des especes de Culicidae de I’ensemble des parcs selon 1’effort d’échantillonnage
(nombre d’individus collectés) obtenue selon la méthode de raréfaction.

3.2. Communauteés de Culicidae des différents parcs
Le parc d’Avroy montre la plus grande richesse spécifique (7), suivi du parc de la Boverie (6),
du Jardin Botanique (5) et de Droixhe (3) (Fig. 11). Le nombre d’espéces relevées ainsi que

I’estimation du nombre d’espéces total sont repris en annexe dans le Tableau S1.

Etant donné que le nombre de Cx. pipiens écrase totalement le nombre d’individus des autres
especes, nous avons décidé de calculer I’abondance des Cx. pipiens uniquement. Au total,
5428 (dont 64 dans les MM) Cx. pipiens ont été capturés dans le parc d’Avroy, 3885 (22 MM)
dans le parc de la Boverie, 2474 (12 MM) dans le Jardin Botanique et 184 (8 MM) dans le
parc de Droixhe (Fig. 12).

|:| Chao . Espéces relevées
15-
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o
w
@
w
b
E
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Z i
0- i
I I I I
Avray Boverie Droixhe Jardin Botanique
Parcs

Figure 11 : Nombre d’espéces relevées par parc et estimateurs de Chao.
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Figure 12 : Nombre total de Cx. pipiens par parc (gites + MM).

Total de Cx. pipiens

La densité de Cx. pipiens par gites et MM semble plus élevée dans les parcs d’Avroy et de la
Boverie que dans les deux autres (Fig. 13). Ceci se vérifie par le test de Kruskal-Wallis qui
montre qu’il y a une différence significative entre les densités de Cx. pipiens dans les gites et
MM des différents parcs (> = 25,175 ; p-val = 1,42 x 10°). De plus, le test post-hoc de Dunn
a permis de montrer que ces densités sont similaires entre les parcs d’Avroy et de la Boverie
et entre le parc de Droixhe et le Jardin Botanique mais qu’elles sont plus ¢€levées dans les

deux premiers que dans les deux derniers (Tab. 3).

@ =}
=} =}
=) =)

Nombre de Cx. pipiens dans les gites
w

Avroy Jardin Botanique Boverie Droixhe
Parcs

Figure 13 : Densité de Cx. pipiens des gites par parc. Les rectangles sont tracés du premier au troisieme quartile et sont
coupés par la médiane. Le segment supérieur va du 3™ quartile a la valeur la plus grande ne dépassant pas le 3™ quartile de
1,5 fois I’écart interquartile. Le segment inférieur va du 1*" quartile a la valeur la plus basse ne dépassant pas le 1°" quartile de

1,5 fois I’écart interquartile. Les points sont les valeurs extrémes qui dépassent ces segments.
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Tableau 3 : Résultats du test de Dunn. Une case présente le résultat de la comparaison via le test Z de Dunn d’un
type (colonne) avec un autre (ligne) ainsi que la p-valeur. * montre une différence significative (a = 0,05).

Différence entre la Avroy Jardin Botanique Boverie
moyenne des
colonnes et la z p-val z p-val z p-val
moyenne des lignes
Jardin Botanique 4,497 0,000*
Boverie 1,534 0,062 -3,175 0,001*
Droixhe 3,134 0,001* 0,066 0,474 2,220 0,013*

3.3. Communautés des différents types de gites
La richesse spécifique est la plus élevée dans les bacs en pierre (4 espéces), ensuite dans les
baches, les PP eau claire et les égouts (3), puis dans les bacs en plastique, les PP infusion et
les gobelets (2). Quant aux cavités d’arbres, broméliacées, étang, flaques et trous dans la terre,

ils ne présentent qu’une seule espéce (Fig. 14).

La densité de Cx. pipiens par type de gite est reprise dans la figure 15. Le test de Kruskal-
Wallis montre une différence entre les types de gites (y*> = 20,524 ; p-val = 0,025). Le test de
Dunn montre que ces différences sont dues a 2 types de gites avec une faible densité. Les bacs
en pierre ont une densité moyenne plus faible que les bacs en plastique (Z = -3,26 ; p-val <
0,001), que les égouts (Z = -3,78 ; p-val < 0,001), que les PP d’cau claire (Z = -1,83 ; p-val =
0,034), que les PP d’infusion (Z = -2,82 ; p-val = 0,002) et que les PP gobelets (Z =-2,98 ; p-
val = 0,001). Les trous dans la terre ont une densité plus faible que les bacs en plastique (Z = -
1,89 ; p-val = 0,029), que les égouts (Z = -1.79 ; p-val = 0.037), que les PP gobelets (Z =
1,79 ; p-val = 0,037) et infusion (Z = 1,68 ; p-val =0,047).

4
3

2- I I I
0-

! ! ! ! !
Flague PP eau claire PP gobelets PPinfusion Trou terre

Nombre d'espéces

| ! !
Broméliacée Egout Etang

Types

! ! I !
Arbre Bac pierre Bac plastique  Bache

Figure 14 : Richesse spécifique de Culicidae des parcs de Liége par type de gites.
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Figure 15 : Densité de Cx. pipiens par type de gite. Les rectangles sont tracés du premier au troisieme quartile et sont coupés
par la médiane. Le segment supérieur va du 3¢™ quartile & la valeur la plus grande ne dépassant pas le 3¢™ quartile de 1,5 fois
I’écart interquartile. Le segment inférieur va du 1°" quartile a la valeur la plus basse ne dépassant pas le 1°" quartile de 1,5 fois

1’écart interquartile. Les points sont les valeurs extrémes qui dépassent ces segments.

3.4. Parametres physicochimiques des gites
Les parametres physicochimiques des gites sont illustrés dans la figure 17. Seul le pH, I’OD et
le RAD sont statistiquement différents pour les types de gites (Kruskal-Wallis : pH : 2 =
107,72, p-val < 0,001 ; OD : %> = 95,90, p-val < 0,001 ; RAD : 2= 73,84, p-val < 0,001). Les
différences de ces parametres entre les types de gites (test de Dunn) sont reprises en annexe
dans les tableaux S2 — S4.

Les corrélations entre les parametres physicochimiques sont reprises dans la figure 16. L’EC
n’est corrélée a aucune variable. L’OD et le pH ne sont pas corrélés ensemble mais sont bien
corréelés positivement a la température et a la luminosité. Ces dernieres sont, en plus, corrélées

positivement entre elles.

L’ACP (Fig. 18) nous montre que les 2 premieres composantes principales (CP) expliquent
35% et 21% de la variance totale, soit 56% de variance cumulée. Leurs formules sont : CP1 =
0,621 pH + 0,036 EC + 0,678 OD + 0,690 Température + 0,653 RAD ; CP2 = -0,031 pH +
0,953 EC + 0,160 OD + 0,119 Température — 0,314 RAD. Le cercle de corrélation (Fig. 19)
indique que la premicre CP est corrélée positivement au pH, a I’OD, a la température et a la

luminosité tandis que la seconde est fortement corrélée positivement a I’EC, ce qui est
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cohérent avec la corrélation des variables entre elles. L’ ACP permet de regrouper les types de

gites en fonction de leurs parametres.

Bien que certains types soient un peu plus étalés sur la deuxiéme CP, tous ont des valeurs
semblables sur cet axe. En effet, les médianes d’EC des groupes sont semblables pour tous les

types (Kruskal-Wallis : 42 =5,81 ; p-val = 0,832).

Les égouts ont plutdt des valeurs faibles sur la premiere CP par rapport aux autres gites (test
de Wilcoxon : W = 1399 ; p-val < 0,001), ce qui indiquerait que la combinaison des valeurs

de pH, d’OD, de température et de luminosité est plus faible pour ces gites.

