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CaV  Canal calcium dépendant du potentiel 

CDC  Centers for Disease Control and Prevention 

CdCl2  Chlorure de cadmium 

CL  Concentration létale 

CLO  Clothianidine 

Cm  Capacité membranaire 

CNEV  Centre National d’Expertise sur les Vecteurs 

CO2  Dioxyde de carbone 

CX   Carbamates 

DAG  Diacylglycérol 

DDT  Dichlorodiphényltrichloroéthane  

DEET   N,N-Diéthyl-m-toluamide 

DEF  S,S,S-tributyl phosphorotrithioate 

DL   Dose létale 

EGTA  Ethylène glycol tétraacétate 

GMPc  Guanosine monophosphate cyclique 

HVA  Haut seuil d’activation 

IC  Intervalle de confiance 

IP3  Inositol trisphosphate 

IP3R  Récepteur à l’IP3 

IR3535   Insect repellent 3535 ou éthylbutylacétylaminopropionate 

IRD  Institut de recherche pour le développement 

IRS  Indoor residual spraying 
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ITN  Insecticide-treated nets 

KBR 3023 Icaridine ou picaridine 

kdr  Knock-down resistance  

KdrKis  Souche Kis présentant la mutation kdr 

Kis  Kisumu 

LAV  Lutte anti-vectorielle 

LLIN  Long-lasting insecticide-treated nets 

Lynx   Ly-6/neurotoxin 

mAChR   Récepteur cholinergique de type muscarinique 

MIVEGEC Laboratoire des Maladies Infectieuses et Vecteurs Ecologie, Génétique, Evolution et 

Contrôle 

nAChR   Récepteur cholinergique de type nicotinique 

NaV  Canal sodium dépendant du potentiel 

Neurones DUM Dorsal Unpaired Median neurone  

NO  Monoxyde d’azote 

NRG  Neurone récepteur gustatif 

NRO  Neurone récepteur olfactif 

OBP  Protéine olfactive de transport 

OMS  Organisation Mondiale de la Santé 

OP  Organophosphorés 

OPEX  Opération extérieure 

PA   Potentiel d’action 

PBO  Piperonyl butoxide 

PCR  Polymerase chain reaction 

PIP2   Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate 

PKA  Protéine kinase dépendante de l’AMPc 

PKC  Protéine kinase dépendante du calcium 

PKG  Protéine kinase dépendante du GMPc 

PLC  Phospholipase C 

RCPG  Récepteur couplé aux protéines G 

RE  Réticulum endoplasmique 

RG  Récepteur gustatif 

RI   Récepteur ionotrope  

RIC-3   Résistance à l’inhibiteur de l’acétylcholinestérase-3  

Rm  Résistance membranaire 

RO  Récepteur olfactif 

RTK  Récepteur tyrosine kinase 

RyR  Récepteur à la ryanodine 
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S.E.M.  Standard error of the mean 

SAP  Sensory apendage protein 

SiFCIR  Laboratoire Signalisation fonctionnelle des canaux ioniques et récepteurs 

TRIF  Triflumézopyrime 

TRPC   Transient receptor potential type C channels 

VIH   Virus de l'immunodéficience humaine 

α-bgt  α-bungarotoxine 
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Préambule 

 

Les changements environnementaux et sociétaux influencent la distribution et la 

dynamique des agents pathogènes et de leurs moustiques vecteurs contribuant à l’émergence ou 

la réémergence d’épidémies de maladies vectorielles (paludisme, dengue, chikungunya et Zika) 

dont les impacts sanitaires sont considérables. Pour la plupart de ces maladies, il n’existe pas de 

vaccin et le plus souvent pas de traitement. La lutte chimique demeure donc la principale stratégie 

pour contrôler les populations de moustiques vecteurs. Cependant, l’utilisation intensive de 

substances biocides a pour impact la sélection de moustiques résistants vis-à-vis des insecticides 

comme les pyréthrinoïdes, pourtant recommandés par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). 

C’est dans ce contexte particulier que s’inscrit notre projet de recherche. La 6ème conférence du 

Fond Mondial tenue en 2019 a mis en avant le paludisme comme l’une des trois pathologies 

mondiales les plus préoccupantes avec le sida et la tuberculose. Il est donc primordial de limiter 

les contacts avec les moustiques vecteurs d’agents pathogènes en utilisant des substances 

chimiques imprégnées sur divers textiles (habits, toiles de tente, moustiquaires, treillis…). 

Aujourd’hui, dans le cadre de cette lutte anti-vectorielle (LAV), la plupart des textiles sont 

imprégnés d’insecticides pyréthrinoïdes, possédant une action à la fois insecticide et répulsive, 

ainsi que d’organophosphorés (OP) et de carbamates (CX). Malheureusement, l’apparition de 

résistances au sein des populations de moustiques remet en cause leurs efficacités et donc leurs 

utilisations. 

 

L’objectif de cette thèse est de développer deux nouvelles stratégies de lutte chimique 

contre Anopheles gambiae, le principal vecteur du paludisme en Afrique, pour contourner les 

phénomènes de résistance par mutation de la cible d’insecticide. Nous avons travaillé 

simultanément sur une souche sensible de référence et deux souches résistantes aux insecticides. 

L’une présente la mutation G119S sur l’acétylcholinestérase qui confère la résistance aux 

insecticides OP et CX et l’autre présente la mutation L1014F sur le canal sodium dépendant du 

potentiel qui confère la résistance aux insecticides pyréthrinoïdes. Dans les stratégies proposées 

à l’issue de nos résultats, un répulsif (IR3535) est utilisé en tant qu’agent synergisant pour 

augmenter la sensibilité des récepteurs cholinergiques de type nicotinique à la clothianidine, un 

insecticide néonicotinoïde, et au triflumézopyrime, un insecticide mésoionique. Ces insecticides 

ne sont que peu ou pas utilisés en LAV et leur mode d’action est donc totalement nouveau dans 

ce contexte. 
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Introduction 

 

Chapitre 1 : Les anophèles : vecteur du paludisme 

 

1. Le paludisme 

 

Le paludisme, autrement appelé malaria ou fièvre des marais, est une maladie parasitaire 

principalement tropicale et subtropicale transmise par les moustiques du genre Anopheles au 

moment de la prise du repas sanguin. L’infection est causée par des parasites unicellulaires du 

genre Plasmodium. Il existe plus de 100 espèces de microorganismes du genre Plasmodium 

infectant des reptiles, oiseaux ou mammifères, cependant seulement 6 espèces sont capables 

d’infecter les humains et de causer le paludisme : P. falciparum, P. vivax, P. ovale curtisi, P. ovale 

wallikeri, P. malariae, et occasionnellement P. knowlesi. Cela donne lieu à différents types de 

paludisme de gravité plus ou moins forte selon le parasite et selon son cycle de vie (Institut 

Pasteur, 2013 ; CDC 2020). Les enfants âgés de moins de 5 ans sont les principales victimes 

puisqu’ils représentent 67% des décès dus à cette maladie (OMS, 2020). De plus, les femmes 

enceintes, les personnes séropositives ainsi que les migrants/voyageurs non immunisés sont plus 

susceptibles de la contracter.  

 

Le paludisme sévit principalement en Afrique sub-saharienne où surviennent la plupart 

des cas et des décès, mais aussi en Asie du Sud-Est, en Méditerranée orientale, dans le Pacifique 

occidental et aux Amériques (Figure 1) (OMS, 2019). Parmi les espèces responsables du 

paludisme chez l’homme, P. falciparum et P. vivax sont les plus dangereuses. P. falciparum, le 

plus pathogène, est responsable de 99,7 % des cas estimés dans la Région africaine, de 50 % 

des cas dans la Région de l’Asie du Sud-Est, de 71 % dans la Région de la Méditerranée orientale 

et de 65 % dans la Région du Pacifique occidental. P. vivax, le plus répandu, est responsable de 

53% des infections en Asie du Sud-Est et de 75% des cas en Amérique, où il est prédominant 

(OMS, 2020). Le paludisme à P. falciparum évolue très rapidement vers des formes sévères voire 

fatales sans traitement. En 2019, le nombre de décès dû au paludisme a été estimé à 409 000 

en 2019, soit environ 1120 par jour, contre 422 000 en 2017 et 594 000 en 2010. Il est reporté 

que 94% de ces décès sont localisés dans la région africaine. L’incidence du paludisme (i.e. 

nombre de cas pour 1000 habitants exposés au risque de paludisme) a reculé au niveau mondial, 

passant de 80 en 2000 à 58 en 2015, puis 57 en 2019. De 2000 à 2015, cette dernière a donc 
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diminué de 27% au niveau mondial, mais de 2 % seulement entre 2015 et 2019, ce qui reflète 

un net ralentissement depuis 2015 (OMS, 2020). Depuis 2015, l’Europe n’a déclaré aucun cas 

autochtone.  

 

 

Figure 1 : Répartition géographique indiquant le nombre de cas de paludisme pour 1000 personnes à risque 

(OMS, 2019). 

 

Même dans les zones endémiques, il est rare de constater des cas de paludisme durant 

les saisons froides, dans les déserts et à haute altitude. En revanche, les zones plus chaudes sont 

propices à la transmission des parasites car elles sont compatibles avec l’activité et le 

développement du parasite (15°C pour P. vivax, 20°C pour P. falciparum) mais aussi avec 

l’activité optimale et le cycle de développement des espèces de moustiques vectrices. P. 

falciparum est retrouvé dans les zones tropicales et subtropicales partout dans le monde mais 

surtout en Afrique comme précisé précédemment. Les premiers symptômes sont généralement 

difficiles à attribuer à cette maladie. L’infection est quasi-systématiquement fébrile avec d’autres 

symptômes comme des douleurs musculaires, des frissons, des nausées et des céphalées. De 

plus, les infections peuvent être asymptomatiques à cause d’une immunisation partielle dans les 

zones endémiques. Il cause une fièvre tierce (tous les trois jours) maligne dans les cas les plus 

sévères car il se multiplie rapidement dans le sang, causant des anémies ou bouchant les 

vaisseaux sanguins. Cela peut être fatal dans le cas où le parasite atteint le cerveau, on parle 

alors de paludisme cérébral (Ghazanfari et al., 2018). La période entre la piqûre par le moustique 

infecté et l’apparition des premiers symptômes de la maladie chez l’homme est appelée période 

d’incubation. Elle dure entre 7 et 30 jours selon le parasite, l’âge, et l’immunité de l’hôte (CDC, 

2020 ; OMS, 2021).  



Introduction - Chapitre 1 : Les anophèles : vecteur du paludisme 

Page | 16  
 

Le cycle de vie des parasites du genre Plasmodium nécessite deux hôtes, l’homme pour 

la phase asexuée en tant qu’hôte intermédiaire et le moustique pour la phase sexuée en tant 

qu’hôte définitif. Les moustiques femelles piquent un hôte humain malade ou porteur 

asymptomatique et s’infectent avec le parasite. Le parasite progresse alors dans son cycle de 

développement et une fois qu’il a migré dans les glandes salivaires, le moustique devient 

infectieux peut injecter des sporozoïtes (cellules infectieuses) dans le sang et le derme d’un hôte 

humain par une piqûre lors d’un repas de sang ultérieur. 

 

2. Les anophèles 

2.1.  Taxonomie 

 
 Le moustique appartient à l’ordre des Diptera, caractérisé par une seule paire d’ailes 

membraneuses, et à la famille des Culicidae, qui est séparée en deux sous-familles (Figure 2). 

La plupart des moustiques appartiennent à la sous-famille des Culicinae (Aedes, Culex etc…). 

Cependant, de nombreux moustiques d’intérêt en santé publique appartiennent à la sous-famille 

des Anophelinae, dans laquelle sont classées les espèces vectrices de paludisme.  

 

 

Figure 2 : Photographies de 3 espèces représentatives des deux sous-familles de moustiques (banque 

d’images du CDC, 2020). 

 

Il existe environ 3500 espèces de moustiques dont 500 espèces d’anophèles (Harbach, 

2013). Les anophèles sont présentes quasiment partout dans le monde. Il est reporté que 70 

espèces environ sont capables de transmettre le paludisme à l’homme (Sinka et al., 2012). Les 
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vecteurs majeurs en Afrique sub-saharienne appartiennent à deux complexes d’espèces : 

Anopheles gambiae s.l. 1 et Anopheles funestus s.l .2  

 

2.2.  Cycle de vie 

 
 Les moustiques sont des insectes holométaboles qui suivent une métamorphose complète 

passant par 4 grands stades bien définis et séparés morphologiquement (Figure 3). Les trois 

premiers stades, œuf, larve et nymphe (ou pupe) sont aquatiques. Le stade adulte ou imago est 

aérien.  

 

 

Figure 3 : Photographies de A) la face ventrale d'un œuf, B) de la face dorsale d’une larve, C) de la face 

latérale d’une nymphe et D) d’un adulte An. gambiae. Echelle : 0,25cm. Photo prise par Nil Rahola, 

MIVEGEC IRD Montpellier. 

 

Le cycle de vie des anophèles dure entre 7 et 14 jours depuis l’œuf jusqu’à l’adulte. Le 

cycle complet est illustré en figure 4 (Carnevale et Robert, 2009).  

 

 

 

1 Contient 8 espèces cryptiques, notamment An. gambiae s.s., An. arabiensis et An. coluzzi (Coetzee et al., 2013). An. 

gambiae et An. arabiensis sont les principaux vecteurs de P. falciparum. 

2 Contient 9 espèces notamment An. funestus s.s., An. parensis, An. rivulorum et An. leesoni. 
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Figure 4 : Cycle de développement des anophèles (Modifié d'après Carnevale et Robert, 2009). 

 

Au stade imaginal, la nutrition du mâle s’appuie uniquement sur des sources de sucre 

comme la sève, le miellat ou des fruits endommagés tandis que la femelle est aussi hématophage 

(Foster, 1995; Gary et Foster, 2004; Barredo et Degennaro, 2020). Le repas sanguin constitue 

un enjeu majeur en santé publique car c’est à ce moment que le moustique peut être infecté par 

des plasmodies et devenir infectieux après la période extrinsèque d’incubation (EIP). L’EIP est le 

temps nécessaire au parasite pour passer de l’intestin aux glandes salivaires. Elle dure une 

douzaine de jours pour P. falciparum (Ohm et al., 2018). La prise d’un repas sanguin par la 

femelle est nécessaire à la vitellogenèse qui permet de créer des réserves énergétiques utilisées 

par l’embryon pendant son développement. Le repas sanguin est donc indispensable à la 

maturation des œufs. Après ingestion du sang, la femelle est dite gorgée et va chercher un 

endroit pour digérer, excréter les déchets métaboliques (diurèse) et se reposer. Généralement le 

repos se fait à l’intérieur des habitations et dure 35 à 40h chez An. gambiae, ce temps est allongé 

à mesure que la température diminue. Les anophèles prennent alors une position caractéristique 

avec un angle de 45° et la 3ème paire de patte relevée. Une fois le sang digéré, la femelle est dite 

gravide (Carnevale et Robert, 2009). 
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2.3.  Rôle dans la transmission du paludisme 

 
An. gambiae s.s. est le principal vecteur de paludisme en Afrique pour plusieurs raisons. 

Premièrement, la femelle d’An. gambiae s.s est endophile et anthropophile. Le comportement 

très anthropophile d’An. gambiae s.s est défini par 1) sa préférence pour les humains en tant 

qu’hôte pour la prise de repas sanguin par rapport aux oiseaux ou autres mammifères (zoophilie), 

2) par son endophagie et son endophilie, c’est-à-dire sa tendance à piquer et à se reposer à 

l’intérieur des habitations après la piqûre, 3) sa tendance à pondre non loin des habitations 

(Kabbale et al., 2013; Takken et Verhulst, 2013). Deuxièmement, An. gambiae s.s. présente une 

importante capacité vectorielle pour P. falciparum. La capacité vectorielle se définit comme le 

nombre de piqûres infectantes qu’une population anophèlienne distribue quotidiennement à 

l’homme, en un temps et en un endroit donné (Garrett-Jones, 1964). Depuis plus récemment, la 

capacité vectorielle inclut la compétence vectorielle qui elle-même dépend des facteurs 

intrinsèques de l’insecte comme sa physiologie, son système immunitaire, le comportement de 

piqûre et de repos, la durée du cycle sporogonique qui favorisent l’infection par les plasmodies 

et la complétion de leur cycle jusqu’à la transmission à un nouvel hôte humain. Enfin, la femelle 

a tendance à piquer la nuit pendant les heures de sommeil des humains, entre 23h et 6h, mais 

le cycle d’agressivité peut commencer dès 18h, lorsque l’humidité augmente et que la 

température baisse (Carnevale et Robert, 2009; Kabbale et al., 2013). Elle a aussi tendance à se 

nourrir à l’intérieur des habitations (endophagie). Cependant, ce schéma de piqûre peut être 

influencé par divers facteurs. En effet, les heures de piqûres peuvent être décalées plus tôt ou 

plus tard suite au déploiement de moustiquaires imprégnées d’insecticides et que l’exophagie est 

favorisée dans ce cas (Russell et al., 2011a; Reddy et al., 2011; Moiroux et al., 2014).  

 

Lors de la recherche d’un hôte potentiel, celui-ci est repéré à longue distance par le 

moustique grâce aux odeurs portées par les courants d’airs jusqu’aux chémorécepteurs présents 

sur les antennes de l’insecte. Les composés attractants comprennent l’acide lactique, le dioxyde 

de carbone et certaines molécules contenues dans la sueur. Le système neurosensoriel du 

moustique sera précisément décrit plus loin dans ce manuscrit (cf. Introduction, chapitre 2, 

partie 1.2.1.). Sur de courtes distances (quelques mètres), la perception des formes et des 

couleurs est favorisée pour repérer l’hôte via les yeux composés (Eneh, 2016). 
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3. Cas particulier des forces armées françaises 

 
Sur l’année 2021, plus de 17000 militaires français sont déployés hors métropole que ce 

soit 1) les forces de souveraineté aux Antilles, en Guyane, à Mayotte, à la Réunion ou en Polynésie 

française (7150 militaires) 2) les forces de présence en Côte d’Ivoire, au Sénégal, au Gabon, à 

Djibouti et aux Emirats Arabes Unis (3750 militaires), 3) les forces des opérations Barkhane au 

G5 Sahel : Mauritanie, Mali, Tchad, Niger, Burkina Faso (5100 militaires). De plus, l’Etat a 

annoncé en mars 2020 le déploiement de la force européenne Takuba pour appuyer les soldats 

maliens (500 militaires) (defense.gouv.fr, 2021) (Figure 5). La force Takuba a commencé sa 

mission depuis l’automne 2020. 