Les étangs, quant a eux, ont des valeurs plus élevées sur la premiére CP comparée aux autres
(W = 2137, p-val < 0,001). Les bacs en pierre présentent aussi, sur la premiere CP, une
médiane plus élevée que la médiane de tous les autres (W = 3908, p-val < 0,001). Idem pour
les baches (W=1758, p-val < 0,001). Ceci indiquerait que la combinaison des valeurs de pH,
d’OD, de température et de luminosité de ces gites est globalement plus élevée que

I’ensemble des autres gites.

Température 025"

| 1.0
. . 0.5
02 0.31 0.19 0o
-0.5
. s i
EC 0.15 0.08 0.14
pH 01 054" 025" 0.05

Figure 16 : Corrélations entre les parameétres physicochimiques. Une tuile comprend le coefficient de corrélation de
Spearman. * indique une valeur significative a o. = 0,05.
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Figure 17 : Représentation en boites & moustaches des paramétres physicochimiques ((a) EC ; (b) OD ; (c) pH, (d)
température ; (€) RAD) des gites larvaires des parcs de Liege. Les rectangles sont tracés du premier au troisiéme quartile et
sont coupés par la médiane. Le segment supérieur va du 3°™ quartile a la valeur la plus grande ne dépassant pas le 3¢m
quartile de 1,5 fois I’écart interquartile. Le segment inférieur va du 1°" quartile a la valeur la plus basse ne dépassant pas le 1*
quartile de 1,5 fois 1’écart interquartile. Les points sont les valeurs extrémes qui dépassent ces segments.
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Figure 18 : Analyse en composantes principales des parametres des gites. La 1% composante principale est portée en abscisse
et explique 35% de la variance totale. La 2°™ composante principale est portée en ordonnée et explique 21% de la variance

totale.
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Figure 19 : Cercle de corrélation des deux premieres composantes principales de 1I’ACP sur les parametres des gites. Les
fleches sont tracées du centre du cercle (0;0) au coefficient de corrélation de Pearson de chaque variable avec la 1°® CP en

abscisse et la 2¢™ CP en ordonnée.
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3.5. Influence des parametres physicochimiques
Etant donné que le nombre de Cx. pipiens écrase totalement le nombre d’individus des autres
especes, nous avons décidé de calculer uniquement les modéles pour Cx. pipiens. Pour
¢valuer I’influence des paramétres physicochimiques sur les populations de Cx. pipiens dans
les parcs, nous avons construit un modéle linéaire généralisé mixte (GLMM) pour leur
influence sur la densité de Cx. pipiens (Tab. 4) par gite mais aussi une régression logistique
pour la probabilité de retrouver des larves de Cx. pipiens dans un gites (Tab. 5).

3.5.1. Influence sur la densité de Cx. pipiens dans les gites
Tous les parametres sont des variables significatives pour le modéle (Tab. 4). La température
influence négativement la densité (Fig. 20f). Le logarithme de 1’02 dissous et de I’irradiance
I’influence positivement (Fig. 20c,e). Le pH et ’EC ont un effet linéaire et quadratique (Fig.
20b,d). Pour apprecier la qualité du modele, un graphique de la densité prédite par le modéle

en fonction de la densité observée a été trace (Fig. 20a).

Tableau 4 : Modele linéaire généralisé mixte (distribution de Poisson) inférant la densité de Cx. pipiens dans un
gite larvaire. Les variables sont les parametres physicochimiques et les transformations de ceux-ci utilisés pour
le modele. Les coefficient représente la contribution de chaque paramétre sur la densité de Cx.pipiens. La z-
valeur est obtenue en divisant le coefficient par I’écart-type. La p-valeur permet d’apprécier la significativité du
coefficient dans le modele.* indique une p-valeur significative (a = 0,05).

Variable Coefficient Ecart-type z-val p-val
Intercept -41.51 2.29 -18.10 <2e-16*
pH 13.61 0.63 21.61 <2e-16*
pH? -0.96 0.04 -22.09 <2e-16*
EC 1.30e-03 3.46e-05 37.56 <2e-16*
EC? - 2.23e-07 7.78e-09 -28.76 <2e-16*
log(O2) 0.39 0.01 37.22 <2e-16*
Température -0.18 4.19e-03 -43.21 <2e-16*
log(RAD) 0.17 8.49e-03 20.12 <2e-16*
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Figure 20 : Représentations graphiques du modele linaire généralisé mixte sur la densité de Cx. pipiens dans les parcs
urbains de Liege. (a) Densité de Cx. pipiens dans les gites larvaire vs densité prédite par le modele. b,c,d,e,f : densités
relevées de Cx. pipiens dans les gites selon les variables (points noirs) et densités prédites par le modele (ligne bleue) en
faisant varier une seule variable et en fixant les autres a leurs moyennes : EC (b), Oz (c), pH (d), irradiance (e), température
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3.5.2. Influence sur la probabilité de retrouver des Cx. pipiens dans un gite
Pour déterminer I’influence des paramétres physicochimiques des gites sur la présence de Cx.
pipiens, nous avons mesuré les caractéristiques physicochimiques de 51 points d’eau
stagnante ne présentant pas de larves ou de pupes de moustiques. Pour servir a la régression
logistique, ces données sont ajoutées aux gites présentant des larves de moustiques, qui
représentent 183 prises de mesures.

Les trois meilleurs modéles obtenus avec la fonction bestglm sont: Y = alO, + a2RAD +
a3EC"2 + b (AIC = 191,2762) ; Y = alEC + a20, + a3RAD + b (AIC =191,2902) ; Y =
alEC + a20, +a3T° + a4RAD + a5T°"2 + b (AIC = 191,3986). Nous avons choisi le
troisieme car il présente plus de variables explicatives significatives pour une AIC tres proche
des deux premiers (Tab. 5).

Les variables influencant significativement la probabilité de trouver des Cx. pipiens dans un
point d’eau sont : 1’02 qui influence négativement cette probabilité (Fig. 21a), le RAD qui
I’influence négativement (Fig. 21b) et la température qui I’influence selon une équation du

second degre représentée en Figure 21c.

Tableau 5 : Régression logistique sur la présence de Cx. pipiens dans les gites larvaires des parcs urbains de
Liége. Les variables sont les paramétres physicochimiques et les transformations de ceux-ci utilisés pour le
modeéle. Les coefficient représente la contribution de chaque parameétre sur la présence de Cx.pipiens (0 =
absence, 1 = présence). La z-valeur est obtenue en divisant le coefficient par I’écart-type. La p-valeur permet
d’apprécier la significativité du coefficient dans le modele. ° indique une p-valeur significative a a = 0,1 et * une
p-valeur significative a a = 0,05.

Variable Coefficient Ecart-type z-val p-val
Intercept 1,259 0,202 6,221 4,93e-10*
EC 0,352 0,248 1,421 0,155
02 -0,771 0,253 -3,052 0,002*
T® -3,620 2,056 -1,761 0,078°
RAD -0,401 0,233 -1,719 0,086°
T2 3,647 2,033 1,794 0,073°
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3.6. Wolbachia

L’ADN total de 11 femelles Cx. pipiens a été extrait : 4 de la Boverie, 3 du parc d’Avroy, 2
du Jardin Botanique et 2 du parc de Droixhe. La PCR a confirmé la présence de Wolbachia
dans les 11. Le séquencage du géne de la protéine wsp a donné des séquences pratiquement
identiques pour les 11 individus. Les séquences sont reprises en annexe Sb. Les différences
viennent du fait que, a la méme position, la séquence forward de 5 individus (Droixhe-C2,
Boverie-C1/C4/12, Botanique-I1) indique un G tandis que la reverse indique un T. De méme,
la séquence forward de Avroy-11 indique un C la ou la reverse indique un A. Dans les
séquences consensus utilisées pour I’alignement des séquences, un K a été attribué aux
positions incertaines pour Droixhe-C2, Boverie-C1/C4/12 et Botanique-l11 et un M a été
attribué a la position incertaine pour Avroy-I1 (Fig. 22). Cependant, la qualité du séquencage,
appréciée a I’aide du score phred, est mauvaise pour les positions incertaines des séquences
forward : <20 pour Avroy-I1 et <10 pour les autres, alors qu’elle est bonne pour celles des
séquences reverse : >= 30. Ceci étant donné, nous avons remplacé les K par des T et le M par

un A pour I’analyse phylogénétique.