 

Les personnels militaires pré-positionnés (missions dans les territoires français d’outre-

mer) et en opérations extérieures (OPEX) sont particulièrement exposés aux maladies 

infectieuses. Ces missions se caractérisent par leur localisation en zone intertropicale. Dans la 

majorité des pays concernés, l’hygiène générale est mauvaise, les infrastructures sanitaires sont 

peu nombreuses et les insectes vecteurs d’agents pathogènes sont présents en forte densité. Le 

personnel militaire est donc très exposé par le contact avec les autochtones ou l’environnement. 

Les contaminations en OPEX ou mission outre-mer peuvent en plus donner lieu à des cas 

d’importation lors du retour en métropole.  

 

Les militaires sont principalement exposés aux maladies transmises par l’eau et les 

aliments, elles sont multiples et polymorphes. Le symptôme prédominant est la diarrhée (77% 

des cas de maladies infectieuses en 2015). En OPEX, les diarrhées sont le premier motif de 

consultation médicale. En deuxième lieu viennent les maladies vectorielles puis les maladies 

sexuellement transmissibles (Tableau 1) (Aoun et al., 2014; Santi-Vuillemin, 2018). 

 

Bien que le paludisme ne soit pas la maladie majoritaire chez les militaires déployés, elle 

fait partie des maladies les plus invalidantes sur le terrain opérationnel. Le paludisme est donc la 

maladie majeure nuisant aux OPEX, sans être la plus fréquente. La plupart des pays où les 

militaires sont déployés sont situés en zones endémiques au sein desquelles la transmission des 

maladies vectorielles reste peu contrôlée (cf. Figure 1) (Migliani et al., 2008; Créach et al., 

2016).   
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Catégorie Maladie infectieuse 
Nombre de 

cas 

Maladies transmises par l’eau et les 

aliments 

Diarrhée 4179 

Toxi-infection alimentaire collective 242 

Shigellose / dysentrie 5 

Fièvre typhoïde et paratyphoïde 1 

Amibiase 8 

Maladies vectorielles 

Syndrome dengue-like 198 

Leishmaniose cutanée 19 

Paludisme 298 

Maladies sexuellement transmissibles 

Exposition sexuelle à risque 316 

Infection VIH 7 

Autres infections sexuellement 

transmissibles 
120 

Tableau 1 : Importance relative des maladies infectieuses touchant les militaires français en 2015 (Santi-

Vuillemin, 2018). 

 

Malgré la diminution de l’incidence du paludisme au niveau mondial, cette maladie reste 

dangereuse, particulièrement au sein des forces armées françaises. De 2000 à 2015, plus de 

6400 cas de paludisme ont été reportés parmi les forces armées françaises. L’incidence du 

paludisme chez les militaires français de 2000 à 2015 est représentée en figure 6, les données 

illustrées comprennent les cas autochtones et d’importation (Velut et al., 2018). Chaque pic de 

cas observé correspond au lancement d’une opération militaire en pays endémique (Opération 

« Licorne » en Côte d’Ivoire, lancée fin 2002 ; Opération « Harpie » en Guyane, lancée en 2008 ; 

Opération « Sangaris », lancée fin 2013) (defense.gouv.fr, 2016, 2017, 2019). 

 

Figure 6 : Incidence du paludisme parmi les forces armées françaises (Modifié d’après Velut et al., 2018). 
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Par les répartitions géographiques très diverses des missions, les militaires sont exposés 

à tous les faciès3 du paludisme par exemple le faciès équatorial, tropical dans les savanes, 

sahélien, de moyenne altitude, désertique, urbain et de haute altitude (Carnevale et Robert, 

2009). 

 

Il est donc primordial de protéger les militaires afin de limiter l’impact opérationnel, les 

coûts et les contraintes logistiques liés à l’apparition de formes graves de paludisme. En effet, 

l’infection des militaires en opération peut saturer les moyens d’évacuation et les systèmes de 

santé. L’incapacité d’un seul homme sur le théâtre d’opération peut affecter le fonctionnement 

d’une équipe et nécessite une surveillance médicale rapprochée pour éviter l’apparition de formes 

graves (Sauvet et al., 2009).  

 

 Le contrôle du paludisme repose principalement sur 3 stratégies au sein de l’armée 

française :  

 

• la protection personnelle et la lutte anti-vectorielle (LAV) par combinaison de lutte chimique 

(insecticides imprégnés sur moustiquaires, sur vêtements opérationnels, ou pulvérisés sur 

les murs dans les bases, répulsifs sur la peau) et mécanique (drainage ou destruction des 

gîtes larvaires d’anophèles) pour sécuriser les alentours d’une base (Pages, 2009). 

• la chimioprophylaxie 

• le diagnostic et la prise en charge rapide des cas.  

 

Ces stratégies sont complétées par la mise en place d’une surveillance épidémiologique, 

d’enseignements pour le personnel de santé et les militaires envoyés en mission, d’un suivi de la 

sensibilité des parasites du genre Plasmodium aux antipaludiques, et enfin, d’activités de 

recherche liées à la prévention, au diagnostic et au traitement du paludisme (Migliani et al., 

2014). Par des essais cliniques (screening et tests de nouvelles molécules thérapeutiques et 

prophylactiques), des évaluations de l’impact de la LAV, un suivi des marqueurs de résistances 

des parasites, l’armée française se positionne comme l’un des acteurs majeurs dans la protection 

et la lutte contre la transmission du paludisme (Fall et al., 2013; Migliani et al., 2014; Pradines 

et al., 2006). 

 

 

3 Un faciès comprend les composantes écologiques et épidémiologiques de l’écosystème concerné. 
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Chapitre 2 : Protection personnelle et contrôle des 

populations de moustiques vecteurs 
 

1. Protection personnelle : les répulsifs 

1.1. Avant-propos 

 

Les mesures de protection personnelle rassemblent tous les moyens prophylactiques 

destinés à limiter le contact entre le moustique vecteur et l’homme pour limiter l’infection par 

des agents pathogènes, sans tuer le vecteur directement. Différents outils peuvent être utilisés 

pour créer une barrière physique ou chimique protectrice.  

 

Au niveau individuel, les outils utilisés sont principalement l’air conditionné en intérieur, 

les moustiquaires disposées sur les lits, le port de vêtements clairs recouvrant l’ensemble du 

corps qui peuvent être imprégnés d’insecticides et l’utilisation de répulsifs sur les parties exposées 

à l’air libre (Schoepke et al., 1998; OMS, 2006). Dans certains cas, comme celui des 

moustiquaires imprégnées, les répulsifs et insecticides peuvent être considérés comme un outil 

de protection personnelle. Nous allons nous focaliser sur les molécules à effet répulsif car elles 

font partie intégrante de cette étude. 

 

Un répulsif est défini comme « un produit qui engendre un comportement d’évitement de 

l’insecte par rapport à la source ». Les répulsifs sont des molécules biocides utilisées pour réduire 

les nuisances causées par les moustiques et protéger les populations de leurs piqûres (Maia et 

al., 2018). Leurs utilisations constituent l’un des premiers réflexes lors des déplacements en pays 

endémique. L’avantage est une protection constante des populations humaines à la fois contre 

les moustiques diurnes et nocturnes, indépendamment de leur statut de résistance vis-à-vis des 

insecticides. 
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1.2. Mode d’action des répulsifs 

 
Les répulsifs se différencient par leur mode d’action (Deletre et al., 2016) : 

• Le répulsif spatial qui induit un mouvement d’évitement sans contact avec un effet 

atmosphérique plus grand que la zone d’application.  

• Le répulsif topique qui induit un mouvement d’éloignement par irritation après contact.  

• Le répulsif inhibant qui empêche la détection des composés ou qui modifie l’odeur de l’hôte. 

• Le répulsif anti-appétant qui inhibe l’activité de piqûre après contact ou ingestion, en agissant 

sur les récepteurs gustatifs. 

 

Les répulsifs sont utilisés en savon, en crème, en spirale à brûler, en bougie et en spray 

pour la peau/les vêtements/les moustiquaires (Kelly et al., 2017). Ils peuvent aussi être utilisés 

en imprégnation de moustiquaires pour prolonger leurs effets. Une étude a par exemple montré 

que le DEET pouvait empêcher les moustiques Aedes aegypti de se poser sur une moustiquaire 

et de piquer au travers durant 29 à 61 semaines dans une gamme de concentration de 4,66 à 

10,5g/m². L’IR3535 induit les mêmes effets durant 23 semaines à une concentration de 10g/m² 

(Faulde et al., 2010). 

 

Les principales molécules utilisées sont le DEET, l’IR3535 et le KBR3023 en plus d’autres 

molécules naturelles et huiles essentielles issues de plantes comme la citronnelle ou le géraniol 

par exemple. Grâce à son efficacité, le DEET reste le répulsif le plus utilisé depuis son 

développement en 1946 et sa mise sur le marché (Leal, 2014). L’IR3535 et le KBR3023 ont été 

développés dans les années 1970 et 1990 respectivement, ils sont aussi d’origine synthétique 

(Figure 7). Contre les Aedes, le DEET est le meilleur répulsif et permet une protection allant 

jusqu’à 10h pour les solutions contenant 20% ou plus du principe actif. Contre les Anopheles, les 

3 répulsifs induisent une bonne protection pendant 4 à 10h (Lupi et al., 2013). Les répulsifs 

assurent de plus en plus leur place comme des outils de choix en LAV et des études récentes 

visent à les rendre efficaces sur de plus longues durées grâce à des techniques d’encapsulation 

à libération lente (Mapossa et al., 2021).  
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Figure 7 : Représentation des structures chimiques des principaux répulsifs chimiques utilisées en LAV. 

 

Avant d’exposer le mode d’action complexe des répulsifs, il est bon de s’intéresser au 

fonctionnement du système neurosensoriel du moustique, dans la mesure où ceux-ci agissent à 

la fois sur le système olfactif et gustatif. 

 

1.2.1. Système neurosensoriel du moustique 

 

Les moustiques peuvent détecter des hôtes sur de grandes distances (jusqu’à 70m) 

(Chaisson et Hallem, 2012). Pour les aider dans ce processus, la réception des signaux sensoriels 

passe par les systèmes olfactif et gustatif. De nombreux croisements de fonctions existent entre 

ces deux systèmes, si bien qu’ils sont souvent sollicités simultanément au niveau anatomique et 

moléculaire pour l’évaluation des stimuli extérieurs (Melo et al., 2004; Kwon et al., 2006; 

Riabinina et al., 2016). 

 

1.2.1.1. Système olfactif du moustique 

 

Le système olfactif du moustique lui permet de détecter une grande gamme de molécules 

odorantes. Cependant, contrairement aux systèmes visuels et auditifs dont les stimuli sont 

caractérisés respectivement par la longueur d’onde ou la fréquence, la discrimination des stimuli 

olfactifs dépend de nombreux paramètres. En effet, l’olfaction nécessite l’expression de nombreux 

récepteurs dits olfactifs qui permettront de différencier les stimuli par un codage issu de la 

combinaison de la stimulation (ou non) de ces récepteurs. C’est donc un système très complexe 

impliqué notamment dans la détection de l’hôte, l’attraction, la répulsion, l’évitement de la 

dessiccation, la détection du sexe des individus de la même espèce ou encore le repérage de 

nourriture ou d’un site de ponte chez le moustique (Lu et al., 2007; Su et al., 2009). Pour repérer 

un hôte, An. gambiae utilise par exemple le CO2 en combinaison avec des molécules odorantes 

émises par la peau comme l’ammoniaque et l’acide lactique. Cependant, la réponse 



Introduction - Chapitre 2 : Protection personnelle et contrôle des populations de moustiques 

vecteurs 

Page | 27  
 

comportementale à ces molécules odorantes est très dépendante de leur concentration et de leur 

ratio (Smallegange et al., 2005; Qiu et al., 2011; Chaisson et Hallem, 2012). 

 

Les sensilles et neurones récepteurs olfactifs 

Les moustiques détectent les odeurs grâce aux neurones récepteurs olfactifs (NROs) 

situés dans les sensilles portées par les antennes, les palpes maxillaires et le proboscis (Paluch 

et al., 2010; Riabinina et al., 2016; Schmidt et Benton, 2020). Les sensilles sont de petites soies 

poreuses, nombreuses et complexes dans les antennes, utilisées pour détecter les odeurs mais 

aussi les goûts (Pitts et al., 2004). Il existe différents types de sensilles (e.g. basiconique, 

trichoïde et et coeloconique) qui se différencient par leur taille, les combinaisons de NROs qu’elles 

contiennent ainsi que le nombre de pores (Figure 8, encadré blanc) (Keil, 1997). Les pores 

permettent aux molécules odorantes de pénétrer dans la sensille. Une fois solubilisées dans la 

lymphe sensillaire, elles sont transportées par les protéines olfactives de transport (OBP) 

sécrétées par les cellules thécogène, trichogène et tormogène jusqu’à la dendrite unique des 

NROs qui se projette dans la sensille (Figure 8) (Schmidt et Benton, 2020). Les NROs possèdent 

aussi un axone qui se projette dans le lobe antennaire, centre d’intégration olfactif (Riabinina et 

al., 2016).  

 

 

Figure 8 : Schéma d’une sensille contenant des neurones récepteurs olfactifs (NROs) (Modifié d’après 

Schmidt et Benton, 2020). 
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Les récepteurs olfactifs 

Le complexe OBP-molécule odorante active les récepteurs olfactifs (RO) membranaires 

exprimés à la surface de la dendrite des NROs. Au niveau moléculaire, 79 gènes de récepteurs 

olfactifs ont été identifiés chez An. gambiae (Hill et al., 2002). Les ROs sont des récepteurs-

canaux hétéromériques perméables aux cations composés d’une sous-unité ROx qui détecte 

l’odeur et d’un co-récepteur Orco (Sato et al., 2008). Les NROs expriment aussi des récepteurs 

ionotropiques (RI) apparentés à des récepteurs glutamatergiques associés au co-récepteur IR8a 

ou IR25a (Schmidt et Benton, 2020). Chaque NRO exprime au moins 2 RO ou IR différents, 

capables de lier spécifiquement différents ligands. Par exemple, une odeur active certains ROs 

mais pas d’autres, comme OR8 répond à l’octénol mais pas OR2 et OR10 (Dickens et Bohbot, 

2013).  

 

De l’activation des ROs et RIs résulte une dépolarisation membranaire conduisant à 

l’ouverture de canaux ioniques dépendants du potentiel et à la genèse de potentiels d’action qui 

se propagent le long de l’axone. Dans le lobe antennaire, le message olfactif codé par les 

potentiels d’actions est intégré par les neurones centraux dans les glomérules. La combinaison 

des glomérules activés ou non permet la discrimination de l’odeur par l’insecte (Ghaninia et al., 

2007). Une fois transmis aux corps pédonculés, centre de l’apprentissage olfactif, le message 

olfactif est perçu et interprété.  

 

1.2.1.2. Système gustatif du moustique 

 

Pour les moustiques, le système gustatif est essentiel afin de se nourrir, se reproduire, 

de piquer et d’évaluer la qualité d’un site de ponte potentiel. Ils ont donc développé des organes 

complexes au niveau des pièces buccales et des pattes, ainsi qu’un organe interne dédié (Figure 

9) (Baik et Carlson, 2020). 
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Figure 9 : Anatomie des organes impliqués dans la gustation chez le moustique (Modifié d’après Baik et 

Carlson, 2020). 

 

Les sensilles et neurones récepteurs gustatifs 

A la manière du système olfactif, les organes gustatifs sont couverts de soies sensorielles, 

appelées sensilles, de morphologies différentes. Les sensilles trichoïdes sortent à la surface du 

tarse et du labellum, ne possèdent qu’un pore situé à l’extrémité (Figure 10A) tandis que les 

autres sensilles, appelées apicales et subapicales, sont orientées contre la surface du labre 

(Figure 10B). Le dernier type de sensille, appelé papille, est situé dans l’organe interne cibarium 

(Figure 10C). Chacune de ces sensilles contient un petit nombre de neurones récepteurs 

gustatifs (NRG), généralement entre 3 et 5, et des cellules de soutien qui vont sécréter des 

protéines capables de transporter les composés gustatifs jusqu’aux NRG (Baik et Carlson, 2020). 

 

 

Figure 10 : Morphologie des sensilles gustatives. A) Sensille trichoïde, B) apicale/subapicale, C) papille. En 

couleur sont représentés des neurones récepteurs gustatifs (Modifié d’après Baik et Carlson, 2020).  

 

Le corps cellulaire des NRGs projette des dendrites vers le pore de la sensille à travers 

lequel passent les composés gustatifs. Les NRGs projettent un axone vers les lobes antennaires 

comme les NROs (Sparks et al., 2018). La réponse des NRGs à ces composés est mesurable par 

des expériences d’électrophysiologie en courant imposé pour enregistrer la variation de fréquence 

de décharge des potentiels d’action. Il a été montré chez An. gambiae que ces NRGs réagissent 

A B C 
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aux composés sucrés, amers, aux sels et acides aminés (Kessler et al., 2013; Kessler et al., 

2015; Sparks et Dickens, 2016). 

 

Les récepteurs gustatifs 

 Les moustiques expriment une grande diversité de récepteurs gustatifs (GR) sur les NRGs. 

Chez An. gambiae, 76 gènes codent ces récepteurs couplés à des protéines G (Hill et al., 2002). 

D’autres récepteurs candidats pourraient être impliqués dans la gustation, comme les transient 

receptor portential (TRPs), les récepteurs PickPocket (Ppk) et d’autres récepteurs ionotropes 

(Baik et Carlson, 2020). Certains GR sont exprimés dans le tarse mais pas dans le labellum et 

inversement, suggérant des rôles individuels dans les organes sensoriels du goût.  

 

1.2.2. Effets classiques des répulsifs chez l’insecte 

 

Les répulsifs synthétiques et naturels (e.g. huiles essentielles ou extraits de plantes) 

agissent sur le système olfactif et gustatif des insectes. Malgré leur succès commercial, le mode 

d’action des répulsifs reste peu compris. Comme il est encore actuellement le gold standard, le 

mode d’action du DEET est le plus décrit, majoritairement sur A. aegypti. Il servira donc 

d’exemple principal pour décrire ce qui est connu aujourd’hui sur la complexité du mode d’action 

des répulsifs.  

 

Action sur les récepteurs olfactifs 

Des expériences d’électroantennographie sur A. aegypti ont prouvé que le DEET agit sur 

des RO spécifiques induisant l’effet répulsif strict par lui-même, sans interaction avec d’autres 

composés (Stanczyk et al., 2013). La présence de tels récepteurs olfactifs (ROx) a été montrée 

chez plusieurs espèces de moustiques (Syed et Leal, 2008; Stanczyk et al., 2010; Xu et al., 

2014) et est vérifiée même chez la larve d’An. gambiae où le DEET induirait un effet répulsif (Xia 

et al., 2008). Le DEET agirait notamment sur le co-récepteur olfactif Orco puisque les A. aegypti 

mutés expérimentalement sur ce récepteur présentent des réponses bien plus faibles aux odeurs 

au niveau neuronal (Degennaro et al., 2013). Cependant, chez An. gambiae, le complexe 

ORx/Orco n’est pas inhibé par le DEET alors qu’il l’est par d’autres répulsifs (Tsitoura et al., 2015). 

Il a été montré que, en l’absence d’odeur (indole et octénol), le DEET est capable de stimuler le 

récepteur AaOR2 mais pas AaOR8 exprimé en système hétérologue dans l’ovocyte de xénope, 

mais, en présence d’odeur, il stimule AaOR8 et pas AaOR2 (Bohbot et Dickens, 2010; Dickens et 

Bohbot, 2013). 
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 L’action des répulsifs sur leurs cibles, qu’elle soit agoniste, antagoniste ou modulatrice, 

est donc très variable et dépend du récepteur olfactif et du répulsif considéré (Bohbot et Dickens, 

2010; Sinka et al., 2010; Dickens et Bohbot, 2013). 

 

Séquestration des composés attractifs 

Le DEET pourrait aussi se lier aux composés attractifs sur leur source, les empêchant 

d’être émis et donc détectés par le moustique. Une diminution de l’émanation de l’octénol a, par 

exemple, été observé lorsqu’il est co-appliqué sur un papier buvard avec le DEET (Syed et Leal, 

2008). Cela a cependant été fortement controversé par une autre étude indiquant l’absence 

d’interaction DEET-octénol (Pellegrino et al., 2011).  

 
Inhibition de la détection des composés attractifs 

Des études ont montré que le DEET était capable d’inhiber la genèse des potentiels 

d’action dans les neurones olfactifs situés dans les antennes d’A. aegypti normalement induit par 

l’acide lactique, un composant de la sueur humaine, ou l’éthyl propionate, un attractant pour la 

ponte (Davis et Sokolove, 1976; Kuthiala et al., 1992). Cela est confirmé sur An. gambiae et D. 

melanogaster chez qui le DEET inhibe la réponse électrophysiologique des neurones répondant 

habituellement aux odeurs attractives (Ditzen et al., 2008). L’inhibition de la réponse aux 

attractants des neurones olfactifs par le DEET pourrait s’expliquer par une structure similaire. Ce 

dernier se fixerait sur les récepteurs impliqués dans la réponse aux attractants (Bohbot et 

Dickens, 2010b). Cependant, les moustiques génétiquement sélectionnés pour être moins 

sensibles au DEET répondent toujours normalement à l’octénol (Stanczyk et al., 2010). 

 
Action sur les récepteurs gustatifs 

Même si la plupart des études sur l’effet des répulsifs concernent leur capacité à stimuler 

des NROs, l’effet du DEET sur le système gustatif n’est pas à négliger.  

Les NRGs activés par le DEET seraient impliqués dans la répulsion au contact par le goût 

mais aussi dans l’effet anti-appétant. En effet, des NRGs situés dans la sensille du labellum d’A. 

aegypti peuvent le détecter. L’IR3535 serait aussi capable de stimuler certains NRGs chez A. 

aegypti (Sanford et al., 2013). De la même manière, l’effet anti-appétant du DEET est médié en 

partie par des NRGs chez Drosophila melanogaster et nécessite l’activation combinée de plusieurs 

GR (Lee et al., 2010). Chez les anophèles, l’effet anti-appétant du DEET est probablement dû à 

une activation des neurones sensibles au goût amer et à une inhibition des neurones sensibles 

au goût sucré (Sparks et Dickens, 2016). 
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1.2.3. Effets atypiques des répulsifs chez les insectes 

 
En plus d’un mode d’action relativement complexe au niveau répulsion stricte, les répulsifs 

présentent aussi des effets atypiques et inattendus car ils sont capables d’induire des effets sur 

des systèmes physiologiques non sensoriels. Certains répulsifs, notamment le DEET et le 

KBR3023, ont démontré un effet knock-down et de la mortalité retardée sur plusieurs espèces 

de moustiques (Xue et al., 2003; Pennetier et al., 2007; Corbel et al., 2009; Pridgeon et al., 

2009). Le DEET a aussi montré de la toxicité chez Rhodnius prolixus, un hyménoptère, 

contrairement à l’IR3535 (Alzogaray, 2016). Parmi les mécanismes physiologiques régulés par 

les répulsifs chez l’insecte qui sont détaillés dans la partie qui suit, on compte notamment : une 

altération de l’activité locomotrice chez l’insecte, de la neuroexcitation et neurotoxicité passant 

par le système octopaminergique, des altérations du système cholinergique par inhibition de 

l’acétylcholinestérase et interaction avec les récepteurs cholinergiques de type muscariniques, la 

régulation de l’activité d’enzyme de détoxication (Legeay et al., 2018). Les répulsifs sont aussi 

capables de potentialiser l’effet des insecticides (Abd-Ella et al., 2015; El-Adouzi et al., 2020; 

Moreau et al., 2020) 

 

Effet des répulsifs sur l’activité locomotrice des insectes 

 La toxicité du DEET a été étudiée chez la blatte B. germanica. Une pré-exposition de 20 

à 30 minutes à 700µg/cm3 de DEET induit une réduction significative de l’activité locomotrice de 

l’insecte. La réduction d’activité est cependant réversible en 24h. Dans ce cas, le DEET conserve 

son action répulsive, ce qui suggère que le mode d’action est différent sur l’activité locomotrice 

et la répulsion. L’altération de la locomotion sollicite la voie de signalisation NO/cGMP qui est 

aussi recrutée dans le phénomène d’adaptation à une exposition prolongée au DEET (Sfara et al., 

2013; Sfara et al., 2016). Cette réduction d’activité locomotrice pourrait être attribuée à l’effet 

neurotoxique du DEET sur le système nerveux central de l’insecte (Alzogaray, 2016; Legeay et 

al., 2018). 

 

Effet sur l’acétylcholinestérase 

Le DEET est capable d’induire des modifications de la transmission synaptique par une 

inhibition réversible de l’activité anticholinestérasique sur des préparations neuronales d’insectes 

(blatte Periplaneta americana) et de souris à la manière du propoxur, un insecticide CX (Corbel 

et al., 2009). Le rôle de l’acétylcholinestérase sera détaillé plus loin dans ce manucrit (cf. 

Introduction, chapitre 2, partie 2.2.1.). Le répulsif inhibe l’enzyme en se fixant 

principalement sur le site périphérique situé dans la gorge active.  
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Effet sur les récepteurs octopaminergiques 

Le DEET peut aussi induire de la mortalité en application topique à des doses de l’ordre 

du ng/mg d’insecte sur les moustiques An. gambiae, A. aegypti et sur la mouche M. domestica. 

Cette toxicité est reliée au niveau cellulaire, à sa capacité d’activer de manière dose-dépendante 

les récepteurs octopaminergiques exprimés dans des cellules Sf21 pour induire de la 

neuroexcitation et de la neurotoxicité (Swale et al., 2014).  

 
Effet sur les récepteurs muscariniques 

Cette particularité des répulsifs sera exploitée dans ce travail de thèse et fera donc l’objet 

d’une partie dédiée dans cette introduction (cf. Introduction, chapitre 4, partie 2.3.). 

 

Effet sur les traits d’histoire de vie 

L’équipe de Cohuet et collaborateurs a montré qu’une première exposition de femelles 

An. gambiae au DEET induit une diminution du taux de gorgement et une diminution du nombre 

d’œufs pondus et viables jusqu’à l’âge adulte (Mulatier et al., 2018). Le DEET a donc un impact 

sur le comportement et les traits d’histoire de vie du moustique. L’inhibition de gorgement causée 

par le DEET est d’ailleurs renforcée avec l’âge chez An. gambiae et A. albopictus. Cela suggère 

que le ciblage des moustiques âgés est possible avec les répulsifs (Mulatier et al., 2018). Les 

moustiques âgés sont des cibles importantes des programmes de contrôle des populations de 

vecteurs dans la mesure où ce sont les plus susceptibles d’avoir passé la période d’incubation 

extrinsèque du parasite et donc d’être infectieux. 

 

2. Contrôle des populations de vecteurs : les insecticides 

2.1. Avant-propos 

 
Le contrôle des populations de vecteurs d’agents pathogènes est un élément clé dans la 

prévention de la transmission du paludisme. L’objectif de la LAV est la diminution du nombre de 

moustiques infectants. En plus de la lutte biologique (Kamareddine, 2012; Derua et al., 2019), 

génétique (Lees et al., 2015; Hammond et al., 2016; Nolan, 2021) et mécanique (CNEV, 2016), 

cet objectif repose principalement sur la lutte chimique et donc sur l’utilisation de molécules à 

effet insecticide dont ce chapitre fait l’objet.  
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2.2. La lutte chimique 

 
En LAV, les insecticides sont utilisés de plusieurs manières :  

• Directement dans les gîtes larvaires. 

• En pulvérisation intra-domiciliaire rémanente (« indoor residual spraying », IRS) 

• En pulvérisation spatiale non rémanente pendant les épidémies. 

• En imprégnation de moustiquaires « insecticide-treated nets » (ITNs) dont la durée de vie 

effective est de 6 à 12 mois entre chaque ré-imprégnation, ou, plus récemment, les 

moustiquaires à longue durée d’efficacité (« long-lasting insecticide-treated nets (LLINs)), où 

l’insecticide est accroché chimiquement ou incorporé dans les fibres, et est libéré 

graduellement. L’efficacité doit être d’au moins trois ans et résister à 20 lavages pour que la 

moustiquaire bénéficie d'une recommandation de l'OMS. Seuls les pyréthrinoïdes sont utilisés 

en imprégnation de moustiquaires à cause de leur rapidité d'action, de leur effet excito-

répulsif pour les insectes et de leur faible toxicité pour les humains. 

 

A ce jour, 4 sous-groupes chimiques d’insecticides, indiqués entre parenthèse ci-dessous, 

sont principalement utilisés pour lutter contre la transmission du paludisme (IRAC, 2015) :  

 

• les inhibiteurs de l’AChE (carbamates (groupe 1A) ; organophosphorés (groupe 1B)) 

• les modulateurs des canaux sodium (pyréthrinoïdes (groupe 3A) ; le DDT (groupe 3B)).  

Les organochlorés ont été abandonnés à cause de leur toxicité pour l’homme et la faune non-

cible ainsi que leur rémanence dans l’environnement.  

 

A la suite des rapports d’expertise collective de l’Anses de 2013 et 2016, plusieurs molécules 

ont été jugées comme particulièrement intéressantes pour l’utilisation en LAV au vu de leur profil 

écotoxicologique (Tableau 2).  
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Tableau 2 : Classement des 32 substances actives utilisables en LAV. Classe A : substances dont l’efficacité 

sur moustiques est connue et sont ou ont été utilisées en LAV ; Classe B : substances dont l’efficacité sur 

moustiques est connue à titre expérimental mais qui n’ont pas été utilisées en LAV ; Classe C : substances 

dont l’efficacité est connue sur d’autres espèces de diptères mais qui reste à déterminer sur moustiques 

(Rapport d’expertise collective de l’Anses, 2013). A noter, la plupart de ces molécules ont été testées sur 

moustique depuis 2013. 

 

Ces rapports soulignaient la nécessité d’élargir le panel de produits destinés à lutter contre 

les moustiques basés sur des molécules dont l’efficacité de certaines est suspectée ou a déjà été 

prouvée sur moustique. Au vu des rapports de l’IRAC et de l’Anses, il est important de noter 

qu’un intérêt grandissant est porté sur les insecticides néonicotinoïdes (4A) et mésoioniques (4E) 

qui ciblent les récepteurs cholinergiques de type nicotinique (cf. Introduction, chapitre 2, 

partie 2.2.3.). 

 

Tous ces insecticides agissent sur différentes cibles au niveau neuronal pour perturber la 

transmission de l’influx nerveux (Figure 11) (Field et al., 2017). 
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Figure 11 : Représentation schématique des cibles des différentes classes d'insecticides dans une synapse 

d'insecte. NaV : canal sodium dépendant du potentiel ; AChE : acétylcholinestérase ; nAChR : récepteur 

cholinergique de type nicotinique (Modifié d’après Field et al., 2017).  

 

2.2.1.  Les insecticides ciblant l’acétylcholinestrase 

 
L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme codée par le gène ace-1 qui hydrolyse 

l’acétylcholine, le neurotransmetteur excitateur le plus abondant dans le système nerveux central 

des insectes. L’influx nerveux présynaptique permet la fusion à la membrane de vésicules 

contenant les neurotransmetteurs, qui libère l’ACh, qui va se fixer sur les récepteurs nicotiniques 

au niveau postsynaptique. L’action catalytique très rapide de l’AChE au niveau synaptique permet 

de limiter l’effet de l’ACh dans le temps (Weill et al., 2003). Dans les conditions normales, 

l’acétylation de la sérine 200 (Ser200) du site actif de l’AChE par la liaison avec l’ACh permet 

l’hydrolyse de cette dernière et la libération du site en quelques millisecondes (Figure 12A). 

L’AChE possède un site actif étroit en forme de gorge dont le site catalytique, appelé site 

estérasique, est situé au fond de la gorge qui sert aux fonctions catalytiques. Juste au-dessus de 

la Ser200, à l’entrée de la poche, se trouve le pore électrophile oxyanionique autrement appelé 

site périphérique ou site anionique (Radi et Taylor, 2006; Dvir et al., 2010; Pang et al., 2012). 

Ce dernier sert à la fixation du substrat en captant l’oxygène carbonylé de l’ACh et l’oxygène 

phosphorylé des OPs par exemple. Il existe aussi un gène ace-2 qui code l’AChE2 mais dont le 

rôle physiologique n’est pas connu et qui n’est pas une cible des insecticides (Weill et al., 2003). 
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Organophosphorés 

Les OP comme le malathion ou le téméphos sont des insecticides dérivés de l’acide 

phosphorique qui ont petit à petit remplacé les organochlorés quelques années après la Seconde 

Guerre Mondiale (Xie et al., 1986). Ce sont des inhibiteurs de l’acétylcholinestérase (AChE). 

Lorsqu’un OP se lie à l’AChE et phosphoryle la Ser200, le temps de liaison dure plusieurs heures, 

voire plusieurs jours, temps pendant lequel l’enzyme est inactive (Figure 12B) (Casida et Durkin, 

2013). L’inhibition de l’AChE induit une accumulation d’ACh dans la fente synaptique, causant 

une hyperexcitation du neurone postsynaptique. L’accumulation d’ACh entraine aussi une rétro-

inhibition de la sécrétion d’ACh en agissant sur les récepteurs muscariniques de type M2 au 

niveau présynaptique (Corbel et al., 2006). L’insecticide induit donc une paralysie puis la mort 

de l’insecte.  

 

Carbamates 

Les carbamates (CX) comme le propoxur sont des dérivés synthétiques de l’ésérine. A la 

manière des OP, avec lesquels ils partagent leur mode d’action, ils ont été largement 

commercialisés plusieurs années après la Seconde Guerre Mondiale. L’inhibition de l’AChE passe 

cette fois par la carbamoylation de la Ser200 du site actif, causant une liaison longue de 15 à 20 

minutes (Figure 12C) (Casida et Durkin, 2013). 

 

 

Figure 12 : Mode d'action des inhibiteurs de l'acétylcholinestérase. A) Acétylation de la Ser200 en condition 

normale, B) Phosphorylation de la Ser200 par un organophosphoré, C) Carbamoylation de la Ser200 par un 

carbamate (Modifié d’après le Manuel Technique de BASF Agro, 2013). 
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 Les insecticides ciblant l’AChE présentent une certaine toxicité pour les mammifères, il 

est donc nécessaire d’augmenter la spécificité des inhibiteurs de l’AChE (Casida et Quistad, 2004). 

Réussir à synthétiser des inhibiteurs 100 fois plus spécifiques de l’AChE de moustique par rapport 

à l’AChE humaine serait encourageant. Il s’agirait alors de cibler un résidu cystéine (C286) 

présent sur l’AChE d’insecte mais absent sur l’AChE humaine (Pang, 2006; Carlier et al., 2017).  

 

2.2.2. Les insecticides ciblant les canaux sodiques 

dépendants du potentiel 

 

Les canaux sodium dépendants du potentiel (NaV) d’insectes sont des protéines 

transmembranaires impliquées dans la phase de dépolarisation du potentiel d’action (PA), et donc 

dans la genèse et la propagation de celui-ci le long de l’axone des cellules nerveuses. Ils sont 

composés d’une sous-unité para assimilable à une sous-unité α de mammifère et associée à une 

sous-unité auxiliaire TipE ou un homologue TEH1A ou TEH1B assimilable à une sous-unité β de 

mammifère (Moignot et al., 2009; Bourdin et al., 2013; Dong et al., 2014; Bourdin et al., 2015). 

La sous-unité para constitue le pore du canal, elle est impliquée dans la détection du potentiel, 

la dépendance vis-à-vis du potentiel, la perméabilité/sélectivité ionique et dans l’inactivation du 

canal. La sous-unité auxiliaire régule les propriétés électrophysiologiques et fonctionnelles du 

canal ainsi que la sensibilité à certains insecticides (Bourdin et al., 2013). Elle permet aussi une 

meilleure expression et une augmentation de l’amplitude du courant des NaV exprimés en système 

hétérologue (Feng et al., 1995). 

 

En réponse à une dépolarisation membranaire, la porte d’activation du canal s’ouvre et 

permet le passage d’ions sodium dans la cellule. Le courant ainsi généré est ensuite inactivé en 

quelques millisecondes par la fermeture de la porte d’inactivation. L’inactivation du courant 

sodique est donc impliquée dans la phase de repolarisation du PA avec l’ouverture des canaux 

potassiques dépendants du potentiel. Après la stimulation, le canal est en période réfractaire 

durant laquelle il est fermé et inactivé par la fermeture simultanée de la porte d’activation et 

d’inactivation. La déactivation est l’étape pendant laquelle le canal retourne à l’état activable. 

Après la réouverture de la porte d’inactivation (réactivation), seule la porte d’activation est 

fermée et le canal est donc à l’état fermé (Figure 13) (Dong et al., 2014; Hernandez et Richards, 

2019). Grâce à des expériences d’électrophysiologie, il est possible d’étudier la dépendance vis-

à-vis du potentiel de l’activation et de l’inactivation des canaux ioniques. La superposition des 
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courbes d’activation et d’inactivation permet de déterminer le courant de fenêtre qui traduit la 

probabilité que les canaux soient ouverts à l’état stable (Frenz et al., 2014). 

 

Figure 13 : Variables d’activation et d’inactivation du canal sodium dépendant du potentiel (Modifié d’après 

Dong et al., 2014). 