L’analyse phylogénétique a indiqué que les onze moustiques étaient porteurs de la méme
souche de Wolbachia pipientis et que celle-ci pouvait étre classée dans le super groupe B et
dans le sous-groupe Pip (Fig. 23).

Species/Abbv R R e
1. Culex pipiens (Droixhe-C2)
2. Culex pipiens (Droixhe-C1)
3. Culex pipiens (Boverie-12)

4. Culex pipiens (Boverie-C4)
5_Culex pipiens (Boverie-C3)

6. Culex pipiens (Boverie-C1)

7. Culex pipiens (Botanique-11)
8. Culex pipiens (Botanique-C1).
9. Culex pipiens (Avroy-13)

10. Culex pipiens (Awroy-11)

11. Culex pipiens (Avray-C1) c C c c c c c

Figure 22 : Partie de I’alignement des séquences du géne de wsp de Wolbachia des 11 individus étudiés montrant les
positions incertaines des séquences consensus en gris.
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{-Drosophila simulans AF020069.1
Aedes albopictus AF020059.1
Culex pipiens AF020061.1
Culex quinquefasciatus AF020060.1
Culex pipiens MH368737 1
Culex pipiens (Avroy-11) @
Culex pipiens (Botanique-C1) @
Culex theileri MH368740.1
Culex pipiens MH368746 1
Culex pipiens MH368739 1
Culex pipiens (Boverie-C3) @
Culex pipiens (Droixhe-C1)@
Culex pipiens (Avroy-13) @
Culex pipiens MH368750.1
Culex pipiens (Avroy-C1)@
Culex pipiens (Boverie-C1)@
Culex pipiens (Boverie-12)@
Culex pipiens (Droixhe-C2) @
Culex pipiens MH368749 1
Culex pipiens MH368751 .1
Culex pipiens MH368748 1
Culex pipiens (Boverie-C4) @
Culex pipiens (Botanique-11) @
Culex pipiens MH368745 .1
Tagosedes orizicolus AF020085.1 p
Aedes perplexus AF317486.2 L
Callosobruchus chinensis AB038339.1
Mansonia indiana AF317492 1
Aedes craggi AF317478 1
Lutzomyia evansi KR907873 1
Lutzomyia evansi KR907872 1
Lutzomyia evansi KR907871.1
Trichopna drosophilae AF071910 1
Lutzomyia shannoni AF237886 1
Aedes novoniveus AF317484.1
Aedes niveus AF317485 1
Glossina austeni AF020077 1
Drosophila simulans AF020068 1
Phlebotomus papatasi KX263910 1
Phlebotomus papatasi KX263915.1 Pap
Phlebotomus papatasi AF237882.1
Glossina morsitans AF020079 1 | Mors
Culex lophoceraomyia AF317490 1 Lop
Culex eumelanomyia AF317480.1 Eum
Drosophila auraria AF020062.1 | Riv
Drosophila melanogaster AF020072 1 Mel
Drosophila melanogaster AF020063 2
Phlebotomus mongolensis KC576916.1
Phlebotomus sergenti MG251660.1
Phlebotomus setgenti KX263919 1
Phlebotomus sergenti KX263912 1
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Figure 23 : Analyse en neighbor-joining des séquences d’ADN de wsp de Wolbachia extraites des moustiques de Liége et
d’autre insectes. Les isolats de cette étude sont indiqués par un rond noir.
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4. Discussion

4.1. Communautés de Culicidae des parcs de Liége
L’abondance de Cx. pipiens des parcs suit une tendance thermophile classique. On retrouve
plus de moustiques dans les parcs lorsque la température extérieure moyenne augmente
comme ¢’est habituellement le cas (Boukraa et al., 2016 ; Dekoninck et al., 2010). Il a été en
effet montré que les larves de Cx. pipiens sont plus abondantes lorsque les températures
extérieures augmentent (Gardner et al., 2012). Nous n’avons pas trouvé de relation entre les
précipitations et 1’abondance de Cx. pipiens. Cependant, certaines études ont trouvé une

relation négative entre les précipitations et leur abondance (Gardner et al., 2012).

L’abondance absolue de Cx. pipiens récoltés est la plus élevée dans les parcs d’Avroy et de la
Boverie : 5428 et 3885 respectivement (Fig. 12). Cela est di au grand nombre de gites
larvaires présents dans ces parcs : 39 pour Avroy et 43 pour la Boverie. De plus, I’abondance
est plus élevée dans le parc d’Avroy car deux de ces gites ont fourni plus de 1000 larves lors
d’un prélévement. I1 y a moins de gites dans le Jardin botanique (30) et ceux-ci abritent
géneralement moins de larves (Fig. 13) car la majorité sont des bacs en pierre (Fig. 6c).
Cependant, I’abondance absolue de Cx. pipiens dans ce parc n’est tout de méme pas
extrémement faible (2474) car quelques gites autres que des bacs en pierre ont fourni
beaucoup de larves a un moment donné. 936 larves ont notamment été prélevées dans les PP
gobelets et 688 dans une bache lors d’un prélévement. Le parc de Droixhe a la plus faible
abondance absolue (184) car il abrite trés peu de gites larvaires (7) et ceux-ci abritant moins
de larves (Fig. 13). Il est difficile d’expliquer avec nos données pourquoi les gites du parc de
Droixhe abritaient moins de larves: les types de gites ne sont pas forcément des types
présentant généralement peu de larves et les parametres de ceux-ci ne permettent pas de les
différencier de ceux des autres parcs. Des données supplémentaires comme la concentration
en certains composés antagonistes pourraient peut-étre permettre d’expliquer cette faible

densité dans les gites de Droixhe.

Par ailleurs, la richesse specifique semble aussi dépendre du nombre de gites larvaires des
parcs. Le parc de Droixhe, qui présente tres peu de gites, a la plus petite richesse spécifique.
Cependant, le fait que les especes autres que Cx. pipiens soient des especes rares dans les
parcs de Liége fait que leur détection est aussi en partie stochastique. Il est donc difficile de

tirer des conclusions claires.
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Nos résultats indiquent que le nombre de gites larvaires présents dans les parcs urbains et leur
nature déterminent I’abondance de Cx. pipiens ainsi que la richesse spécifique des
communautés de Culicidae de ces parcs. Pour éviter d’avoir des populations de Cx. pipiens
trop grandes, il faut donc réduire au minimum le nombre de gites des parcs. Globalement, a ce
niveau-la, les parcs de Liége semblent bien gérés. Une forte abondance de moustiques en
milieu urbain est habituellement due & un nombre éleve de contenants artificiels comme des
pots de fleurs, des pneus abandonnés, des canettes de boisson ou des avaloirs (Kolimenakis et
al., 2021). Hormis les avaloirs qui sont nécessaires a 1’évacuation des eaux de ruissellement,
nous n’avons pas retrouvé ce type de gites dans les parcs. Les avaloirs composent la majeure
partie des gites des parcs d’Avroy, de la Boverie et de Droixhe (Fig. 6a,b,d). Seul le parc
d’Avroy comporte un nombre non négligeable de gites qui pourraient étre supprimés : les
bacs en plastiques. Ces bacs en plastique, qui sont entreposés négligemment, se remplissent
d’eau dés qu’il pleut et peuvent abriter une grande quantité de larves de Cx. pipiens et de Cs.
annulata. Pour éviter cela, il suffirait de les entreposer a I’envers ou dans un endroit couvert.
Le Jardin botanique est un cas particulier puisque quasiment tous les gites ont été trouvés dans
et autour des serres. Généralement, ces gites abritaient assez peu de larves (Fig. 13) mais au
cas ou le nombre de moustiques viendrait a augmenter a cet endroit et deviendrait
problématique, le fait de changer 1’eau des bacs en pierre régulierement ou de vider I’eau des

baches la ou c¢’est possible devrait suffire a diminuer le nombre de moustiques.