 

La structure de la sous-unité α/para du canal sodium est constituée de 4 domaines 

transmembranaires numérotés de I à IV. Chaque domaine contient 6 segments numérotés de S1 

à S6 reliés par des boucles extra- et intra-cellulaires (Figure 14). Le segment S4 de chaque 

domaine correspond au détecteur de potentiel. Chaque segment S4 contient 5 à 8 résidus positifs, 

arginine ou lysine, séparés par 2 acides aminés neutres. Ces résidus chargés positivement 

permettent aux segments S4 de changer la conformation du canal lors d’une variation de potentiel 

membranaire. Les segments S1 à S4 constituent le domaine sensible au potentiel. Les segments 

S5 et S6 forment le pore du canal (Wicher et al., 2001; Dong, 2007; Moignot et al., 2009). La 

sélectivité ionique du canal est déterminée par les acides aminés D,E,K,A (acide aspartique, acide 

glutamique, lysine, alanine, respectivement) situés en positions analogues dans les boucles P 

entre les segments S5 et S6. L’inactivation rapide est quant à elle médiée par le mouvement de 

la porte d’inactivation formée principalement des résidus I,F, M et T (isoleucine, phénylalanine, 
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méthionine, thréonine, respectivement) situés dans la boucle DIIIS6-DIVS1 (Dong et al., 2014). 

De par leurs fonctions essentielles dans la genèse de l’influx nerveux, les canaux NaV sont la cible 

de nombreuses molécules comme les insecticides de type pyréthrinoïdes (Field et al., 2017). 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique de la structure de la sous-unité α du canal sodium dépendant du 

potentiel d’insecte (Modifié d’après Dong et al., 2014). 

 

Les pyréthrinoïdes 

 Les pyréthrinoïdes sont des molécules de synthèse dérivées des pyréthrines, insecticides 

naturels provenant des fleurs de chrysanthème, Tanacetum cinerariifolium. Majoritairement 

recommandés par l’OMS en LAV grâce à leurs fortes propriétés excito-répulsives et leur faible 

toxicité pour les mammifères, ils ont été synthétisés dans les années 1970 pour pallier le 

problème de photosensibilité des pyréthrines (Elliott et al., 1973). Ils sont classés en deux 

groupes selon la présence ou non d’une liaison α-cyanée dans leur structure chimique, absente 

chez les pyréthrinoïdes de type I comme la perméthrine mais présente chez les pyréthrinoïdes 

de type II comme la deltamétrine (Casida et Durkin, 2013). Les pyréthrinoïdes de type II 

possèdent une meilleure affinité pour le canal sodium et leur utilisation nécessite donc des doses 

plus faibles pour arriver à un niveau de contrôle équivalent. Bien que ces molécules possèdent 

aussi des propriétés répulsives, elles sont principalement utilisées pour leurs propriétés 

insecticides (Kawada et al., 2014).  

 

Ces insecticides altèrent les transitions rapides d’états conformationnels entre l’état 

ouvert et l’état fermé ou inactivé en se fixant sur la sous-unité para. Les pyréthrinoïdes de type 

I agissent sur l’état fermé du canal, au repos, et augmentent la durée d’ouverture des canaux 
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NaV, générant une queue de courant entrant de déactivation ralentie et une augmentation de la 

fréquence de décharge des potentiels d’action (PAs). Les pyréthrinoïdes de type II ont une plus 

haute affinité pour l’état ouvert du canal. Ils agissent de la même manière que le type I mais 

induisent une queue de courant de déactivation plus importante causant une dépolarisation 

constante de la membrane du neurone qui aboutit à une suppression des PAs (Figure 15) (Shafer 

et al., 2005; Soderlund, 2008, Soderlund, 2012; Casida et Durkin, 2013; Field et al., 2017).  

 

 

 

Figure 15 : Mode d’action des pyréthrinoïdes de type I et II (Modifié d’après Shafer et al., 2005). 

 

2.2.3. Les insecticides ciblant les récepteurs 

cholinergiques de type nicotinique 

 
Les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique (nAChRs) sont des glycoprotéines 

impliquées dans la transmission synaptique rapide de l’information nerveuse. Chez l’insecte, ces 

récepteurs sont confinés au niveau du système nerveux central où leur densité est très forte, 

comparable à celle retrouvée dans les organes électriques de l’anguille Electrophorus electricus 

(Ihara et al., 2017; Casida, 2018; Matsuda et al., 2020). L’arrivée des potentiels d’action au 

niveau du bouton synaptique du neurone présynaptique induit l’exocytose de vésicules d’ACh qui 

va se fixer sur les nAChRs du neurone postsynaptique (Figure 16A). La membrane 

postsynaptique est alors dépolarisée. Dans la fente synaptique, l’ACh est ensuite dégradée par 

l’acétylcholinestérase évoquée plus tôt. 
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Les nAChRs sont des récepteurs-canaux transmembranaires perméables au sodium, au 

potassium et/ou au calcium faisant partie de la superfamille des récepteurs Cys-loop (Jones et 

al., 2021). Chaque sous-type de nAChRs est constitué de 5 sous-unités organisées en rosette 

(Dani, 2015). Chaque sous-unité comprend 4 domaines transmembranaires nommés de M1 à 

M4. Le domaine M2 est orienté vers l’intérieur du canal et forme le pore de celui-ci. Le nAChR 

peut être homo- ou hétéro-pentamérique et sélectif d’un ou plusieurs ions selon la stœchiométrie 

du récepteur. Chez l’insecte, la majorité des récepteurs serait des hétéropentamères mais les 

sous-unités α7 et α9 peuvent faire des récepteurs homomériques (Matsuda et al., 2020; Jones 

et al., 2021). Le site de fixation de l’ACh se situe à l’interface entre une sous-unité α et une autre 

sous-unité (Figure 16B). La sous-unité α possède deux résidus cystéines très importants pour 

fixer l’ACh que les autres sous-unités dites non-alpha ne possèdent pas. Ce site de fixation 

implique 6 boucles d’acides aminés (nommées A, B, C, D, E, F) situées à l’interface des deux 

sous-unités (3 boucles par chaque sous-unité) mettant en jeu des résidus spécifiques pour la 

fixation du neurotransmetteur (Figure 16C) (Matsuda et al., 2001). An. gambiae exprime 9 

gènes codant des sous-unités α, nommées α1 à α9, et un gène codant la sous-unité β1 (Jones et 

al., 2005). L’assemblage de ces sous-unités donne une grande diversité de sous-types de 

nAChRs, qui sont différents d’un type cellulaire à un autre (Jones et Sattelle, 2010). 

Malheureusement, les sous-types de nAChRs exprimés à la surface du neurone de moustique 

sont mal connus malgré la publication du génome d’An. gambiae (Holt et al., 2002; Jones et al., 

2005).  
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Figure 16 : Les récepteurs cholinergiques de type nicotinique. A) Schéma représentant la synapse 

cholinergique, B) la structure du récepteur nicotinique et, C) les boucles d’acides aminés impliquées dans 

la fixation de l’ACh à l’interface de deux sous-unités. ACh : acétylcholine ; AChE : acétylcholinestérase ; 

nAChRs : récepteurs cholinergiques de type nicotinique ; mAChRs : récepteurs cholinergiques de type 

muscarinique (Modifié d’après Matsuda et al., 2001). 

 

 Chez l’insecte, l’activité des nAChRs est régulée par des voies de signalisation 

intracellulaire impliquant des sites de phosphorylation pour les protéines kinases A, G et C (PKA, 

PKC, PKG) caractérisés chez plusieurs espèces comme D. melanogaster, Heliothis virescens, 

Myzus persicae, Apis mellifera, An. gambiae, Bemisia tabaci et P. americana (Courjaret et Lapied, 

2001; Thany et al., 2007; Stokes et al., 2015; Mannai et al., 2016). Sur les neurones de blatte 

P. americana, l’activité des nAChRs est aussi régulée par des voies de signalisation calcium- 

dépendantes impliquant l’AMPc, la PKA, le complexe calcium-calmoduline et des isoformes de la 

CaMKII qui augmentent ou diminuent la sensibilité des nAChRs aux agonistes et aux insecticides 

néonicotinoïdes (Thany et al., 2007; Bodereau-Dubois et al., 2012; Calas-List et al., 2013; List 

et al., 2014; Raymond et al., 2017).  

 

 Les nAChRs sont souvent co-exprimés avec des sous-unités auxiliaires. Les protéines 

caractérisées chez D. melanogaster de ce type sont RIC-3 (résistance à l’inhibiteur de 

l’acétylcholinestérase-3, 11 isoformes connus) et Lynx (Ly-6/neurotoxin). Ces protéines 

interviennent dans la maturation des nAChRs en participant par exemple aux processus de 
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repliements structurels et d’assemblage (Lansdell et al., 2008; Raymond et al., 2017). Les 

protéines Lynx sont aussi impliquées dans l’augmentation de l’amplitude du courant généré par 

l’imidaclopride sans pour autant changer la sensibilité du récepteur à cet agoniste ni les courants 

générés par l’acétylcholine chez Nilaparvarta lugens et Locusta migratoria manilensis (Yang et 

al., 2010, Wang et al., 2015b). Elles sont spécifiques de certains sous-types de nAChRs. Des 

changements du niveau d’expression de ces protéines pourraient donc moduler la sensibilité de 

ces récepteurs aux insecticides.  

 

Les nAChRs constituent de nouvelles cibles de choix dans le contexte actuel difficile de la 

LAV. Plusieurs classes d’insecticides ciblent les nAChRs : les néonicotinoïdes, les mésoioniques, 

les sulfoximines, les buténolides (Cordova et al., 2016; Holyoke et al., 2017; Ihara et al., 2017; 

Casida, 2018; Watson et al., 2021). Que les insecticides soient des agonistes (néonicotinoïdes, 

buténolides) ou des antagonistes (mésoioniques) de ces récepteurs, ils seront certainement d’une 

utilité indéniable dans la lutte chimique contre les moustiques vecteurs d’agents pathogènes dans 

les années à venir car les moustiques n’ont été que très peu exposés à ce type de molécules et 

le risque de résistance s’en trouve donc très faible (Lees et al., 2019). L’accent sera mis dans 

cette introduction sur les insecticides néonicotinoïdes et mésoioniques qui font l’objet de ce travail 

de thèse. 

 

Les insecticides néonicotinoïdes 

Les extraits de plants de tabac ont été introduits en 1690 dans le contrôle des insectes 

ravageurs de cultures (Ujváry, 1999). Parmi les principaux bio-insecticides retrouvés dans ces 

plants comme le pyrèthre ou la roténone se trouve la nicotine. L’activité insecticide des premiers 

dérivés synthétiques de cette dernière était limitée par une faible pénétration de la molécule dans 

le système nerveux des insectes (Yamamoto, 1999). La recherche de meilleurs dérivés a donc 

continué pour aboutir en 1990 à l’introduction du premier néonicotinoïde, l’imidaclopride, portant 

un groupement chloropyridynil et un groupement nitroimine. Il est longtemps resté l’insecticide 

le plus vendu au monde (Matsuda et al., 2020; Sparks et Bryant, 2021). Plusieurs autres dérivés 

ont ensuite été synthétisés et sont caractérisés par des groupements chimiques actifs variés 

(Figure 17) (Casida, 2018). 

 

 Cette classe d’insecticides est principalement utilisée en agriculture pour lutter contre 

une large diversité d’insectes ravageurs de cultures comme les pucerons, les cicadelles, les 

doryphores, les charançons et les carpocapses. Grâce à la haute solubilité dans l’eau et à la forte 

diffusion du néonicotinoïde, les traitements sont systémiques et peuvent être faits sur les feuilles, 
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les graines, le sol. Suite à l’évaluation de la nocivité de ces molécules pour les abeilles en 2013 

par l’EFSA, leur usage a été grandement restreint puis interdit en 2018 en France et les 

agriculteurs peinent à trouver des alternatives aussi efficaces, si bien que des dérogations sont 

faites pour permettre l’usage des néonicotinoïdes sous certaines conditions (Goulson, 2018). 

 

 

Figure 17 : Représentation de la structure chimique des différents néonicotinoïdes (Modifié d'après Casida, 

2018). 

 

 Ces insecticides agissent comme des agonistes pleins ou partiels des nAChRs en imitant 

l’effet du neurotransmetteur endogène, l’acétylcholine. Ils sont en effet capables de se lier au 

site orthostérique du récepteur en interagissant avec les boucles A, B, E, F mais plus 

particulièrement les boucles C et D (Matsuda et al., 2020; Shimada et al., 2020). Ces insecticides 

sont très spécifiques des nAChRs d’insectes comparés aux nAChRs de mammifères, avec des 

ratios de sélectivité de l’ordre de 3000 pour certains néonicotinoïdes (Tomizawa et Casida, 2005; 

Casida, 2018). Des expériences de docking moléculaire et d’électrophysiologie sur plusieurs 

espèces d’insectes ont déterminé que certains néonicotinoïdes comme l’imidaclopride sont 

majoritairement des agonistes partiels des nAChRs d’insectes alors que d’autres comme la 

clothianidine ou l’acétamépride sont plutôt des agonistes pleins ou même des super-agonistes 

(Tan et al., 2007; Simon-Delso et al., 2015). Pour rappel, un agoniste partiel peut induire une 

réponse proportionnelle au nombre de récepteurs occupés mais même en occupant tous les 
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récepteurs il ne peut atteindre l’effet maximum atteignable par un agoniste complet. Un super 

agoniste induit un effet plus important que l’agoniste de référence pour le récepteur considéré. 

L’affinité de chaque néonicotinoïde est cependant dépendante du sous-type de nAChR concerné, 

mais aussi de plusieurs facteurs cellulaires comme l’état de phosphorylation du récepteur ainsi 

que son état conformationnel (Nauen et al., 2001; Brown et al., 2006; Bodereau-Dubois et al., 

2012; Taillebois et al., 2018). Il a été montré que l’augmentation de la concentration en AMPc 

dans le cytoplasme par une adénylate cyclase sensible au complexe calcium-calmoduline active 

la PKA qui inhibe la réponse des nAChRs de type nAChR1 à l’imidaclopride, un insecticide 

néonicotinoïde, via des mécanismes de phosphorylation sur des neurones de blattes P. 

americana. Pour des concentrations élevées d’AMPc, la déphosphorylation du récepteur est alors 

favorisée et catalysée par une phosphatase régulée par la protéine kinase dépendante du 

complexe calcium/calmoduline de type II (CaMKII) (Courjaret et Lapied, 2001).  

 

 La fixation de l’insecticide au niveau postsynaptique sur le nAChR induit une stimulation 

continue du neurone. On observe donc une augmentation de la fréquence de décharge des 

potentiels d’action avant une inhibition totale de la transmission synaptique cholinergique, un 

vidage des stocks d’ATP, puis la mort de l’insecte (Matsuda et al., 2020). Ils sont aussi capables 

d’induire une désensibilisation par l’agoniste des nAChRs, c’est-à-dire de provoquer à forte 

concentration un changement de conformation du récepteur de telle sorte que celui-ci n’est plus 

capable de conduire les ions au travers de la membrane malgré la stimulation par l’agoniste 

(Quick et Lester, 2002; Giniatullin et al., 2005).  

 

Ces insecticides commencent seulement à être utilisés en LAV, avec des formulations 

comme SumiShield™ 50WG dont la molécule active est la clothianidine et Fludora Fusion® dont 

les molécules actives sont la clothianidine et la deltaméthrine (Oxborough et al., 2019; Fongnikin 

et al., 2020). Elles sont principalement utilisées en pulvérisation intra-domiciliaire.  

 

Les insecticides mésoioniques 

Les insecticides mésoioniques (Ihara et al., 2017, Watson et al., 2021) sont une nouvelle 

classe d’insecticides prometteurs dans de nombreux domaines. Au début des années 1990, 

DuPont Crop Protection a cherché à optimiser des produits fongicides permettant la découverte 

du proquinazid, en modifiant la structure chimique de certains composés de sa collection interne. 

Au cours de ce programme, plusieurs sous-produits ont été générés, dont le triflumézopyrime et 

le dicloromézotiaz (Figure 18) (Holyoke et al., 2017). Ne présentant pas l’activité fongicide 

recherchée à l’époque, ces produits seront mis à l’écart jusqu’à ce que des études ultérieures 
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démontrent leur activité insecticide sur plusieurs espèces d’insectes ravageurs de culture et 

particulièrement sur les hémiptères et lépidoptères (Holyoke et al., 2015; Zhang et al., 2016). 

 

 

Figure 18 : Représentation de la structure chimique du triflumézopyrime et du dicloromézodiaz (Holyoke 

et al., 2017). 

 

 Les composés mésoioniques sont des molécules dipolaires, c’est-à-dire que dans ces 

molécules le barycentre des charges positives ne coïncide pas avec celui des charges négatives. 

Ils possèdent un cœur pyridopyrimidine-dione et ont la particularité d’exister sous formes de 

tautomères positifs ou négatifs (Figure 19) (Holyoke et al., 2017). 

 

 

Figure 19 : Représentation de la structure chimique de 3 tautomères négatifs du triflumézopyrime (Modifié 

d’après Holyoke et al., 2017). 

 

 Les insecticides mésoioniques sont des antagonistes compétitifs des récepteurs 

cholinergiques de type nicotinique. Ils ont la capacité de se fixer au site orthostérique du nAChR 

servant à fixer l’ACh et de déplacer l’imidaclopride lorsqu’il est fixé sur ce site (Cordova et al., 

2016). L’inhibition du récepteur par l’insecticide induit une intoxication léthargique chez les 

blattes ainsi que chez les pucerons et les cicadelles. L’activité insecticide du triflumézopyrime 

n’est pas encore parfaitement connue. Il pourrait maintenir le récepteur dans un état de repos 

ou désensibilisé, mais des études électrophysiologiques sur canal unique seraient nécessaires 

pour déterminer plus précisément son mode d’action. 
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Chapitre 3 : La résistance vis-à-vis des insecticides et 

répulsifs utilisés en LAV 
 

L’utilisation croissante des insecticides en LAV au cours de ces dernières décennies a 

conduit à l’émergence et à l’augmentation des résistances chez les moustiques vecteurs 

(Kleinschmidt et al., 2018; Wilson et al., 2020). En effet, l’utilisation des telles molécules induit 

une pression de sélection très forte sur les populations de moustiques vecteurs, favorisant la 

survie des individus naturellement résistants à ces produits. Ceux-ci ont donc plus d’opportunités 

pour se reproduire et devenir la population majoritaire tant que le traitement insecticide est 

appliqué (Machani et al., 2020).  

 

Selon l’OMS, la résistance aux insecticides est la capacité d’un insecte à survivre à 

l’exposition à une dose standard d’insecticide, à cause d’une adaptation physiologique ou 

comportementale héréditaire (OMS, 2018a). Il est en effet nécessaire de différencier les 

mécanismes de résistances héréditaires des mécanismes d’accommodations qui sont mis en place 

durant la vie de l’insecte et qui ne seront pas transmis aux générations suivantes. La première 

étude rapportant un phénomène s’apparentant à de la résistance aux insecticides date de plus 

de 100 ans et décrit une baisse d’efficacité de la chaux sur les poux de San José Diaspidiotus 

perniciosus (Melander, 1914). 

 

La résistance à une classe d’insecticides est généralement conférée par une modification 

physiologique. Cependant, un mécanisme peut conférer une résistance à plus d’une classe 

d’insecticide, on parle alors de résistance croisée. Il y a aussi la résistance multiple, dans ce cas 

plusieurs mécanismes distincts conférant une résistance à plusieurs molécules insecticides. La 

résistance multiple peut affecter plusieurs familles d’insecticides. Il n’est pas rare que dans les 

populations de vecteurs, voire dans le même insecte, plusieurs mécanismes de résistance co-

existent dû à l’exposition à plusieurs types d’insecticides. Il est aussi possible qu’une population 

de moustiques devienne résistante à un insecticide auquel elle n’a jamais été exposée grâce au 

phénomène de résistance croisée (CNEV, 2014; Moyes et al., 2021). 

 

La résistance aux insecticides dans une population de vecteurs peut rendre les moyens 

de lutte moins efficaces. Dans sa forme la plus extrême, la résistance aux insecticides conduit à 

un échec du contrôle puis à une inefficacité totale du traitement pour réduire la densité de la 

population d’insectes ciblée et la transmission des maladies vectorielles. La réduction d’efficacité 

du traitement dépend du type, du nombre, de la fréquence des mécanismes de résistance et donc 
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de l’intensité de la résistance induite par ces mécanismes. Sur le terrain, le niveau de résistance 

est évalué par des techniques de bioessais, de biochimie ou de biologie moléculaire. Ils 

permettent d’évaluer la présence, l’absence, la fréquence des allèles de résistance (OMS, 2005; 

CNEV, 2014). Une méta-analyse prédit un impact épidémiologique négatif très fort sur l’efficacité 

des moustiquaires imprégnées dû à l'extension de la résistance aux pyréthrinoïdes, même pour 

des intensités de résistance faible. Les plans de surveillance et de gestion de la résistance sont 

donc primordiaux (Churcher et al., 2016; OMS, 2019). 

 

Plusieurs types de mécanismes de résistance ont été identifiés et peuvent être classés 

dans les catégories suivantes : 1) la résistance métabolique, 2) la mutation des cibles 

d’insecticides, 3) la résistance cuticulaire, 4) la séquestration des insecticides et 5) les 

changements comportementaux (Figure 20) (CNEV, 2014; Sparks et Nauen, 2015; Ranson et 

Lissenden, 2016; Ingham et al., 2018; Ingham et al., 2020).  

 

 

Figure 20 : Principaux mécanismes de résistance aux insecticides chimiques (CNEV, 2014). 

 

Le plus gros problème est posé par la résistance aux pyréthrinoïdes qui sont les principaux 

insecticides utilisés en santé publique. Cependant, des résistances à toutes les classes 

d’insecticides les plus communément utilisées ont émergé dans les populations de moustiques 

vecteurs d’agents pathogènes (Tableau 3) (CNEV, 2014).  
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Il est donc primordial d’empêcher l’émergence et la diffusion des mécanismes de 

résistance pour conserver l’efficacité des techniques de contrôle des populations vectrices et de 

protection personnelle qui ont permis le décroît progressif du nombre de cas de paludisme (OMS, 

2016; OMS, 2019).  

 

1. Mécanismes de résistance aux insecticides 

1.1. Résistance métabolique 

 
La résistance métabolique comprend tous les mécanismes biochimiques qui permettent 

de dégrader l’insecticide en métabolites moins toxiques, voire inactifs, avant qu’il ne puisse agir. 

Les sous-produits sont plus faciles à excréter et la quantité d’insecticide atteignant la cible s’en 

trouve diminuée. L’identification précise des gènes impliqués dans la résistance est complexe, 

lourde, et nécessite d’utiliser des approches transcriptomiques couplées à des méthodes de 

biologie fonctionnelle.  

 

Ces mécanismes biochimiques impliquent des enzymes endogènes de détoxication 

appartenant aux familles des monooxygénases telles que les cytochromes P450 (P450s), des 

glutathion S-transférases (GSTs) ou des carboxylestérases (COEs) qui agissent sur une large 
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gamme de xénobiotiques dont les insecticides chimiques (David et al., 2013; Liu, 2015; OMS, 

2016; Nauen et al., 2021). Ces enzymes sont généralement surexprimées chez les insectes 

résistants. 

 

Les P450s sont des enzymes hème-thiolate codées par les gènes de la famille CYP qui 

interviennent dans des réactions telles que les hydroxylations, déalkylations, époxydations, 

oxydations dans tous les organismes vivants. Cette famille de gènes est fortement associée à la 

résistance aux pyréthrinoïdes chez de nombreuses espèces de moustiques du genre Aedes et 

Anopheles. L’expression des gènes AgCYP6P3, AgCYP6M2, AgCYP9K1 a notamment été associée 

à la résistance aux pyréthrinoïdes et au DDT chez le moustique An. gambiae. (Vontas et al., 

2020). Ces enzymes sont responsables de l’hydroxylation des cycles qui composent une partie 

de la structure chimique des pyréthrinoïdes, ce qui rend l’insecticide non toxique et plus 

facilement excrétable (Feyereisen, 2005).  

 

Les GSTs permettent l’ajout d’un groupement glutathion par conjugaison et la 

déchloration des organochlorés. Il existe 6 classes de GSTs (sigma, epsilon, delta, theta, zeta, 

kappa). Les GSTs delta et epsilon ont été associées à la résistance à plusieurs insecticides chez 

le moustique An. gambiae. La AgGSTε2 est par exemple capable de métaboliser le DDT en 

métabolites non toxiques (1,1-dichloro-2-(2-chlorophenyl)-2-(4-chlorophenyl)ethane (DDD) et 

1,1-dichloro-2,2-bis-(p-chlorophenyl)ethane (DDE)) qui sont facilement excrétés par l’insecte 

(Marimo et al., 2016). 

 

Les estérases catalysent l’hydrolyse de liaisons ester. Ces enzymes sont majoritairement 

associées à la résistance aux OP et CX, mais il a été montré chez les moustiques An. gambiae, 

A. aegypti et C. quinquefasciatus qu’elles pouvaient aussi métaboliser la perméthrine, qui fait 

partie des pyréthrinoïdes de type I (Aïzoun et al., 2013). Le génotype le plus commun (>90% 

des individus résistants chez le moustique C. quinquefasciatus) est l’augmentation de l’expression 

des gènes estα2 et estβ2. 

 

Toutes ces enzymes de détoxication agissent individuellement sur la molécule cible ou en 

combinaison successive pour détoxifier l’insecticide en plusieurs phases si nécessaire. Par 

exemple, dans les réactions de phase 1, les P450s et les COEs ajoutent des groupements 

hydroxyle et carboxyle qui vont augmenter la conjugaison par les enzymes de phase 2 comme 

les GSTs. En phase 3, les composés conjugués en phase 1 et 2 sont fixés par des transporteurs 

cellulaires comme les ATP-binding cassettes (ABC) qui empêchent la toxicité de la molécule cible 
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et la font sortir de la cellule (Dermauw et Van Leeuwen, 2014). Les enzymes de détoxication et 

les ABC sont aussi impliquées dans la séquestration des insecticides. 

 

 Le nombre de publications qui traitent de l’implication des enzymes de détoxication dans 

la résistance aux insecticides a considérablement augmenté ces 10 dernières années (Djouaka 

et al., 2008; Marimo et al., 2016; Mavridis et al., 2019; Weedall et al., 2019; Nauen et al., 2021). 

Cependant, les gènes qui codent ces protéines sont extrêmement nombreux et souvent régulés 

par d’autres gènes, qui pourraient être impliqués dans le mécanisme de résistance (Vontas et 

al., 2020). Parmi ces gènes régulateurs, on compte par exemple les facteurs de transcription. 

Tout changement dans le niveau d’expression ou dans l’activité de ces facteurs d’expression 

induit donc de fortes répercussions sur le phénotype de l’insecte vis-à-vis des insecticides. 

Plusieurs facteurs de transcription ont été identifiés comme de bons candidats à étudier pour 

évaluer leur impact sur les mécanismes de résistance car ils sont impliqués dans la régulation de 

l’expression de nombreuses enzymes de détoxication. C’est le cas des facteurs de transcription 

Maf-S, Met et Dm chez An. gambiae. La diminution de l’expression de l’un de ces trois facteurs 

de transcription induit une augmentation de la sensibilité aux pyréthrinoïdes d’une souche 

résistante en diminuant de la synthèse d’enzymes de détoxification (Ingham et al., 2017; Ingham 

et al., 2018). 

 

Les résistances métaboliques sont détectées à l’aide de tests toxicologiques (bioessais 

avec synergiste capable d’inhiber les enzymes de détoxification comme le PBO) et biochimiques 

(tests d’activité enzymatique globale et mesure du niveau d’expression). 

 

1.2. Mutation des cibles d’insecticides 

 
Lorsqu’une mutation génétique induit une modification de la séquence en acides aminés 

d’une cible d’insecticide, on parle de résistance par modification de la cible. Cette mutation a pour 

effet de réduire ou d’empêcher complètement l’insecticide d’agir en diminuant son affinité pour 

celle-ci (OMS, 2018). La mutation d’un seul acide aminé peut être suffisante pour induire la 

résistance.  

 

Malgré le caractère aléatoire de l’apparition de ces modifications, les mêmes mutations 

sont souvent sélectionnées indépendamment sous la pression de sélection des insecticides dans 

différentes régions et chez différentes espèces (Eleftherianos et al., 2008; Foster et al., 2014; 

Bkhache et al., 2019; Fagbohun et al., 2020). Elles sont liées aux contraintes structurales qui 
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s'exercent sur la protéine cible qui doit à la fois avoir une affinité réduite pour l'insecticide tout 

en étant compatible avec son fonctionnement physiologique chez l'insecte. 

 

 Chez An. gambiae s.l. et plus généralement chez les anophèles, les deux mutations 

retrouvées les plus fréquemment se trouvent sur le canal sodium dépendant du potentiel (kdr) 

et sur l’acétylcholinestérase de type 1 (ace-1R) au niveau neuronal (Figure 21) (Matambo et al., 

2007; Pwalia et al., 2019; Chukwuekezie et al., 2020). Il a été montré chez ces moustiques mais 

aussi chez d’autres espèces d’insectes qu’un individu peut porter plusieurs allèles de résistance 

de façon concomitante pour chacune des familles d’insecticides (Dabiré et al., 2008; Li et al., 

2012; Assogba et al., 2014). Il existe aussi les mutations Rdl A296G et A296S (« resistance to 

dieldrin locus ») sur le récepteur au GABA, mais dans le cadre de ce travail de thèse elles ne 

seront pas présentées (Du et al., 2005). 
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Mutation du canal sodium dépendant du potentiel chez An. gambiae. 

Dans certaines régions de Côte d’Ivoire ou du Cameroun par exemple, les études de suivi 

de la fréquence des gènes de résistance réalisées sur An. gambiae montrent que la résistance 

kdr peut être présente chez plus de 90% des individus (Zoh et al., 2018; Oumbouke et al., 2020). 

De plus en plus de moustiques deviennent résistants aux pyréthrinoïdes grâce à la substitution 

d’un acide aminé dans la sous-unité para qui forme le pore du canal. Ces mutations ponctuelles 

affectent des résidus impliqués dans la fixation de l’insecticide et confèrent la résistance à l’effet 

knock-down des pyréthrinoïdes (knock-down resistance, « kdr ») (Martinez-Torres et al., 1998). 

Plusieurs acides aminés peuvent donc être substitués pour réduire la sensibilité du canal aux 

pyréthrinoïdes. Les mutations connues à ce jour dans le canal sodium du moustique An. gambiae 

sont la L1014F (leucine TTA-phénylalanine TTT) majoritaire en Afrique de l’Ouest, la L1014S 

(leucine TTA-sérine TCA) majoritaire en Afrique de l’Est et la N1575Y (asparagine AAT-tyrosine 

TAT). Ces mutations sont toutes rapportées dans de nombreux pays d’Afrique (Silva et al., 2014). 

La mutation L1014F/S se situe sur le segment 6 dans le domaine II de la sous-unité para du 

canal sodium, dans le pore du canal (Lol et al., 2013) tandis que la mutation N1575Y se situe 

dans la boucle intracellulaire entre le domaine III et IV (Figure 22). Cette dernière, qui n’est 

présente que chez les moustiques présentant déjà la mutation L1014F chez An. gambiae, donne 

un profil de résistance encore plus élevé aux pyréthrinoïdes et pourrait compenser le coût 

génétique associés à la mutation L1014F (Jones et al., 2012). On parle alors d’individus « super-

kdr ». 

 

 

Figure 22 : Localisation des mutations kdr dans la sous-unité para du canal sodium d’An. gambiae. 
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Mutation de l’acétylcholinestérase chez An. gambiae. 

Les études de suivi de la fréquence des gènes de résistance ace-1R réalisées sur An. 

gambiae montrent que la résistance peut être présente chez plus de 40% des individus (Elanga-

Ndille et al., 2019; Oumbouke et al., 2020). L’acétylcholinestérase est la cible des OP et des CX 

qui se fixent sur le site catalytique de l’enzyme. Chez le moustique An. gambiae, le gène ace-1 

codant l’AChE1 est muté, donnant la substitution G119S (glycine GGC-sérine AGC) dans le site 

catalytique de la protéine (Weill et al., 2004). Cette mutation est responsable d’un encombrement 

stérique qui empêche les insecticides d’atteindre et de se fixer sur le site catalytique de l’enzyme 

(Carlier et al., 2017; Cheung et al., 2018). La sensibilité de l’AChE aux OP et CX est d’ailleurs 

bien corrélée au statut de résistance de l’insecte (Weill et al., 2004). Par contre, cette mutation 

entraîne un fort coût génétique causant une mortalité accrue des nymphes de moustiques An. 

gambiae, ce qui donne un avantage sélectif aux individus sensibles en absence d’insecticide et 

qui faciliterait la gestion de cette résistance (Djogbénou et al., 2010).  

 

1.3. Résistance cuticulaire 

 
La partie externe de l’exosquelette des insectes, la cuticule, sert à une grande variété de 

fonctions physiologiques comme la protection contre la dessiccation, la perception sensorielle, le 

support mécanique. C’est aussi la première barrière face aux composés externes comme les 

insecticides (Yahouédo et al., 2017; Balabanidou et al., 2018; Balabanidou et al., 2019). Les 

insecticides agissent par contact pour atteindre le système nerveux. Pour y arriver, ils doivent 

d’abord pénétrer dans l’insecte en traversant cette cuticule. La résistance cuticulaire intervient 

lorsque l’insecte présente un épaississement de la cuticule externe, interne ou les deux, ou 

lorsque la composition de la cuticule est modifiée (Figure 23) (Balabanidou et al., 2018). Ce 

mécanisme réduit la pénétration de l’insecticide dans l’insecte et est souvent présent en plus 

d’autres mécanismes de résistance. 
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Figure 23 : Mécanismes de résistance cuticulaire (Modifié d'après Balabadinou et al., 2018). 

 

Un épaississement de la cuticule donnant une résistance aux pyréthrinoïdes a déjà été 

rapporté chez plusieurs insectes ravageurs de culture (Ahmad et al., 2006; Lin et al., 2012; 

Koganemaru et al., 2013). Chez le moustique An. gambiae, il a été montré que la pénétration 

d’insecticide dans des individus issus d’une souche sélectionnée pour sa résistance métabolique 

et cuticulaire était réduite (Yahouédo et al., 2017). Chez cette souche appelée MRS, les gènes 

surexprimés impliqués dans l’épaississement de la cuticule (CYP6M2 et CYP6P3) sont souvent 

surexprimés dans les populations sauvages en Afrique de l’Ouest. Ces gènes codent des enzymes 

de détoxication qui participent également à la métabolisation des pyréthrinoïdes et il existe donc 

une association certaine entre les mécanismes de résistance cuticulaire et métabolique 

(Balabanidou et al., 2016; Yahouédo et al., 2017). Cette hypothèse est confirmée par une analyse 

transcriptomique comparant des moustiques An. gambiae sensibles et résistants aux 

pyréthrinoïdes provenant du Kenya dans lesquelles ces enzymes sont aussi surexprimées et 

participent à la détoxication et à l’épaississement de la cuticule (Bonizzoni et al., 2012). 
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1.4. Séquestration des insecticides 

 
Certaines protéines sont capables de se lier très rapidement et avec une haute affinité aux 

insecticides pour les empêcher d’atteindre leur cible, ce processus est appelé la séquestration. 

Enormément de protéines sont impliquées dans ce mécanisme de résistance, dont certains n’ont 

été identifiés que très récemment. Parmi ces protéines, on peut citer : les estérases de type β2 

qui sont des protéines de détoxication (Hamid-Adiamoh et al., 2020; Hemingway et al., 2004), 

les protéines d’appendice sensoriel (SAP ; « sensory appendage protein ») (Ingham et al., 2020), 

des transporteurs cellulaires comme les ATP binding cassette (ABC) (Dermauw et Van Leeuwen, 

2014; Pignatelli et al., 2018), les protéines salivaires de la famille D7 (Thomsen et al., 2014; 

Isaacs et al., 2018), les α-crystallines qui sont des protéines chaperonnes (Ingham et al., 2018) 

et les hexamérines qui sont des protéines de stockages (Seixas et al., 2017). 

 

1.5. Changements comportementaux 

 

Les changements comportementaux comprennent toutes les modifications de l’activité du 

moustique qui lui permet d’éviter ou de limiter le contact avec l’insecticide.  

 

Ces changements comportementaux peuvent être : 

• Un évitement temporel : l’insecte change son rythme d’activité pour éviter les moments 

où les insecticides sont utilisés. Par exemple, un moustique peut favoriser une activité 

diurne plutôt que nocturne en zone de couverture avec des moustiquaires imprégnées. 

• Un évitement spatial : le moustique limite les risques d’exposition aux insecticides en 

prenant son repas sanguin en extérieur plutôt qu’en intérieur. 

• Un évitement trophique : le moustique limite les risques d’exposition aux insecticides en 

choisissant des hôtes qui ne sont pas associés à l’usage d’insecticides. Dans ce cas, il 

favoriserait la zoophilie plutôt que l'anthropophilie. 