4.2. Analyses des gites
Nous avons inspecté les parcs urbains de Liege afin de déterminer quels y étaient les habitats
propices au développement des larves de Culicidae ainsi que leurs caractéristiques

physicochimiques. Nous y avons identifié des gites larvaires de 9 types différents (Tab. 1).

4.2.1. Analyses des parametres physicochimiques des gites
L’ACP (Fig. 17) a permis de montrer qu’il y a une variation des paramétres physicochimiques
dans les différents types de gites larvaires, ce qui en fait des habitats différents qui sont

colonisés par différentes espéces (Tab. 1).

4.2.1.1. Gites abritant Culex pipiens
Des larves de Cx. pipiens ont été retrouvées dans tous les types de gites excepté les étangs
(Tab. 1). Ceci est cohérent car elles sont capables d’habiter pratiquement tous les types de
source d’eau (Becker et al., 2010). On les a retrouvées dans des gammes de variables trés

larges.
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Les larves et pupes de Cx. pipiens ont été retrouvées dans des gammes de pH allant de 4,92 a
9,46 et la GLMM indiquerait un maximum d’individus aux alentours d’un pH 7 (Fig. 18d).
Cette gamme est plus large que celle observée par Kenawy et al. (2013) mais concorde avec
d’autres observations ou des larves de Cx. pipiens ont pu étre retrouvées dans des habitats
dont le pH peut aller de 2 a 9,8 (Figueroa et al., 2016). Nous n’avons pas trouvé d’études
indiquant un pH optimal pour la densité de Cx. pipiens. La plupart montrent des relations
linéaires entre le pH et la densité de Cx. pipiens : certaines indiquent une relation négative
(Kinga et al., 2022 ; Mouatassem et al., 2020), d’autres une relation positive (Kenawy et al.,
2013 ; Lalami et al., 2010). Nous pensons que la maniére quadratique, qui permet d’estimer
un maximum, est la meilleure fagon de représenter 1’effet du pH sur la densité de Cx. pipiens

dans un habitat.

L’EC des gites de Cx. pipiens avaient des valeurs allant de 62 uS/cm a 7300 uS/cm et la
GLMM indiquerait un pic d’individus aux alentours de 3000 pS/cm (Fig. 18b). Ceci
correspond aux resultats obtenus par Nikookar et al. (2017) qui ont trouvé une relation
linéaire positive entre I’EC et la densité de Cx. pipiens pour des valeurs allant de ~50 uS/cm a
~3500 puS/cm. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que I’EC est directement proportionnelle a
la quantité de solides dissous dans 1’eau, elle-méme corrélée a la pollution organique de 1’eau.
Une haute EC indiquerait donc une grande concentration en nutriments favorisant les algues

et les microorganismes qui peuvent servir de nourriture pour les larves (Kibuthu et al., 2016).

Les larves de Cx. pipiens ont éteé retrouvées dans des eaux montrant de 0,60 ppm a plus de 20
ppm d’OD et le logarithme de 1’OD influencerait positivement leur densité (Fig. 18c).
Cependant, la régression logistique indique que, a des quantités d’OD trop élevées, on aurait
moins de probabilité de retrouver des larves (Fig. 19a). Cette grande gamme est plus large que
celle de Kenawy et al. (2013) mais cohérente avec le fait qu’on puisse retrouver les larves de
Cx. pipiens dans des eaux oxygénées ou quasiment anoxiques (Figueroa et al., 2016). De
méme, d’autres études rapportent une association positive entre la densité de Cx. pipiens et
1I’0OD (Dejenie et al., 2011 ; Kenawy et al., 2013). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les
larves de plusieurs especes de moustiques sont capables d’utiliser I’oxygene dissous en plus
de I’oxygene atmosphérique. Or, il a été montré que de plus faibles niveaux d’OD provoquent
une réduction de la survie et une prolongation du temps de développement des larves de Cx.
pipiens (Silberbush et al., 2015). Le fait d’avoir un bon niveau d’OD donnerait alors plusieurs

avantages aux larves, notamment celui d’augmenter la prise d’oxygéne ou de permettre aux
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larves de moins remonter & la surface, ce qui leur offrirait un gain de temps tout en impliquant

un risque moindre de prédation.

Les gites abritant des larves de Cx. pipiens avaient des températures allant de 12,0°C a 32,7°C
et la GLMM indique que la densité de Cx. pipiens aurait tendance a diminuer lorsque la
température augmente (Fig. 18e). Cette gamme est plus large que celle trouvée par Kenawy et
al. (2013) mais reste cohérente avec les résultats de Figueroa et al. (2016) qui indiquent que
des larves de Cx. pipiens peuvent étre trouvées dans des eaux de 5°C a 34°C. Contrairement a
nos résultats, plusieurs études indiquent que la température influence positivement la densité
de Cx. pipiens (Ibrahim et al., 2011 ; Kenawy et al., 2013 ; Kinga et al., 2022). Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que les femelles préféreraient pondre dans ces gites plus chauds qui
conférent un avantage aux larves puisqu’elles s’y développent en général plus rapidement
(Becker et al., 2010). Cependant, il a été montré que cette réduction du temps de
développement est bien moindre lorsque la température dépasse les 24°C pour les Cx. pipiens
et que le taux de mortalité de leurs larves augmente avec I’augmentation de la température
(Ciota et al., 2014 ; Ruybal et al., 2016). Le taux de mortalité peut en effet tripler pour une
différence de 15°C (de 16°C a 31°C), ce qui pourrait expliquer en partie nos résultats (Ruybal
et al., 2016). Etonnamment, la régression logistique nous indique une probabilité plus faible
de retrouver des larves de Cx. pipiens aux alentours de 22°C (Fig. 19c), ce qui contredit les
résultats de nombreuses études (Ibrahim et al., 2011 ; Kenawy et al., 2013 ; Kinga et al., 2022
; Onchuru et al., 2016). Ces résultats proviennent probablement d’un manque de données sur

les points d’eau non occupés par Cx. pipiens.

La luminosité reflétée par la surface des gites de Cx. pipiens, mesurée en irradiance, allait de
0,011 W/m2 a 45,39 W/m?2 et son logarithme influence positivement la densité de Cx. pipiens,
indiquant de petits nombres de larves pour des trés petites RAD. Puis, une fois ces petites
valeurs dépassées, la luminosité semble avoir un effet positif assez faible (Fig. 18f). Ces trés
faibles valeurs, symptomatiques des gites tres peu ensoleillés tels que les avaloirs tres
profonds ou des bacs en pierre complétement ombrageés, impliqueraient une forte réduction
d’algues photosynthétiques, ce qui induirait une source de nourriture trés réduite pour les
larves et réduirait ainsi leur densité. D’un autre coté, la régression logistique indique qu’une
trop forte luminosité réduirait la probabilité de présence de larves de Cx. pipiens dans un point
d’eau (Fig. 19b), comme c’est le cas pour les larves du genre Aedes (Onchuru et al., 2016). La

productivité de pupes de Cx. pipiens serait pratiguement deux fois plus grande dans des gites
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ombrageés plutdt que dans des gites ensoleillés, ce qui pourrait expliquer pourquoi les femelles

semblent préférer des gites moins lumineux pour 1’oviposition (Vezzani & Albicocco, 2009).

Nos résultats indiquent donc que Cx. pipiens est une espece trés généraliste avec de larges
intervalles de tolérance pour les paramétres étudiés, comme démontré précédemment (Becker
et al., 2010; Figueroa et al., 2016). C’est pourquoi on retrouve les gites présentant des larves
de Cx. pipiens partout sur les deux premiéres composantes principales calculées

précédemment (Fig. 24).

La densité de Cx. pipiens dans les gites ne varie pas trop en fonction du type de gites - si ce
n’est dans les bacs en pierre et dans les trous dans la terre ou elle est faible. Ces gites étaient
généralement trés peu éclairés (Fig. 17¢), ce qui pourrait expliquer la faible quantité de larves
présents dans ceux-ci. De plus, ces deux types de gites ont été retrouveés principalement dans
les serres du Jardin Botanique dans lesquelles on pourrait trouver un élément caractéristique
qui expliquerait cette faible densité. Ainsi, les serres abritent de nombreuses plantes
carnivores, parfois juste au-dessus des gites (Fig. 4f) : elles pourraient éventuellement en étre

responsables.

Nos modeles ont été ajustés pour évaluer I’influence de la température, du pH, de ’EC, de
I’OD et du RAD sur la densité et la présence de larves de Cx. pipiens. Cependant, il est
possible que les larves elles-mémes influent sur ces paramétres. Il pourrait alors étre
intéressant d’étudier cette possibilité par une expéerience menée dans des conditions controlées
de laboratoire. Nous avons construit les modeéles sur base de cing variables généralement
associées a des effets sur les larves de Culicidae dans les etudes de terrain mais ces variables
ne refletent pas exhaustivement la réalité étant donné que beaucoup d’autres facteurs peuvent
entrer en compte dans le choix d’oviposition des femelles sur le terrain ou dans le
développement et le taux de survie des larves. De plus, suite a de nombreux problemes liés
aux sondes de I’analyseur multiparametre, nous avons perdu un nombre conséquent de
données portant sur les parameétres de plusieurs gites et points d’eau, ce qui fait que les
modeles sont moins robustes. Ceci pourrait expliquer pourquoi la GLMM surestime les
valeurs tres basses mais sous-estime la plupart des valeurs hautes (Fig. 18a). De méme, cela ,
ajouté au nombre relativement réduit de points d’eau vides de larves par rapport aux gites
larvaires, pourrait expliquer pourquoi la régression logistique semble assez peu convaincante
avec, outre I’intercept, une seule variable significative pour un a = 0,05 et trois pour un o =

0,10.
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Figure 24 : Analyse en composantes principales des paramétres des gites. La 18 composante principale est portée en abscisse

et explique 35% de la variance totale. La 2™ composante principale est portée en ordonnée et explique 21% de la variance
totale. Les gites présentant des Cx. pipiens sont mis en évidence.

4.2.1.2. Gites abritant d’autres espéces
Des larves de Cs. annulata ont été retrouvées dans 6 types de gites différents (Tab. 2) et, a
une exception pres, nous les avons toutes retrouvées dans des gites ou des larves de Cx.
pipiens étaient aussi présentes. Ces gites présentaient d’assez larges gammes de variables : le
pH allant de 6,46 a 8,34, I’EC allant de 116 puS/cm a 3200 puS/cm, 1’0OD allant de 1,22 ppm a
17,05 ppm, la température allant de 13,9 °C a 23,8°C et I’irradiance allant de 0,251 W/m? a
29,8 W/m2, On peut donc retrouver les gites présentant des Cs. annulata assez dispersés sur
les deux premieres composantes principales calculées précédemment (Fig. 25). En
concordance avec les connaissances déja établies (Becker et al., 2010), nos résultats indiquent
que c’est aussi une espece généraliste avec de plutét larges intervalles de tolérance pour les
parameétres étudiés, qui peut habiter une relativement grande variété de gites et qu’on retrouve

souvent en association avec Cx. pipiens.
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Figure 25 : Analyse en composantes principales des paramétres des gites. La 1¢ composante principale est portée en abscisse

et explique 35% de la variance totale. La 2™ composante principale est portée en ordonnée et explique 21% de la variance
totale. Les gites présentant des Cs. annulata sont mis en évidence.

Des larves de Culex torrentium Martini 1925 ont été retrouvées dans 3 types de gites
différents (Tab. 2), toujours en association avec Cx. pipiens - excepté dans un gite - ce qui est
en accord avec les résultats de Lihken et al. (2015). Elles ont aussi été retrouvées dans de
plutdt larges gammes pour certaines variables : le pH allant de 5,26 a 8,23, ’EC allant de 242
puS/cm a 3470 uS/cm, I’irradiance allant de 0,028 W/m2 a 29,8 W/mz2, Par contre, d’autres
variables avaient des gammes plus étroites que celles des espéces précédentes : 1’0OD allant
de 0,63 ppm a 4,75 et la température allant de 17,7 °C a 23,8 °C. Toutefois, lorsqu’on étudie
la combinaison de ces variables avec une ACP, on peut voir gu’on retrouve des CXx.
torrentium dans des gites avec des caractéristiques bien différentes (Fig. 26). Nos résultats
semblent indiquer que 1’espece est relativement généraliste avec toutefois des intervalles de
tolérance de température et d’OD relativement étroits et assez bas pour 1’0OD. Cependant, du
fait du nombre faible de gites présentant ces larves, il est difficile d’établir une conclusion

certaine pouvant s’appliquer a I’ensemble des populations de Cx. torrentium.
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Figure 26 : Analyse en composantes principales des paramétres des gites. La 1¢® composante principale est portée en abscisse
et explique 35% de la variance totale. La 2™ composante principale est portée en ordonnée et explique 21% de la variance
totale. Les gites présentant des Cx. torrentium sont mis en évidence.

Les 4 dernieres espéces ont été tellement peu retrouvees qu’il est compliqué d’estimer les
préférences de celles-ci pour des gites larvaires. Cependant, les larves d’Anopheles
maculipennis s.l. ont été retrouvees uniquement a deux reprises dans 1’étang de Droixhe qui
est tres clair et avec trés peu de végétation immergée, ce qui est concordant avec les
connaissances déja établies sur les préférences d’habitat des larves de An. maculipennis s.s.
Meigen 1818 (Becker et al., 2010). Ceci pourrait indiquer que ces larves appartiendraient a

cette espece.

Culex hortensis Ficalbi 1889 a été retrouvé une seule fois dans un piége pondoir d’eau claire,

ce qui est concordant avec ce que nous savons des Cx. hortensis (Becker et al., 2010).

Culex territans Walker 1856 a été retrouvé une seule fois dans un bac en pierre avec
beaucoup de lentilles d’eau en surface, faiblement expose a la lumiére (RAD = 0,256 W/m?),
ce qui correspond aux préférences documentées des larves de Cx. territans (Becker et al.,
2010).

Anopheles claviger (Meigen 1804) a éte retrouvé une seule fois dans un gobelet d’infusion de
foin. Les larves de cette espece sont retrouvées dans une grande variété d’habitats mais
montrent une préférence pour les sources d’eau propre plus ou moins permanentes (Becker et

al., 2010). Il est donc plut6t étonnant de retrouver une larve dans un de ces gobelets puisque
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I’eau y est trés chargée en matiére organique, n’est pas claire et est changée toutes les deux
semaines. Cependant, des An. claviger ont déja été capturés par ce type de piége pondoir en
Suisse (Wagner et al., 2018).