 

Malgré leur impact certain sur le contrôle du paludisme, il existe assez peu d’informations 

sur les changements comportementaux et leur hérédité comparées aux autres mécanismes de 

résistance (Gatton et al., 2013; Sokhna et al., 2013). Cela est dû en partie à la difficulté de 

construire des protocoles expérimentaux qui permettent d’identifier et de quantifier les 

changements de comportement qui pourraient exister sur le terrain. Il est pour l’instant 
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impossible de différencier un comportement d’évitement spécifiquement sélectionné par les 

insecticides et une certaine plasticité comportementale 

 

Cependant, certains changements de comportement ont pu être identifiés chez les 

moustiques vecteurs de paludisme. En présence d’insecticide, il a par exemple été reporté que 

les anophèles pouvaient passer d’un comportement endophile (i.e. repos dans les habitations 

après le repas sanguin) à un comportement exophile (i.e. repos hors des habitations après le 

repas sanguin). D’autres études ont montré qu’après la mise en place des moustiquaires 

imprégnées d’insecticide, la prise de repas sanguin à l’extérieur était favorisée au détriment de 

la prise en intérieur ou que les heures de prise de ce repas sanguin étaient décalées pour favoriser 

le contact avec l’être humain (Fornadel et al., 2010; Reddy et al., 2011; Russell et al., 2011).  

 

Comme les changements comportementaux sont difficiles à caractériser, Carrasco et 

collaborateurs ont classés les mécanismes de résistance comportementale et ont ouvert des 

champs thématiques qui seront nécessaires à explorer dans les années à venir pour 1) mieux 

appréhender les interactions entre le moustique et son environnement, 2) mieux évaluer l’impact 

des résistances comportementales sur l’efficacité des traitements insecticides. Les mécanismes 

dont l’impact est encore inconnu sur l’efficacité de l’insecticide sont par exemple la 

thermorégulation du moustique, l’automédication par consommation de nourriture ou de 

composés qui réduiraient l’efficacité de l’insecticide ou encore une augmentation de fécondité qui 

viserait à compenser l’effet de l’insecticide sur cette dernière (Figure 24) (Carrasco et al., 2019). 
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2. Mécanismes impliqués dans la réduction de l’efficacité 

des répulsifs 

 
Alors que les mécanismes de résistances aux insecticides sont très largement étudiés, 

assez peu d’informations sont disponibles sur les effets de l’exposition des insectes à des 

répulsifs. 

 

Chez les nymphes hématophages de Rhodnius prolixus, une exposition prolongée au DEET 

induit un phénomène d’adaptation qui diminue l’effet répulsif. Cette adaptation ferait intervenir 

la voie de signalisation NO-cGMP intracellulaire (Sfara et al., 2008; Sfara et al., 2011). De même, 

chez la blatte B. germanica, l’exposition prolongée au DEET réduit son effet répulsif (Sfara et al., 

2016).  

 

Chez les femelles A. aegypti, il a été montré qu’un trait génétique dominant mais pour 

l’instant inconnu serait responsable d’une réduction de la réponse comportementale à l’effet 

répulsif du DEET, voire d’une insensibilité totale. Les expériences d’électroantennographie 

menées dans cette étude montrent que ce phénomène serait induit par des changements 

fonctionnels au niveau des sensilles qui deviennent insensibles au DEET (Stanczyk et al., 2010). 

Ces moustiques sont incapables d’associer le DEET avec la possibilité d’obtenir un repas sanguin 

après une phase d’apprentissage avec plusieurs expositions successives au DEET. Cependant, 

même si le moustique n’est pas attiré par le répulsif, son comportement vis-à-vis de celui-ci 

devient indifférent. Cela pourrait donc impacter l’efficacité du répulsif et ce mécanisme 

d’apprentissage pourrait être détecté chez d’autres espèces de moustiques avec des protocoles 

adaptés (Vinauger et al., 2014; Mulatier, 2018). 

 

Chez An. gambiae, Deletre et ses collaborateurs ont montré que la résistance aux 

insecticides par mutation de la cible modifie le comportement du moustique vis-à-vis des répulsifs 

(Deletre et al., 2019). Dans cette étude, les bioessais réalisés pour évaluer l’effet répulsif du 

DEET et de plusieurs huiles essentielles montrent qu’une souche résistante aux OP n’est pas 

sensible à l’effet répulsif du carvacrol, mais est beaucoup plus sensible à celui du DEET que la 

souche sensible. Une autre souche résistante aux pyréthrinoïdes est plus sensible au 

cuminaldéhyde que la souche sensible. 
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Ces données prises dans leur ensemble mettent en exergue la complexité des 

mécanismes qui influencent la réponse aux répulsifs. En effet, les mécanismes de résistance 

croisée semblent exister entre les insecticides et les répulsifs. Par contre, les études des 

phénomènes de résistance, d’adaptation et d’habituation des moustiques aux composés répulsifs 

sont relativement peu nombreuses et récentes. Dans la mesure où ces composés présentent un 

intérêt pour les programmes de lutte intégrée et en protection personnelle, de futurs travaux 

devront être menés pour améliorer la compréhension de la plasticité comportementale des 

moustiques vis-à-vis des répulsifs (Abd-Ella et al., 2015; El-Adouzi et al., 2020; Moreau et al., 

2020). 

 

3. Impact des résistances dans les populations de vecteurs 

 
Malgré l’évidence du problème posé par l’apparition et la diffusion de la résistance, 

l’impact que celle-ci a sur l’efficacité des traitements et la transmission du paludisme est difficile 

à évaluer.  

 

Impact sur l’efficacité des traitements insecticides 

Même au sein de populations résistantes à un insecticide, le niveau de contrôle attendu 

peut être atteint en utilisant le même insecticide (OMS 2016a; Alout et al., 2017). En effet, 

l’impact est mesuré en suivant les lignes directrices de l'OMS comparant le taux de survie de 

souches de moustiques ou de moustiques sauvages exposés aux insecticides en laboratoire (tests 

en cône, tests en tube) ou sur le terrain (cases expérimentales). Cependant, ces tests concernent 

un insecticide donné, avec une exposition forcée pendant un temps donné et une lecture de 

mortalité à 24h, ce qui n'implique pas qu'une réduction de la mortalité au test OMS soit associée 

à une réduction de l'efficacité du contrôle suffisante pour diminuer significativement la 

transmission de la maladie. Par exemple, un insecte résistant peut subir une mortalité différée 

par rapport à un insecte sensible exposé dans les mêmes conditions. Dans ce cas, une lecture de 

mortalité à 24h après l’exposition n’est pas suffisante pour déterminer l'effet global de 

l’insecticide sur un insecte résistant (Viana et al., 2016). Un insecte résistant peut être affecté 

par un coût génétique qui va affecter sa durée de vie, sa compétence vectorielle ou son 

comportement de piqûre. Dans ce cas, le taux de transmission du pathogène n’est pas forcément 

affecté par la résistance (Rivero et al., 2010; Alout et al., 2017).  
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Impact sur la transmission du paludisme 

Bien que la résistance aux pyréthrinoïdes augmente la compétence vectorielle des 

moustiques infectés par Plasmodium, le coût généré par l’infection limite la durée de vie des 

moustiques résistants même en l’absence d’insecticide et restaure partiellement la sensibilité du 

moustique aux pyréthrinoïdes ou augmente sa mortalité en présence de DEET (Alout et al., 2014; 

Alout et al., 2016; Mulatier et al., 2019). Il a aussi été montré que les moustiques portant la 

mutation kdr et ace-1R étaient moins facilement infectés par P. falciparum (Alout et al., 2014). 

La résistance aux insecticides peut donc altérer l’interaction vecteur-pathogène à plusieurs 

niveaux résultant en un coût génétique fort qui peut diminuer la transmission du paludisme. 

 

Il est donc nécessaire de préciser dans les années à venir l’impact réel de la résistance 

aux insecticides sur la transmission du paludisme en prenant en compte l’ensemble de ces 

données et de rechercher des stratégies efficaces, innovantes pour compenser ou contourner les 

phénomènes de résistances, particulièrement contre les moustiques infectés (Kleinschmidt et al., 

2018).  
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Chapitre 4 : Les associations insecticide/agent 

synergisant pour contourner les phénomènes de 

résistance 
 

1. L’utilisation d’un agent synergisant pour potentialiser 

l’effet des insecticides 

1.1. Le principe de l’agent synergisant  

 

Pour contrôler l’impact des résistances chez les moustiques vecteurs de maladies et diminuer 

les doses d’insecticide utilisées, de nouvelles stratégies de LAV s’appuient sur la combinaison de 

plusieurs molécules à effets insecticides et/ou répulsifs, mais aussi sur l’utilisation de virus 

d’insectes. La probabilité de voir apparaître une résistance à deux molécules est plus faible que 

pour une seule molécule (Curtis, 1985). L’association de deux produits chimiques est donc 

particulièrement intéressante pour contourner les problèmes de résistances en LAV. Ce type de 

combinaison est recommandé par l’OMS dans le plan global de gestion de la résistance aux 

insecticides (OMS, 2012). L’utilisation d’agents synergisants chimiques ou biologiques 

potentialise l’efficacité des insecticides tout en réduisant les doses utilisées. L’effet provoqué par 

la combinaison est alors plus important que la somme des effets des molécules/agents 

biologiques pris séparément. L’agent synergisant est responsable d’une augmentation de la 

sensibilité de la cible à un insecticide (Figure 25) (Apaire-Marchais et al., 2016; Raymond et al., 

2017; Deshayes et al., 2018). 

 

Figure 25 : Illustration de la potentialisation de l'effet d'un insecticide par combinaison avec un agent 

synergisant (Modifié d’après Apaire-Marchais et al., 2016). 
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Les agents synergisants ne possèdent pas d’activité insecticide propre. Cela veut dire qu’à 

des concentrations très faibles, ils sont pour certains capables d’activer des voies de signalisation 

intracellulaire dépendantes du calcium impliquées dans l’augmentation de la sensibilité des cibles 

aux insecticides. Ces voies de signalisation, lorsqu’elles sont sollicitées, sont responsables d’un 

changement de conformation de la cible membranaire par des processus de régulation directs ou 

indirects via un processus de phosphorylation/déphosphorylation. Cela a pour effet d’augmenter 

l’efficacité de l’insecticide tout en réduisant les doses utilisées et de permettre de contourner des 

phénomènes de résistance aux insecticides (Figure 26) (Deshayes et al., 2018).  

 

 

Figure 26 : Illustration de l’optimisation de l’effet des insecticides par l’utilisation d’un agent synergisant. 

Les boîtes bleues et rouges représentent respectivement les insectes sensibles et résistants. Les 

insecticides sont efficaces à forte concentration sur les insectes sensibles et peu efficaces sur les insectes 

résistants. La fixation de l’agent synergisant sur des récepteurs membranaires spécifiques (1) permet 

l’augmentation de la concentration en calcium intracellulaire ([Ca2+]i) (2). L’activation d’effecteurs et de 

voies de signalisations dépendants du calcium induit le changement de conformation de la cible de 

l’insecticide (3). Cette dernière devient plus sensible à l’insecticide (Deshayes et al., 2018). 
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1.2. L’importance du calcium intracellulaire dans la 

potentialisation de l’effet insecticide 

 

Le calcium est un ion ubiquitaire très important dans un grand nombre de processus 

cellulaires, particulièrement dans les neurones où il est impliqué dans les processus de 

neurosécretion, d’exocytose, d’excitabilité membranaire, d’apoptose, de synaptogénèse, de 

croissance et de différenciation neuronale en tant que messager secondaire (Südhof, 2004; 

Bollimuntha et al., 2017; Prakriya, 2020). Le premier évènement qui sollicite les voies de 

signalisation calciques est une augmentation transitoire de la concentration en calcium ([Ca2+]i) 

dans le cytosol d’amplitude, de localisation et de durée variable.  

 

La [Ca2+]i au repos est relativement basse (20-80nM), ce qui créé un gradient avec le 

compartiment extracellulaire où elle est de 1 à 5mM. Dans la cellule, il existe des stocks de 

calcium intracellulaires au sein de plusieurs organelles dont les principaux sont le réticulum 

endoplasmique (0,3-0,7mM), l’appareil de Golgi (0,13-0,25mM), le noyau et la mitochondrie qui 

servent à déclencher de grandes cascades de signalisation. Différents lysosomes, endosomes et 

autres vésicules servent aussi de petits stocks de calcium qui sont utilisés pour des régulations 

locales et précises d’évènements intracellulaires (Figure 27) (Yang et al., 2019). 
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Figure 27 : Organelles impliquées dans le stockage intracellulaire du calcium (Modifié d'après Yang et al., 

2019). 

 

 Pendant une stimulation, l’activation de canaux calciques de la membrane plasmique ou 

de la membrane des organelles permet une élévation de calcium intracellulaire provenant du 

compartiment extracellulaire et/ou des stocks intracellulaires.  

 

Origine extracellulaire du calcium 

Dans les neurones, l’entrée de calcium au travers de la membrane plasmique se fait par les 

récepteurs cholinergiques de type nicotinique (nAChR), les récepteurs à l’acide N-methyl-d-

aspartique (NMDAR), les canaux calciques dépendants du potentiel (CaV) ou les canaux TRPC 

(« transient receptor potential type C channels») (Ryglewski et al., 2007; Grienberger et 

Konnerth, 2012; Brini et al., 2013; Yang et al., 2019).  

 

Libération des stocks de calcium 

L’activation de récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) ou de récepteurs tyrosine kinases 

(RTKs) induit l’activation de la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). Le DAG est un 

second messager localisé sur le feuillet interne de la membrane plasmique qui active la Protéine 

kinase C (PKC). L’IP3 mobilise les stocks de calcium intracellulaire en se fixant sur son récepteur, 
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IP3R, au niveau du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi. Au niveau du réticulum 

endoplasmique, les récepteurs à la ryanodine sont des canaux qui participent aussi au relargage 

du calcium depuis les stocks intracellulaires lorsque le IP3R est activé (Sattelle et al., 2008). 

L’ensemble de cette cascade aboutit à l’augmentation de la [Ca2+]i (Ryglewski et al., 2007; Yang 

et al., 2019).  

 

Chez l’insecte, l’élévation de calcium intracellulaire est le premier évènement moléculaire 

impliqué dans la potentialisation de l’effet insecticide par un agent synergisant (Lavialle-Defaix 

et al., 2010; Abd-Ella et al., 2015; Raymond et al., 2017; Deshayes et al., 2018; Pitti Caballero 

et al., 2019; Moreau et al., 2020). Le rôle d’un agent synergisant est donc d’induire une 

augmentation de la [Ca2+]i afin d’activer des voies de signalisation intracellulaire dépendantes du 

calcium qui sont impliquées dans la sensibilisation des cibles aux insecticides (Figure 28). 

 

Figure 28 : Exemple de signalisations dépendantes du calcium recrutées par les agents synergisant 

chimiques et biologiques. La fixation de l’agent synergisant sur son récepteur (sensor) induit une élévation 

de calcium. Le calcium peut agir directement sur la cible de l’insecticide ou activer des seconds messages 
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(transducers), kinases et/ou phosphatases (amplifiers). Ces acteurs vont changer la conformation de la 

cible de membranaire de l’insecticide et potentialiser l’effet de ce dernier (Deshayes et al., 2018). 

 

1.3. La différence synergiste / agent synergisant 

 

Il est important de différencier les synergistes classiquement utilisés dans les formulations 

des agents synergisants (Deshayes et al., 2018). 

 

Les synergistes sont des produits qui inhibent les enzymes de détoxication impliquées dans 

la dégradation de l'insecticide, celui-ci peut donc atteindre et agir sur sa cible au niveau neuronal 

(Young et al., 2005; Sanei Dehkordi et al., 2017). Le piperonyl butoxide (PBO) et le S,S,S-tributyl 

phosphorotrithioate (DEF) sont les deux synergistes les plus utilisés. Le PBO est responsable 

d’une inhibition des cytochromes P450 monooxygénases impliquées dans la dégradation des 

insecticides (Kweka et al., 2017; Kongmee et al., 2019). Lorsqu’on utilise un synergiste en 

association avec un insecticide sur une souche de moustique résistant aux insecticides, on ne 

parle pas de réelle synergie entre les deux molécules, mais plutôt d’une restauration de la 

sensibilité à l’insecticide qui peut être mesurée grâce à des bioessais homologués par l’OMS (OMS, 

2005; OMS 2016). Les différences entre synergistes et agents synergisants sont résumées dans 

le tableau 4. 

 

 Synergistes Agents synergisants 

Mode 

d’action 

Inhibition de la détoxication de 

l’insecticide 

Modification de la cible de l’insecticide par 

activation de voies de signalisation 

intracellulaires 

Effet 

insecticide 

100% de l’effet attendu à une dose 

donnée (restauration de l’effet de 

l’insecticide) 

>100% de l’effet attendu à une dose 

donnée (synergie) 

Exemples 
PBO (Dadzie et al., 2017) 

DEF (Sanei Dehkordi et al., 2017) 

DEET (Abd-Ella et al., 2015) 

IR3535 (El-Adouzi et al., 2020; Moreau et 

al., 2020) 

Virus d’insectes (Lapied et al., 2009; 

Licznar et al., 2014; Apaire-Marchais et al., 

2016) 

Insecticides (Corbel et al., 2003; Darriet et 

Chandre, 2013; Pitti Caballero et al., 2019) 

Tableau 4 : Caractéristiques des synergistes et des agents synergisants. 
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2. Les associations synergiques 

 
Plusieurs stratégies d’associations synergiques ont été développées pour lutter contre les 

phénomènes de résistance. Dans ces études, peuvent être considérées comme des agents 

synergisants certains insecticides, répulsifs et virus capables d’induire une augmentation de la 

[Ca2+]i. 

 

2.1. La combinaison de deux insecticides 

 

Le mélange d’insecticides est un procédé étudié chez les vecteurs de maladies depuis le début 

des années 2000. Le principe est de combiner deux insecticides dont le mode d’action, voire la 

cible, sont différents afin d’obtenir un effet additif et dans l’idéal synergique que ce soit sur la 

mortalité ou l’effet anti-appétant. Raymond et ses collaborateurs ont fait un état des lieux de 

toutes les combinaisons d’insecticides utilisées dans le contrôle des insectes nuisibles (Raymond 

et al., 2017). Quasiment toutes les combinaisons répertoriées comptent un pyréthrinoïde. La 

combinaison d’insecticides serait plus efficace que la rotation des formulations ou l’application en 

mosaïque. En effet, dans une population dans laquelle un mécanisme de résistance à un 

insecticide apparaît, il est peu probable que l’insecte soit simultanément résistant aux deux 

molécules, ainsi les insecticides utilisés en combinaison conservent leur efficacité car ils sont 

chacun utilisés à une dose létale pour l’insecte sensible (Roush, 1993). Une stratégie prometteuse 

est d’utiliser les insecticides à des doses sublétales pour induire un effet synergique. 

 

Pyréthrinoïde / Carbamate 

En 2003, Corbel et ses collaborateurs ont montré une synergie entre la perméthrine 

(pyréthrinoïde) et le propoxur (carbamate) chez les larves de Culex quinquefasciatus en 

comparant la mortalité attendue et la mortalité observée du mélange, cette dernière étant bien 

supérieure à la valeur attendue. Par exemple, à une concentration où la perméthrine seule et le 

propoxur seul induisent chacun 1% de mortalité, la mortalité attendue de la combinaison 

perméthrine + propoxur est de 2%, mais la mortalité observée est de 50% (Corbel et al., 2003). 