4.2.2. Richesse spécifique des gites larvaires et piéges pondoirs

Les étangs, desquels nous pensions, en élaborant 1’étude, qu’ils allaient étre le gite principal
des parcs d’ou nous allions tirer le plus de larves et d’espéces différentes, n’ont fourni, au
final, que 4 larves d’une seule espéce : An. maculipennis s.l.. Plusieurs raisons pourraient
expliquer 1’absence de larves dans les étangs de Li¢ge. Premiérement, les caractéristiques
physicochimiques des étangs les différencient des autres gites sur I’ACP, ce qui est dQ,
notamment, a leur OD, a leur RAD et a leur température élevée. Ceci concorde les résultats de
la régression logistique qui indiquent que lorsque ces variables sont trop élevées, on aurait
moins de chance de retrouver des larves de Cx. pipiens (Fig. 19). Deuxiémement, de
nombreux prédateurs de larves de moustique comme des poissons et des larves de zygopteres
étaient présents dans les etangs lors des collectes. On y retrouvait aussi énormément de
daphnies qui pourraient entrer en compétition avec les larves de moustiques, rendant les
étangs moins accueillants pour elles (Thakur & Kocher, 2022). Enfin, il est possible que la
gestion des étangs ait aussi joué un role. Les étangs de la ville de Liége sont tous gérés de la
méme maniere : ils sont traités avec un oxygénant et une solution bactérienne qui permettent
d’avoir une eau trés claire : Biobooster + et Clean-Lac (ichiPond, Herstal, Belgique). Il est
possible que les bactéries ou les composés chimiques de ces produits aient un effet
antagoniste sur les larves ou sur I’attirance des femelles gravides. L’utilisation de ces
produits a notamment pour effet de réduire la concentration en nutriments tels que
I’ammoniaque, le nitrite, le nitrate et le phosphate, ce qui réduit I’accumulation d’algues qui
peuvent étre sources de nourriture et servir de refuge contre les prédateurs. De plus, les algues
filamenteuses flottantes sont retirées des étangs plusieurs fois par semaine a I’épuisette. Ceci
pourrait expliquer en partie aussi I’absence de larves puisque ces algues peuvent avoir un effet
bénéfique sur I’oviposition et la densité de larves de certains moustiques (Bond et al., 2005;
Rejmankova et al., 1991).

Ensemble, les pieges pondoirs ont fourni 4 espéces, ce qui en fait les gites les plus riches avec
les bacs en pierre mais cela ne représente que 57% des espéces retrouvées dans les gites du
parc et 40% des especes totales retrouvées dans les parcs. Les PP utilisés pour cette étude sont
une bonne aide pour évaluer la composition d’une communauté culicidienne d’un site mais

n’est pas suffisante pour en avoir une estimation parfaite.
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4.3. Importance sanitaire des especes collectées
Les espéces retrouvées dans cette étude comptent pour 32% (10/31) des especes
précédemment recensees Belgique (Boukraa et al., 2015). Parmi celles-ci, Cx. pipiens est de
loin la plus fréquente (95,6%). La discrimination entre les biotypes Cx. pipiens pipiens L.
1758 et Cx. pipiens molestus n’a pu étre faite car il n’existe pas de caractéristiques
morphologiques fiables permettant leur distinction (Becker et al., 2010). Toutefois, cette
identification aurait été intéressante car les deux biotypes sont bien différents dans leur
biologie ainsi que dans leur importance vectorielle. Les moustiques Cx. p. pipiens sont
anautogenes, ornithophiles, eurygames et ont une diapause en hiver. Ils ont un rdle mineur en
tant que vecteurs bien qu’ils puissent transmettre le VNO. Les Cx. p. molestus, quant a eux,
sont autogeénes, sténogames (capables de copuler dans des petits espaces, sans besoin
d’essaim), anthropophiles et ont une diapause facultative. Mondialement, c’est un des
vecteurs majeurs du VNO. Avec Culex restuans Theobald 1901, ils sont responsables de plus
de 80% du risque total (Kilpatrick et al., 2005). On les retrouve plus freguemment dans des
environnements humains (Becker et al., 2010) et en plus grand nombre dans les milieux
urbains que 1’autre biotype (Osorio et al., 2014). Nous supposons donc que la majorité des Cx.
pipiens identifiés sont du biotype molestus ou sont des hybrides entre les deux biotypes. Ces
formes hybrides ont une grande importance épidémiologique car elles ont un comportement
alimentaire opportuniste et piquent des oiseaux et des humains, ce qui les rend plus propices a

transmettre des maladies entre ces deux hotes (Osorio et al., 2014).

Dans le genre Culex, la deuxieme espece la plus abondante est Cx. torrentium (0,1%).
L’abondance relative de cette espéce est trés faible par rapport au Cx. pipiens mais il est
possible que certaines femelles aient été identifiées en tant que Cx. pipiens car la
différenciation entre elles est trés compliquée car, pour ce faire, il est nécessaire qu’elles
soient en trés bon état. La différenciation des males est bien plus aisée grace a des
caractéristiques des genitalia et les larves sont différenciables grace aux soies thoraciques 1-T,
a des soies des segments abdominaux I11-V et aux soies latérales du siphon. Les femelles
peuvent étre vectrices du virus Sindbis mais n’ont pas d’influence sur la santé humaine

puisqu’ils sont exclusivement ornithophiles (Becker et al., 2010).

Trois larves de Cx. territans ont été identifiées. Cette espéce batracophile n’a pas
d’importance épidémiologique. Il est possible qu’elle puisse transmettre des arboviroses a des

animaux a sang froid mais cela n’a jamais été pleinement documenté (Wayne, 2023).
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Nous avons identifié 2 larves de Cx. hortensis dont la phénologie et la biologie générale est
peu connue car I’espéce est assez peu commune. Son importance épidémiologique est tres
faible puisque les femelles ne piquent généralement pas les hommes et qu’on en retrouve peu
(Becker et al., 2010). Ces résultats confirment ceux de Versteirt et al. (2013) et Boukraa et al.

(2016) indiquant son établissement en Belgique.

La deuxieme espéce la plus abondante est Culiseta annulata (4%). Elle pique les humains et
autres mammiféres et occasionnellement les oiseaux. On peut fréquemment retrouver ces
moustiques dans les maisons ou ils rentrent pour se nourrir d’humains ou d’animaux
domestiques ou pour chercher un refuge pour I’hiver. C’est un potentiel vecteur du virus

Tahyna et ils peuvent transmettre des Plasmodium aviaires (Becker et al., 2010).

Un adulte Cs. morsitans a été capturé par un Mosquito Magnet. C’est étonnant d’en retrouver
en milieu urbain puisque cette espece préfere habituellement les milieux sauvages ou ruraux

(Gonzélez et al., 2020; Versteirt et al., 2013). Cs. morsitans est un vecteur du virus Sindbis.