L’hypothèse avancée pour expliquer la synergie est que les mécanismes de détoxication mis en 

place par l’insecte seraient saturés par la combinaison d’insecticides. Or, les insecticides sont 

souvent le substrat des mêmes enzymes. L’un des deux pourrait donc être principalement 

dégradé au profit de l’autre qui agirait « normalement ». Cependant dans l’étude suivante 

réalisée en 2006 sur neurones de blattes en présence de PBO ou de tribufos (insecticide OP) la 

synergie entre la perméthrine et le propoxur n’est pas affectée (Corbel et al., 2006). Cela montre 
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que les insecticides peuvent avoir un effet synergique en agissant simultanément sur des cibles 

différentes. Dans cette même étude, Corbel et ses collaborateurs montrent que l’effet anti-

acétylcholinestérasique des OP et CX provoquent une accumulation d’ACh dans l’espace 

synaptique. Le pyréthrinoïde utilisé dans le mélange, de son côté, bloque les canaux sodium 

dépendants du potentiel dans un état ouvert, causant une augmentation de la fréquence de 

décharge des potentiels d’action et donc une libération plus importante d’ACh au niveau  

synaptique. L’excès d’ACh dans la fente synaptique induit un feedback négatif sur la libération 

d’ACh par l’activation de récepteurs muscariniques présynaptiques de type M2.  

 

Pyréthrinoïde / Phénylpyrazole 

 Le fipronil, un insecticide phénylpyrazole utilisé pour contrôler les puces et les tiques sur 

les animaux de compagnie, a déjà été utilisé en combinaison avec la perméthrine, un 

pyréthrinoïde de type I contre des moustiques C. pipiens, A. albopictus et A. aegypti. L’efficacité 

du fipronil avait déjà été rapportée auparavant sur C. pipiens (Bouhsira et al., 2009). La 

combinaison de la perméthrine avec le fipronil appliquée de manière topique une seule fois sur 

des chiens induit une activité répulsive et insecticide forte contre les trois espèces de moustiques. 

Cependant, l’activité insecticide est variable entre C. pipens et les deux espèces d’Aedes. Cela 

pourrait être expliqué par des différences dans l’activité répulsive qui limiterait le temps de 

contact avec la formulation (Fankhauser et al., 2015). 

 

Pyréthrinoïde / Néonicotinoïde 

La deltaméthrine est un pyréthinoïde de type II recommandé par l’OMS en LAV. Dans 

plusieurs études, cette molécule a été utilisée en association avec le PBO et un néonicotinoïde et 

une synergie potentialisatrice a été observée sur une souche d’A. aegypti résistante aux 

pyréthrinoïdes (Darriet et Chandre, 2011; Darriet et Chandre, 2013). Dans ces études, à une 

concentration pour laquelle le néonicotinoïde seul in vivo induit peu de mortalité, l’association 

avec la deltaméthrine permet d’augmenter significativement la mortalité induite par la 

deltaméthrine sur des souches de moustiques résistants aux pyréthrinoïdes (Tableau 5). 

Cependant, le mécanisme mis en œuvre était alors inconnu.  
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Souche Insecticide ou synergiste 
Mortalité attendue 

(%) 

Mortalité observée 

(%) 

Bora Deltaméthrine  99% 

    

LHP 

Deltaméthrine + PBO + thiamethoxam 19 70,7 

Deltaméthrine + PBO + nitempyram 19,4 64,9 

Deltaméthrine + PBO + thiaclopride 17,7 55,9 

Deltaméthrine + PBO + imidaclopride 17,7 34,3 

Deltaméthrine + PBO + clothianidine 18,5 32,9 

Deltaméthrine + PBO + acétamépride 19,7 28,9 

Tableau 5 : Comparaison de l'effet de la deltaméthrine seule (9,2 mg/m²) et en combinaison avec du PBO 

(222mg/m²) et un néonicotinoïde (367mg/m²) sur une souche d’A. aegypti résistante aux pyréthrinoïdes 

(souche LHP). Il est important de noter que la deltaméthrine à cette concentration induit 99% de mortalité 

sur la souche sensible de référence d’A. aegypti (Bora) (Modifié d’après Darriet et Chandre, 2013). 

 

La perméthrine et la dinotéfuran ont aussi été testés en association avec le pyriproxyféne 

(inhibiteur de croissance) en application sur des chiens pour lutter contre A. aegypti. L’activité 

répulsive de cette combinaison s’est avérée plus longue que celle des combinaisons de 

perméthrine avec l’imidaclopride. L’activité insecticide est forte et se maintient dans le temps, 

avec une mortalité induite de 93% après 1h ou 24h de contact des moustiques avec la 

combinaison insecticide appliquée 28 jours plus tôt sur les chiens (Franc et al., 2012).  

 

Pyréthrinoïde / Oxadiazine 

La deltaméthrine a aussi été utilisée en tant qu’agent synergisant du DCJW, un métabolite 

actif de l’indoxacarbe (Pitti Caballero et al., 2019). L’indoxacarbe est un insecticide de la classe 

des oxadiazines, des inhibiteurs des canaux sodium. Cela a pour effet d’empêcher la décharge 

des potentiels d’action au niveau neuronal. Dans cette étude Pitti Caballero et ses collaborateurs 

montrent que la deltaméthrine est capable d’induire une augmentation de la [Ca2+]i in vitro dans 

le Dorsal Unpaired Median (DUM) neuron de la blatte P. americana. Dans ce modèle, la 

deltaméthrine induit une entrée de sodium importante dans le neurone, ce qui a pour effet 

d’activer l’échangeur Na/Ca en mode inverse conduisant à une élévation de calcium 

intracellulaire. L’échangeur Na/Ca maintient normalement une concentration faible en calcium 

intracellulaire en échangeant un ion calcium interne contre trois ions sodium externes. En mode 

inverse, il est donc responsable d’une augmentation de la [Ca2+]i et permet une efficacité plus 

grande du DCJW (Lavialle-Defaix et al., 2010) (Figure 29). Une synergie entre la deltaméthrine 

et le DCJW est alors observée. 
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Figure 29 : Potentialisation de l’effet du DCJW par la deltaméthrine in vitro. (1) L’effet de la deltaméthrine 

sur le canal sodium dépendant du potentiel (NaV) entraîne une augmentation de la concentration en sodium 

intracellulaire ainsi qu'une dépolarisation membranaire. (2) Cela favorise le fonctionnement de l’échangeur 

Na/Ca en mode inverse (NCX reverse). (3) Il y a donc un influx calcique important qui augmente la 

sensibilité du canal NaV pour de faibles concentrations de DCJW (Modifié d’après Pitti Caballero et al., 

2019). 

 

Les mécanismes de synergie entre plusieurs insecticides sont donc extrêmement complexes 

et méritent d’être étudiés dans la mesure où le nombre de classes d’insecticides utilisables est 

limité. L’utilisation d’un mélange synergique de deux insecticides permet d’envisager une 

meilleure utilisation de ces produits en LAV. 

 

2.2. La combinaison virus / insecticide 

 
Des virus d’insectes comme les baculovirus et les densovirus peuvent également être 

utilisés comme des agents synergisants et non comme un biopesticide puisqu’il a été montré que 

l’entrée du virus dans une cellule d’insecte était corrélée à une augmentation de la [Ca2+]i, 

caractéristique d’un agent synergisant, par un mécanisme encore inconnu (Licznar et al., 2014; 

Apaire-Marchais et al., 2016). Cependant, l’élévation de calcium est systématiquement bloquée 
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par l’utilisation de chlorure de cadmium (CdCl2), un bloqueur inorganique de canaux calciques 

dépendants du potentiel, suggérant leur implication dans le phénomène.  

 

Virus / Organophosphoré 

L’infection par le baculovirus Autographa californica permet la potentialisation de l’effet 

d’un insecticide OP, le chlorpyriphos-éthyl via cette élévation de calcium sur des cellules Sf9 

exprimant l’AChE d’An. gambiae. La sensibilité à l’insecticide est multipliée par 1,5 (Licznar et 

al., 2014). Dans ce cas, le virus peut être considéré comme un agent synergisant biologique. 

L’effet de cet insecticide est aussi potentialisé in vivo sur des larves de stade 4 de Spodoptera 

littura par la combinaison avec un granulovirus spécifique (SpltGV) de cet insecte avec 3 ratios 

de concentrations différents : 1) virus à la dose létale qui induit 25% de mortalité (DL25) + 

insecticide à la DL25, 2) virus à la DL25 + insecticide DL50, 3) virus à la DL50 + insecticide DL25 

(Subramanian et al., 2005). 

 

Virus / Néonicotinoïde 

Il a aussi été montré in vivo que l’utilisation de SpltGV à la DL50 (2.2 x 106 corps 

d’inclusions polyhédriques) permet la potentialisation de l’effet de néonicotinoïdes à doses 

sublétales (thiamethoxam à 50 ppm et l’imidaclopride à 1-7 ppm) sur des larves âgées de 5 jours 

de cet insecte. Par exemple, la mortalité de 50% induite par le virus seul passe à 88,3% lorsqu’il 

est associé avec l’imidaclopride à 7ppm (Thi et al., 2002). 
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2.3. La combinaison répulsif / insecticide 

 
Alors que les répulsifs sont utilisés depuis longtemps, leur potentiel dans la lutte anti-

vectorielle n’a que peu été étudié. Dans un contexte de forte résistance aux insecticides, de 

nouvelles stratégies s’appuyant sur des combinaisons synergiques insecticides/répulsifs ont été 

proposées et ont montré des effets sur la mortalité très intéressants (Raymond et al., 2017). 

Comme présenté dans la partie « effet atypique des répulsifs » (cf. Introduction, chapitre 2, 

partie 1.2.3.), des études ont démontré que l’exploitation des effets atypiques des répulsifs 

permet l’optimisation de l’efficacité des insecticides.  

 

DEET ou IR3535 / Pyréthrinoïde 

 L’implémentation récente de moustiquaires imprégnées d’insecticides et de répulsifs à 

longue durée a permis d’augmenter significativement la protection prodiguée par les 

moustiquaires imprégnées avec un pyréthrinoïde contre des adultes A. aegypti. L’imprégnation 

de DEET et d’IR3535 est réalisée dans les fibres profondes et le pyréthrinoïde dans les fibres de 

surface de la moustiquaire. La combinaison de DEET avec de la perméthrine ou de l’étofenprox 

dans des moustiquaires multi-couches augmentent significativement l’effet insecticide du 

pyréthrinoïde. Dans ce cadre, l’IR3535 empêche la liaison correcte du pyréthrinoïde à la surface 

de la moustiquaire et n’est donc pas optimal dans la potentialisation de l’effet insecticide. 

Cependant, alors que les doses de perméthrine retrouvées sur la moustiquaire sont faibles 

lorsqu’elle est imprégnée d’IR3535 (8-11 mg/m² contre les 1000-2000 mg/m² attendus), un 

effet synergique est quand même observé et souligne un très grand potentiel de l’IR3535 dans 

les combinaisons avec des insecticides (Faulde et Nehring, 2012).  

Les combinaisons DEET/pyréthrinoïdes microencapsulées pourraient aussi s’avérer 

intéressantes contre A. albopictus. Il a été montré que l’effet de la deltamétrine sur la mortalité 

est potentialisé par la combinaison des deux molécules et la microencapsulation permet de 

prolonger l’efficacité des moustiquaires imprégnées après un plus grand nombre de lavages (Yao 

et al., 2015). 

 

DEET / Carbamate ou organophosphoré 

Le DEET a été testé à dose subrépulsive (1%) en combinaison avec un CX (propoxur) à 

la DL30. Ces deux molécules utilisées ensemble ont un effet synergique très fort sur la mortalité 

des A. aegypti portant la résistance kdr (Pennetier et al., 2005). Le même effet synergique a été 

retrouvé dans des combinaisons DEET ou KBR / OP (pyrimiphos methyl) testées en imprégnation 

de moustiquaires. Cette fois-ci, la synergie permet l’inhibition du gorgement chez An. gambiae 
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et la moustiquaire reste efficace plus de 2 mois (Pennetier et al., 2007). Le DEET et le KBR 

permettent aussi une augmentation de l’exophilie, de l’inhibition de gorgement et de la mortalité 

quand ils sont utilisés en combinaison contre le moustique An. gambiae souche sensible et 

souches résistantes (résistances ace-1R et kdr) avec le pirimiphos-methyl, un OP (Pennetier et 

al., 2009). 

 

Le mécanisme par lequel le DEET agit au niveau cellulaire et moléculaire pour potentialiser 

l’effet des insecticides est resté inconnu pendant plusieurs années. Il a ensuite été montré qu’à 

faible concentration, le DEET est capable d’augmenter la sensibilité des acétylcholinestérases 

membranaires aux CX. Cela implique l’activation d’une voie de signalisation intracellulaire 

dépendante du calcium in vitro dans des neurones de la blatte P. americana et in vivo sur des 

femelles moustiques A. aegypti. Le DEET est capable de potentialiser l’effet du propoxur, un 

insecticide CX anticholinestérasique en se fixant sur un site haute affinité du récepteur 

cholinergique de type muscarinique de sous-type M1/M3. Cette liaison est capable d’activer la 

voie de signalisation impliquant de nombreux acteurs cellulaires responsables de la modulation 

calcium-dépendante de l’activité acétylcholinestérasique optimisant l’effet du propoxur. A plus 

forte concentration, le DEET peut se fixer sur un site allostérique basse affinité inhibant la 

potentialisation de l’effet insecticide (Figure 30) (Abd-Ella et al., 2015). L’interaction 

DEET/propoxur ainsi que leur synergie potentialisatrice serait dépendante de l’activité des 

cytochromes P450 monooxygénases, qui est régulée par le niveau de calcium intracellulaire (Han 

et al., 2009; Alzogaray, 2016). L’étude de l’effet du DEET sur les enzymes de détoxication a 

permis de comprendre des études plus anciennes qui rapportaient déjà une synergie inattendue 

entre ce répulsif et le propoxur (Bonnet et al., 2009; Pennetier et al., 2007). 
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Figure 30 : Modèle proposé pour la potentialisation de l’effet d’un carbamate par le DEET par recrutement 

de voies de signalisation intracellulaire calcium-dépendantes dans les neurones d’insectes. Le DEET 

intéragit avec les M1/M3 mAChR avec une haute affinité à basse concentration, causant l’activation de la 

PLC et la production d’IP3. L’IP3 en se fixant sur l’IP3R permet le relargage de calcium depuis les stocks 

intracellulaires de calcium, permettant la formation du complexe calcium-CaM et l’activation de la PI-PLC 

régulatrice de l’AChE. L’AChE devient alors plus sensible aux carbamates. AChE, acétylcholinestérase; CaM, 

calmoduline; PI-PLC, phosphatidylinositol (PI)-specific phospholipase C; IP3, inositol 1,4,5-triphosphate; 

IP3R, récepteur à l’IP3; mAChR, récepteur cholinergique de type muscarinique (Abd-Ella et al., 2015). 

 

IR3535 / Néonicotinoïde 

L’IR3535 présente moins d’effets secondaires connus et son activité insecticide reste très 

faible en comparaison avec celle du DEET (Pridgeon et al., 2009; Alzogaray 2016). Cependant, il 

présente aussi des effets inattendus chez l’insecte grâce à son mode d’action complexe impliquant 

le site orthostérique et les sites allostériques du récepteur muscarinique de type M1. Chez la 

blatte P. americana, l’activation du site orthostérique M1 mAChR par l’IR3535 à faible 

concentration induit la dissociation de la protéine G associée au récepteur. Le complexe formé 

par les sous-unités β et γ de cette protéine, une fois dissocié de la sous-unité α, est capable 

d’inhiber des canaux potassiques de base. Cela résulte en une dépolarisation du neurone 

suffisante pour activer des canaux calciques dépendants du potentiel responsables d’une entrée 

de calcium (Figure 31A, B ; phase 1). La mobilisation du calcium permet ainsi d’activer des 

voies de signalisation intracellulaire calcium-dépendantes spécifiques (e.g., PKA, CaMKinase II) 

connues pour augmenter la sensibilité des cibles aux insecticides (Deshayes et al., 2018; 

Raymond et al., 2017). A plus forte concentration, l’IR3535 se fixe sur un site allostérique du M1 

mAChR qui conditionne la protéine G dans un état assemblé et non dissocié, empêchant in fine 

l’entrée de calcium (Figure 31A, B ; phase 2). L’IR3535, au-delà de 100nM, induit une élévation  
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Figure 31 : Effet concentration-dépendant de l’IR3535 sur le M1 mAChR. A) Courbe effet log[IR3535] 

illustrant les variations de la [Ca2+]i mesurées en fonction de la concentration d’IR3535 utilisée sur les 

neurones DUM de la blatte P. americana. B) Schéma illustrant le mode d’action de l’IR3535. Phase 1 : 

L’IR3535 (10nM) se fixe sur le site orthostérique (SO) du récepteur muscarinique de type M1 (M1 mAChR), 

ce qui induit une dissociation de la protéine G. La sous-unité βγ inhibe les canaux potassiques (KV de base) 

responsables du maintien du potentiel de membrane. Cela cause une dépolarisation qui active les canaux 

calciques dépendants du potentiel (CaV) et augmente la [Ca2+]i. Phase 2 : L’IR3535 (100nM) se fixe aussi 

sur le site allostérique (SA) du M1 mAChR et favorise la reconstitution de la protéine G, il n’y a pas de 

dépolarisation et donc pas d’activation des canaux CaV. Phase 3 : L’IR3535 à plus forte concentration 

(>100nM) induit une augmentation de la [Ca2+]i par l’activation du récepteur à l’IP3 (IP3R) impliqué dans 

le relargage du calcium depuis les stocks intracellulaires, cet effet pourrait impliquer plus de site sur le M1 

mAChR ou d’autres mécanismes physiologiques (Modifié d’après Goulu, 2015 et Moreau et al., 2020). 
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de calcium par un relargage de celui-ci depuis le réticulum endoplasmique (Figure 31A, B ; 

phase 3). Il a été montré que l’IR3535 à faible concentration était capable de potentialiser l’effet 

du thiaclopride sur les neurones DUM de la blatte P. americana et in vivo sur An. gambiae (Figure 

32) (El-Adouzi et al., 2020; Moreau et al., 2020). Ces données révèlent une nouvelle cible 

d’intérêt en LAV, le récepteur muscarinique, puisque l’augmentation de la [Ca2+]i induite par son 

activation influence l’effet des insecticides. 