Six moustiques du complexe Anopheles maculipennis ont été prélevés. La détermination de
I’espece des individus de ce complexe n’a pas été possible car les caractéres morphologiques
ne permettent pas de différencier les espéces pour un individu. La distinction peut se faire
morphologiquement sur les ceufs mais nous n’avons retrouvé que des larves et des adultes. Le
complexe est impliqué dans la transmission de la malaria mais les espéces ont une importance
différente dans cette transmission, c’est pourquoi I’identification des especes est intéressante
dans 1’évaluation d’un risque de transmission. Toutefois, nous suspectons que les individus
récoltés soient des An. maculipennis s.s. et/ou An. messae Falleroni 1926. Les autres especes
ont des aires de répartition qui sont plus meridionales (An. labranchiae Falleroni 1926, An.
melanoon Hackett 1934, An. sacharovi Favre 1903, An. subalpinus Hackett & Lewis 1935) ou
plus septentrionales (An. beklemishevi Stegnii & Kabanova 1976) ou sont des especes cotieres
(An. atroparvus van Thiel 1927). An. maculipennis s.s. et An. messae sont des especes
essentiellement zoophiles qui ont un réle mineur dans la transmission de la malaria. Elles
piquent principalement des animaux domestiques d’élevage mais peuvent piquer les humains
en cas de faible densité d’animaux domestiques et de forte densité de ces Anopheles. Cela fait
qu’ils peuvent étre responsables de transmissions de malaria dans des régions limitées
(Becker et al., 2010). En milieu urbain, il y a plutét une faible densité d’animaux domestiques
puisqu’il n’y a pas d’¢élevages mais nos résultats montrent qu’il y a aussi une faible densité de
ces moustiques, ce qui fait que la probabilité ils puissent transmettre le pathogéne est faible

méme s’il était présent dans la région.
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Trois adultes An. plumbeus Stephens 1828 ont été piégés dans les Mosquito Magnet. Ces
moustiques piquent les mammiferes dont les humains et se retrouvent habituellement dans les
foréts ou en milieu rural car leurs larves se développent presque exclusivement dans des
cavités d’arbres. Cependant, il n’est pas étonnant de les avoir retrouvés dans les parcs de la
Boverie et du Jardin Botanique qui ont beaucoup d’arbres. Ils peuvent étre vecteurs de la
malaria mais ont une importance épidémiologique mineure du fait de leur écologie (Becker et
al., 2010).

Une larve d’An. claviger a été collectée. C’est une espéce zoophile dont les hotes principaux
sont de grands animaux domestiques. Cependant, ces moustiques peuvent occasionnellement
piquer des humains. C’est un vecteur potentiel de la malaria mais son importance

épidemiologique est faible en raison de la petite taille de ses populations (Becker et al., 2010).

Un adulte Ae. cinereus a eté piégé dans un Mosquito Magnet. Cette espece pique les humains
et d’autres mammiferes. On a déja identifié des individus porteurs du VNO mais du fait de
leur faible capacité vectorielle et de leur préférence d’hétes, ils jouent un rdle trés mineur
dans la transmission du VNO (Andreadis et al., 2004; Becker et al., 2010).

Dans les parcs de Liege, 1’espece revétant la plus grande importance épidémiologique est Cx.
pipiens en raison de sa surreprésentation dans les parcs et de sa capacité a transmettre le VNO
dont elle est le vecteur principal en Europe (Vogels et al., 2017). Elle est considerée comme
une des principales especes de Culicidae nuisibles en Europe pouvant causer des nuisances
séveres (ECDC., 2014). L’importance épidémiologique de Cs. annulata est plut6t faible du
fait de la taille relativement petite de sa population et de la faible menace représentée par le
pathogéne qu’elle peut transmettre : le virus Tahyna. Bien qu’en circulation en Europe, celui-
Ci n’est pas considéré comme une priorité pour la surveillance épidémiologique (ECDC,
2014). L’importance des autres espéces est pratiquement nulle car leurs populations ont une

capacité vectorielle nulle ou trés faible du fait de leur écologie et/ou de leur petite taille.

4.4. Wolbachia
Nous avons étudié I’infection de Wolbachia dans la population de Cx. pipiens de la ville de
Liége car cette bactérie est bien connue pour altérer la biologie des moustiques, notamment en
réduisant leur durée de vie et en interférant avec leur transmission de pathogenes
(McMeniman et al., 2009; Turley et al., 2009; O’Neill et al., 2019; Dodson et al., 2014;
Hughes et al., 2012 ; Glaser & Meola, 2010). De plus, Cx. pipiens est le vecteur principal du
VNO en Europe (Vogels et al., 2017). Nous avons détecté la bactérie dans 100% des
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individus testés, ce qui est cohérent avec plusieurs études de différents pays indiquant une
haute prévalence de Wolbachia dans Cx. pipiens (Bozorg-Omid et al., 2020; Khrabrova et al.,
2009; Leggewie et al., 2018) et qui confirme les résultats de plusieurs études 1’ayant détectée
dans Cx. pipiens a plusieurs endroits en Belgique, notamment & Chénee, c’est-a-dire a
seulement 4 km du parc de la Boverie (Raharimalala et al., 2016; Soto et al., 2023).
Néanmoins, le faible nombre de moustiques testés ne permet pas de généraliser la prévalence

de Wolbachia a I’ensemble de la population de Cx. pipiens de Liége.

Nos résultats constituent, a notre connaissance, le premier séquencage de Wolbachia infectant
des moustiques de Belgique. L’analyse phylogénétique place la souche identifiée dans le
sous-groupe Pip (wPip) du super-groupe B (Fig. 21)en accord avec les résultats de Soto et al.
(2023) qui ont trouvé que la souche de Wolbachia infectant les Cx. pipiens de Louvain
(Belgique) appartenait aussi au sous-groupe Pip. Parmi les 17 super-groupes de Wolbachia,
les super-groupes A et B, largement répandus parmi les arthropodes, sont bien connus pour
altérer le systeme reproducteur de leur héte (Werren et al., 2008). La plupart des souches dont
on a montré qu’elles induisaient une résistance virale font partie du super-groupe A. Par
exemple, la souche wMel qui infecte normalement Drosophila melanogaster est utilisée en
Australie pour réduire les cas de dengue car, lorsqu’elle est introduite dans Ae. aegypti, elle
leur confére une résistance au DENV (O’Neill et al., 2019). Cependant, des souches du super-
groupe B peuvent aussi conférer des résistances virales. C’est le cas de la souche wAIbB
d’Ae. albopictus qui confére une résistance au DENV dans I’hote hétérologue Ae. aegypti
(Bian et al., 2010). De plus, il a été montré que la souche native de Cx. quinquefasciatus qui
fait partie du sous-groupe Pip induit une résistance au VNO dans son hote natif (Glaser &
Meola, 2010). Il serait donc possible que la souche identifiée ici confére une résistance au
VNO au Cx. pipiens de terrain. Cela dit, une étude récente n’a pas trouvé de d’effet
significatif de wPip sur la réplication du VNO et USUV dans des Cx. p. pipiens de Belgique
bien que les auteurs ne tirent pas de conclusion claire faute d’individus négatifs a Wolbachia
(Soto et al., 2023). L’effet de wPip sur la résistance virale est encore peu connu. Il semble ne
pas avoir d’effet concernant I’infection d’USUV et du VNO pour les Cx. pipiens mais pourrait
avoir un effet sur un hote hétérologue. De plus amples recherches sont nécessaires,
notamment pour évaluer 1’effet d’une introduction de wPip dans des populations d’un autre

vecteur du VNO : Cx. modestus.
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5. Conclusion

Nos résultats constituent la premiere caractérisation de communautés de moustiques de la
ville de Liege ainsi que le premier séquencage de Wolbachia infectant des moustiques belges.
Nous avons aussi déterminé les gites larvaires responsables de la présence de moustiques dans
les parcs urbains de Liége et analysé I’influence de paramétres physicochimiques de ceux-ci
sur la composition des communautés culicidiennes ainsi que sur la présence et la densité de

Cx. pipiens.

Les gites larvaires les plus fréquents et qui ont fourni la majorité des moustiques relevés dans
les parcs sont les avaloirs d’égout. Les parcs abritant le plus de moustiques sont ceux avec le
plus d’avaloirs. Ceux-Ci constituent 1’habitat principal des larves de Culicidae des parcs de
Liege et devraient étre considérés en priorité pour la surveillance et le contréle vectoriel. Par
ailleurs, mis a part le parc d’Avroy ou des gites pourraient étre supprimés, les parcs de Liége

semblent étre gérés de maniére adequate pour eviter une trop grande quantité de moustiques.

Les communautés des parcs liegeois sont complétement dominées par Cx. pipiens, le vecteur
principal du VNO en Europe. C’est la seule espéce revétant une importance épidéemiologique
dans ces parcs. Nos résultats confirment sa grande plasticité de niche. Les modeles que nous
avons construits indiqueraient que sa présence serait influencee par 1’02 dissous, la luminosité
et la température et que sa densité est influencée par 1’électroconductivité, 1’02 dissous, le pH,
la température et la luminosité. Malgré une relative faiblesse des modeles, en particulier du
modele logistique évaluant I’influence des paramétres sur la présence de CX. pipiens, nos
résultats contribuent a la compréhension de la préférence d’habitat de 1’espéce qui est une
ressource clé pour la surveillance et le contrdle des espéces vectrices. L’analyse d’autres
facteurs tels que la turbidité, la salinité ou la concentration en certains ions pourrait améliorer

nos modeles.

Nous avons trouvé que des Cx. pipiens de Liege étaient porteurs d’une souche de Wolbachia
appartenant au sous-groupe Pip. Les résultats disponibles a ce jour semblent indiquer que
cette souche ne leur confere pas de résistance virale mais de plus amples recherches sont
nécessaires pour mieux comprendre ses effets sur les traits de vie de Cx. pipiens ainsi que sur

d’autres hotes hétérologues, notamment Cx. modestus, elle aussi vectrice du VNO.

Etant donné la présence en grand nombre de Cx. pipiens dans la ville, sa proximité avec les

frontieres allemande et néerlandaise et la présence du VNO dans ces pays, il est possible que
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les prochaines années voient les premiers cas d’infection au VNO a Liége. Une surveillance
préventive de la population de Cx. pipiens liégeois et en particulier de la prévalence du VNO
dans celle-ci est donc recommandée. Les piéges pondoirs élaborés pour cette étude peuvent

étre un outil utile pour cette surveillance.
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/. Annexes

Tableau S1 : Nombre d’espéces relevées dans chaque parc et dans 1’ensemble des parcs,
estimateur et écart-type de Chao.

Nb. d’espeéces relevées Chao Ecart-type
Avroy 7 14,88 11,49
Boverie 6 6,99 1,85
Droixhe 3 3,47 1,26
Jardin Botanique 5 5,98 2,16
Ensemble des parcs 10 19,96 10,13

Tableau S2 : Résultats du test de Dunn sur le pH des gites. Une case présente le résultat de la
comparaison via le test Z de Dunn d’un type (colonne) avec un autre (ligne) ainsi que la p-
valeur. * indique une p-valeur significative a a = 0,1.
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Tableau S3 :Reésultats du test de Dunn sur I’OD des gites. Une case présente le résultat de la
comparaison via le test Z de Dunn d’un type (colonne) avec un autre (ligne) ainsi que la p-
valeur. * indique une p-valeur significative a a = 0,1.
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Tableau S4 : Résultats du test de Dunn sur le RAD des gites. Une case présente le résultat de
la comparaison via le test Z de Dunn d’un type (colonne) avec un autre (ligne) ainsi que la p-
valeur. * indique une p-valeur significative a a = 0,1.
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Annexe S7 : consensus des séquences forward et reverse du géne de la protéine wsp de
Wolbachia des onze individus testés.

AvCl:

catgatcctttaaaagcatcttttatggctggtggtgctgcatttggttataaaatggacgatat CAGGGTTGATGTTGAGG
GACTTTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCAAC
AACTGTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGAT
ATAGCGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAG
CATATATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGG
TTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAA
CTCTTTGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAGC
AGTATCAGCTACTAAAGAGatcaatgtcctttacagcgctgttggtgc

Avil :
tcctttaaaagcatcttttatggcetggtggtgcetgcatttggttataaaatggacgatatcaGGGTTGATGTTGAGGGACT
TTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTMGTGGTGCAACATTTACTCCAACAACT
GTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGATATAG
CGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCATAT
ATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGGTTTTG
CTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAACTCTT
TGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAGCAGTAT
CAGCTACTAAAGAGgatcaatgtcctttacagcgctgttggt

AvI2 :
gotgggtgctgcatttggGTTATAAAATGGACGATATCAGGGTTGATGTTGAGGGACTTTAC
TCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCAACAACTGTTG
CAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGATATAGCGAT
TGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCATATATCA
GCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGGTTTTGCTTA
TCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAACTCTTTGCT
GGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAGCAGTATCAGC
TACTAAAGAGatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagctgg

BCl:
atgatcctttaaaagcatcttttatggctggtggtgctgcatttggttataaaatyggACGATATCAGGGTTGATGTTGA
GGGACTTTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCA
ACAACKGTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACG
ATATAGCGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGC
AGCATATATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTT
GGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCA
AACTCTTTGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAA
GCAGTATCAGCTACTAAAGAGatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagetgg

BC3:
catcttttatggctggtggtgcetgcatttggttataaaatggACGATATCAGGGTTGATGTTGAGGGACTTTA
CTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCAACAACTGTT
GCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGATATAGCGA
TTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCATATATC
AGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGGTTTTGCTT
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ATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAACTCTTTGC
TGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAGCAGTATCAG
CTACTAaagagatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagcetggagta

BC4 .
tggtggtgctgcatttggttataaaatggACGATATCAGGGTTGATGTTGAGGGACTTTACTCACAA
CTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCAACAACKGTTGCAAACA
GTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGATATAGCGATTGAAGA
TATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCATATATCAGCAATC
CTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGGTTTTGCTTATCAAGC
AAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAACTCTTTGCTGGTGCT
CGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAGCAGTATCAGCTACtaaag
agatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagctgg

BI2 :
tcatgatcctttaaaagcatcttttatggctggtggtgctgcatttggttataaaaTGGACGATATCAGGGTTGATGTT
GAGGGACTTTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTC
CAACAACKGTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTA
CGATATAGCGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGT
GCAGCATATATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGA
TTTGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAAT
CAAACTCTTTGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAG
AAGCAGtatcagctactaaagagatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagetgg

DC1:
tcatgatcctttaaaagcatcttttatggctggtggtgctgcatttggttataaaatggacgaTATCAGGGTTGATGTTGA
GGGACTTTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCA
ACAACTGTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACG
ATATAGCGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGC
AGCATATATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTT
GGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCA
AACTCTTTGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAA
GCAGTATCAGCTACTaaagagatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagctggagtag

DC2:
tgatcctttaaaagcatcttttatggctggtggtgctgceatttggttataaaatggACGATATCAGGGTTGATGTTGAG
GGACTTTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCAA
CAACKGTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGA
TATAGCGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCA
GCATATATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTG
GTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAA
ACTCTTTGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAG
CAGTATCAGCTACTAAAGAGatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagctgg

JaCl:
atcctttaaaagcatcttttatggctggtggtgctgceatttggttataaaatggacgaTATCAGGGTTGATGTTGAGGG
ACTTTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCAACA
ACTGTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGATAT
AGCGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCA
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TATATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGGTT
TTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAACT
CTTTGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAGCAG
TATCAGCTACTAAAGAGatcaatgtcctttacagcgcetgttggtgcagaagct

Jall:
gatcctttaaaagcatcttttatggctggtggtgctgcatttggttataaaatggacgataTCAGGGTTGATGTTGAGGG
ACTTTACTCACAACTAAACAAAAACGACGTTAGTGGTGCAACATTTACTCCAACA
ACKGTTGCAAACAGTGTGGCAGCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGATA
TAGCGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGC
ATATATCAGCAATCCTTCAGAAGCTAGTGCAGTTAAAGATCAAAAAGGATTTGGT
TTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAAC
TCTTTGCTGGTGCTCGTTATTTTGGTTCTTATGGTGCTAGTTTTAATAAAGAAGCA
GTATCAGCT Actaaagagatcaatgtcctttacagcgctgttggtgcagaagetgg
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