 

Figure 32 : Potentialisation de l'effet du thiaclopride par l'IR3535 à 10nM sur les DUM neurones de blattes 

P. americana (Moreau et al., 2020). 

 

Les répulsifs sont très intéressants en tant qu’agents synergisants car ce sont des 

molécules spécifiques de l’insecte qui, à des doses extrêmement faibles assurément sub-

répulsives, potentialisent l’effet des insecticides in vitro et in vivo. De plus, comme ce ne sont 

pas des insecticides à faible concentration, la pression de sélection qu’ils engendrent est 

considérablement réduite. 
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Chapitre 5 : Objectifs du travail de thèse 

 
Dans ce contexte d’émergence et de diffusion des phénomènes de résistances qui 

entravent l’efficacité de la LAV, il est nécessaire de proposer de nouvelles stratégies permettant 

d’optimiser le traitement insecticide tout en diminuant les doses utilisées. Ce projet de thèse 

consiste donc à développer de nouvelles stratégies de lutte chimique par une approche complète 

multidisciplinaire allant des études in vitro à in vivo sur deux souches de moustiques An. gambiae 

résistantes aux insecticides, les souches AcerKis (résistance ace-1R aux OP et CX), et KdrKis 

(résistance kdr aux pyréthrinoïdes et au DDT). Les résultats obtenus sur ces deux souches de 

moustiques seront comparés aux résultats obtenus avec les mêmes expérimentations sur la 

souche sensible de référence, la souche Kisumu (Kis). 

 

Dans un premier temps, il est primordial de déterminer s’il existe des mécanismes 

cellulaires et moléculaires associés aux mutations ace-1R et kdr qui pourraient influencer l’effet 

des insecticides sur leur cible in vitro puis in vivo. Dans un deuxième temps et en s’appuyant sur 

cette première étude fondamentale, l’objectif est de développer et d’adapter une stratégie de 

protection en utilisant une association de deux composés de familles chimiques différentes, à 

savoir un répulsif (IR3535) et un insecticide néonicotinoïde (clothianidine, agoniste) ou 

mésoionique (triflumézopyrime, antagoniste) qui agissent spécifiquement sur des récepteurs 

cholinergiques de type nicotinique (nAChR) (Casida et Durkin, 2013; Holyoke et al., 2017).  

 

Le choix de la famille d’insecticides à tester, en particulier les néonicotinoïdes fait suite 

aux rapports d’expertise collective publiés par l’Anses en 2013 et 2016 (Anses, 2016). Dans ces 

rapports, les différentes conclusions indiquent que les néonicotinoïdes constituent une famille 

d’insecticides d’intérêt en LAV. Concernant l’insecticide mésoionique, ce sera la première fois que 

ce type de molécule est testé dans le cadre de la LAV. De plus, ces deux insecticides ont été 

identifiés comme étant particulièrement intéressants dans la lutte contre An. gambiae parmi une 

grande sélection de molécules à effet insecticide (Lees et al., 2019). Enfin, des études menées 

au laboratoire ont montré que l’efficacité des néonicotinoïdes sur les nAChRs dépend du calcium 

intracellulaire (Bodereau-Dubois et al., 2012). Par conséquent, ces néonicotinoïdes et l’insecticide 

mésoionique qui ne sont pas utilisés directement contre les moustiques semblent 

particulièrement intéressants puisqu’il n’existe a priori pas de résistances avérées contre ces 

substances actives. Enfin l’utilisation d’un insecticide mésoionique, jamais utilisé en LAV, permet 

de disposer d’une alternative importante pour éviter les problèmes de résistances croisées. 
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Le choix du répulsif quant à lui se porte vers l’IR3535. Nous détournons cette molécule 

de son utilisation première en tant que répulsif afin d’exploiter ses effets atypiques sur les 

mAChRs pour potentialiser l’effet des insecticides néonicotinoïdes et mésoioniques grâce à une 

augmentation de la [Ca2+]i (El-Adouzi et al., 2020; Moreau et al., 2020). De plus, contrairement 

au DEET, considéré comme un répulsif et agent synergisant de choix, l’IR3535 ne présente pas 

d’effets secondaires inattendus qui rendent son utilisation en tant qu’agent synergisant risquée. 

 

L’efficacité des insecticides et de l’IR3535 seuls et en combinaison sera testée in vitro par 

la technique électrophysiologique du patch-clamp et de l’imagerie calcique sur les neurones isolés 

des moustiques Kis, AcerKis et KdrKis (Lavialle-Defaix et al., 2011). Enfin, l’efficacité des 

associations clothianidine/IR3535 et triflumézopyrime/IR3535 sera testée in vivo grâce à des 

tests larvaires homologués par l’OMS (OMS, 2005)  
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Matériels et méthodes 

 

Chapitre 1 : Modèle biologique : Anopheles gambiae s.s., 

souches sensibles et résistantes 
 

1. Souches de moustique 

Dans cette étude, trois souches de moustiques Anopheles gambiae s.s. sont utilisées : 

Kisumu (Kis), AcerKis et KdrKis. 

 

Souche Kisumu « Kis » 

 Cette souche est la souche de référence sensible aux insecticides (Shute, 1956). Isolée à 

partir de collection sur le terrain dans la ville de Kisumu au Kenya en 1975, elle ne présente 

aucune mutation ni mécanisme de résistance aux insecticides.  

 

Souche AcerKis 

La souche AcerKis est résistante aux insecticides organophosphorés et aux carbamates 

grâce à la mutation G119S (résistance ace-1R) sur l’acétylcholinestérase (cf. Introduction, 

chapitre 3, partie 1.2.). De la même manière, cette souche est obtenue par introgression de 

l’allèle ace-1G119S dans la souche Kisumu par une quinzaine de croisements répétés (Alout et al., 

2013). Les individus résistants sont sélectionnés à l’aide du propoxur. L’allèle ace-1G119S a été 

obtenu par des collections d’individus résistants aux organophosphorés/carbamates au Burkina 

Faso en 2002 (Djogbénou et al. 2010). 

 

Souche KdrKis 

La souche KdrKis est résistante aux insecticides pyréthrinoïdes et au DDT grâce à la 

mutation homozygote L1014F (résistance knock-down ; kdr) sur le canal sodium dépendant du 

potentiel (cf. Introduction, chapitre 3, partie 1.2.). Cette souche est obtenue par 

introgression de l’allèle kdr-west (L1014F) dans la souche Kisumu par une quinzaine de 

croisements répétés (Alout et al., 2013). Les individus résistants sont sélectionnés à l’aide de 

perméthrine. L’allèle kdr-west a été obtenu par des collections d’individus résistants aux 

pyréthrinoïdes au Burkina Faso en 1998 (Martinez-Torres et al., 1998).  
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Contrôle des souches 

Le génotype des trois souches de moustiques est contrôlé au laboratoire MIVEGEC tous 

les 3 mois à l’aide de qPCR avec des sondes Taqman ciblées sur les mutations kdr et Ace-1R. Ces 

tests confirment la présence homozygote de ces allèles de résistance. 

2. Elevage des moustiques 

Les moustiques utilisés dans cette étude sont élevés au sein du laboratoire SiFCIR à 

Angers et au laboratoire MIVEGEC à Montpellier.  

 

Conditions d’élevage des moustiques au laboratoire SiFCIR 

Pour les tests in vitro réalisés au laboratoire SiFCIR, les pontes ont été fournies par le 

laboratoire MIVEGEC de Montpellier. L’éclosion des pontes est réalisée dans une enceinte Sanyo® 

(28°C ; 80% d’humidité ; cycle photopériodique de 12h:12h). Dès leur réception, les pontes sont 

mises en eau déminéralisée dans des bacs de plastique de 3L. Après éclosion, les larves sont 

nourries avec de la nourriture pour poissons (TetraMin®) broyée. Au stade de nymphe, les bacs 

sont placés sous moustiquaire afin de récupérer les adultes. Une fois les moustiques devenus 

adultes, ceux-ci sont transférés dans des cages de 15x15x15cm ou 25x25x25cm et nourris grâce 

à un coton imbibé d’une solution de miel à 10% dilué dans de l’eau osmosée. Les cages d’adultes 

sont disposées dans l’enceinte Sanyo®. Le gorgement des femelles de la souche Kisumu est 

réalisé deux fois par semaine sur membrane grâce à un appareil Hemotech qui comprend une 

cellule à gorgement contenant du sang humain chauffé à 37°C. Les femelles des souches 

résistantes ne sont pas gorgées et sont utilisées uniquement pour les expériences. 

 

Conditions d’élevage des moustiques au laboratoire MIVEGEC 

Pour les tests in vivo réalisés au laboratoire MIVEGEC, le protocole d’élevage des 

moustiques est très similaire (27 ± 1°C ; 70 ± 10% d‘humidité). Les cages d’adultes sont 

disposées dans une enceinte Memmert®. Le gorgement des femelles (souches sensible et 

résistantes) est réalisé deux fois par semaine avec du sang de lapin en cellule Hemotech ou 

directement sur oreille de lapin en contention. 
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Chapitre 2 : Techniques utilisées in vitro sur neurones 

isolés de moustiques sensibles et résistants 
 

1. Caractéristiques des neurones isolés de moustiques  

Plusieurs modèles de culture de neurones primaires provenant de différentes espèces 

d’insectes ont été développés (Beadle, 2006). Ces cellules nerveuses expriment des canaux 

ioniques et récepteurs ciblés par les insecticides et constituent donc un modèle d’étude idéal pour 

investiguer le mode d’action des molécules qui agissent au niveau neuronal comme les 

insecticides et les répulsifs (Grolleau et Lapied, 2000; Wicher et al., 2001).  

 

Le modèle neuronal issu des moustiques An. gambiae souche Kis a été développé au 

laboratoire SiFCIR pour étudier l’effet des insecticides (Lavialle-Defaix et al., 2011). Il est 

parfaitement adapté pour les techniques électrophysiologiques, d’imagerie calcique et de biologie 

moléculaire utilisées dans ce travail de thèse. L’étude de Lavialle-Defaix et collaborateurs en 2011 

a permis d’identifier les neurones isolés des têtes de moustiques adultes (cf. Matériels et 

méthodes, chapitre 2, partie 2.) grâce à un double marquage immunocytochimique utilisant 

de l’acridine orange qui cible l’ADN du noyau ainsi que la protéine anti-péroxidase de raifort (HRP) 

pour marquer la surface neuronale. Ce double marquage permet la distinction des cellules 

neuronales et non-neuronales (Loesel et al., 2006; Lavialle-Defaix et al., 2011). Ce modèle 

neuronal exprime notamment différents canaux ioniques, protéines et récepteurs fonctionnels 

importants pour l’étude du mode d’action des insecticides (Tableau 6) : 

 

 Cibles membranaires  Sous-unité amplifiée 

Canal sodium dépendant du potentiel (NaV) Sous-unité α (AgNav1) 

Canal calcium dépendant du potentiel (Cav) Sous-unité α appartenant à la famille des canaux 

calcique à haut seuil d’activation (AgCav1) 

Canal potassium dépendant du potentiel (Kv) Sous-unité α du canal K+ appartenant à la famille 

Shaker (KV1) 

Acétylcholinestérase 1 AChE1 

Récepteur cholinergique de type nicotinique Sous-unité α1 (Agα1 nAchR) 

Tableau 6 : Cibles membranaires d’insecticides exprimés par les neurones isolés de moustiques An. 

gambiae (Lavialle-Defaix et al., 2011). 
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2. Technique de dissociation des neurones de moustiques 

Les expériences d’électrophysiologie, d’imagerie calcique et de biologie moléculaire sont 

réalisées sur des neurones isolés à partir des têtes de moustiques femelles adultes (An. gambiae) 

émergents le jour même des souches Kis et résistantes aux insecticides (Lavialle-Defaix et al., 

2011). Les moustiques sont endormis à 4°C en 10 minutes puis disposés sur la face dorsale sous 

loupe binoculaire pour pouvoir retirer les pièces buccales et couper les têtes. Ces dernières sont 

ensuite placées dans un milieu de survie (Tableau 7).  

 

Composés (mM) Milieu de survie 

NaCl 130 

KCl 2.5 

CaCl2 5 

MgCl2 3 

HEPES 5 

Sucrose 50 

Sérum de veau fœtal (SVF) (%) 5 

Streptomycine (mg/mL) / Pénicilline (UI/mL) 50 / 50 

 pH ajusté à 7,2 avec NaOH 

Tableau 7 : Composition du milieu de survie utilisé pour la dissociation neuronale. 

 

Pour obtenir les corps cellulaires des neurones isolés, les têtes sont soumises à une 

dissociation mécanique grâce à des aspirations/refoulements successifs à l’aide de pipettes 

Pasteur dont le diamètre de la pointe est diminué et poli à la flamme. Pour les expériences de 

patch-clamp, la suspension cellulaire est ensuite déposée dans des boîtes de Pétri dont le fond a 

été préalablement traité à la Poly-D-Lysine pour faciliter l’adhésion des neurones. Pour les 

expériences d’imagerie calcique, la suspension cellulaire est déposée sur lame de verre 

borosilicaté préalablement traitée à la Poly-D-Lysine. Avant l’utilisation de ces techniques, les 

neurones isolés sont maintenus à 29°C pendant 4h (Figure 33). 
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Figure 33 : Protocole de dissociation mécanique des têtes de moustiques pour obtenir les corps cellulaires 

des neurones isolés. 

 

3.  Technique électrophysiologique du patch-clamp 

3.1. Principe de la technique 

L’activité électrique des neurones isolés de moustiques est étudiée grâce à la technique 

électrophysiologique du patch-clamp. Cette technique a été inventée dans les années 1970 puis 

améliorée en 1981 dans le but de comprendre le fonctionnement des canaux ioniques exprimés 

à la surface des cellules (Hamill et al., 1981). Une pipette de verre borosilicatée est appliquée 

contre la membrane du neurone. Une légère pression négative exercée à l’intérieur de la pipette 

de patch permet d’isoler électriquement une portion de membrane. En fonction de la 

configuration, les canaux ioniques et récepteurs se trouvant sur le neurone peuvent alors être 

modulés électriquement ou chimiquement pour en étudier les propriétés électrophysiologiques et 

fonctionnelles (Kornreich, 2007; Rubaiy, 2017). 
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Plusieurs configurations de patch-clamp peuvent être utilisées selon le but des 

expériences réalisées (Figure 34) :  

• La configuration cellule attachée : La membrane plasmique n’est pas rompue, ce qui 

permet d’éviter de diluer les composants du cytoplasme avec la solution intrapipette. Par 

contre, cela rend le compartiment intracellulaire inaccessible. Cette configuration est 

utilisée pour étudier les conductances unitaires des canaux ioniques et récepteurs dont 

l’activité optimale est très dépendante de la concentration des composants 

intracellulaires.   

• La configuration cellule entière : Cette configuration est obtenue par l’application 

successive de deux pressions négatives pour coller le neurone (seal) à la pointe de la 

pipette et causer une rupture de la membrane plasmique. Une continuité entre le 

cytoplasme, la pipette et le dispositif d’enregistrement est alors établie. Il est alors 

possible d’injecter des agents pharmacologiques dans le cytoplasme ou de modifier les 

concentrations des composants du cytoplasme. L’obtention d’un seal de l’ordre du GΩ 

permet d’isoler électriquement la portion de membrane sous la pointe de la pipette et 

ainsi d’augmenter le rapport signal/bruit de fond. A partir de cette configuration, deux 

techniques sont utilisées, le potentiel ou le courant imposé. La technique du potentiel 

imposé permet de contraindre le potentiel à une valeur fixe et de mesurer des courants 

ioniques. La technique du courant imposé permet de suivre l’évolution du potentiel de 

membrane.  

• La configuration « inside-out » : Pour atteindre cette configuration, la pipette est 

rétractée brutalement pour arracher une petite portion de membrane à partir de la 

configuration cellule attachée. Le seal est maintenu et le feuillet interne de la membrane 

est alors accessible par le bain et peut donc être modifié à l’aide de composés 

pharmacologiques. Cette configuration permet l’étude de l’effet de facteurs cytosoliques 

sur les canaux ioniques mais présente le désavantage de perdre tous les contituants 

intracellulaires qui peuvent être indispensables au fonctionnement des canaux. 

• La configuration « outside-out » : Après être passé par la configuration cellule entière, 

la pipette est alors reculée lentement pour causer une rupture de la membrane. Une 

vésicule est alors formée au bout de la pipette de patch par reconstitution d’une petite 

portion de membrane. Le feuillet externe de la membrane est alors accessible par le bain 

et peut donc être modifié à l’aide de composés pharmacologiques. Cette configuration 

permet l’étude de l’effet de facteurs extracellulaires sur de petites populations de canaux 

ioniques mais présente le désavantage d’être très compliquée à établir. 
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Figure 34 : Schéma représentatif des différentes configurations possibles avec la technique du patch-clamp 

(Modifié d’après leica-microsystems.com, 2011). 

 

La technique du patch-clamp a d’abord été développée pour mener des études sur 

neurones de mammifères puis a rapidement été adaptée sur préparations neuronales d’insectes 

comme la blatte, le criquet, l’abeille, la drosophile, les papillons (Lapied et al., 1989; Inoue et 

al., 2014; Lavialle-Defaix et al., 2015; Frolov et al., 2016; Thompson et al., 2020). Cette 

technique est par exemple utilisée pour étudier les propriétés électrophysiologiques et 

fonctionnelles ainsi que les mécanismes de régulation de l’activité des canaux ioniques (Wicher 

et al., 2001; Thany et al., 2008; Bodereau-Dubois et al., 2012; List et al., 2014; Mannai et al., 

2016) ainsi que l’effet d’insecticides et répulsifs (Abd-Ella et al., 2015; Pitti Caballero et al., 2019; 

Moreau et al., 2020). Alors que la technique du patch-clamp a été adaptée en 2011 sur les 

neurones isolés de moustiques An. gambiae, aucune étude n’a jusqu’alors été menée concernant 

l’effet des insecticides sur cette préparation, encore moins sur des neurones isolés de souches 

résistantes aux pyréthrinoïdes ou aux organophosphorés et carbamates (Lavialle-Defaix et al., 

2011). La configuration cellule entière est utilisée dans cette étude pour enregistrer les courants 

ioniques (technique du potentiel imposé) et variations de potentiel membranaire (technique du 
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courant imposé) résultant de l’activation des nAChRs et/ou canaux ioniques membranaires sur 

des neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis.  

 

3.2. Dispositif d’enregistrement 

Les pipettes de patch sont étirées à partir d’un capillaire de verre borosilicaté grâce à une 

étireuse Sutter P-97. Ces dernières sont fixées sur un porte-pipette mobile contrôlé à l’aide d’un 

micro-manipulateur piézo-électrique tridimensionnel (Sutter Instrument ROE-200, Novato, Etats-

Unis) permettant des mouvements d’une amplitude inférieure au micromètre afin d’approcher 

délicatement la pipette de patch du corps cellulaire du neurone isolé de moustique. Lorsque la 

pipette est plongée dans le bain contenant les neurones, le potentiel de jonction est compensé 

avant d’établir la configuration cellule attachée. Une aspiration brève et brutale permet la rupture 

de la membrane plasmique et l’établissement de la configuration cellule entière. Les courants 

sont enregistrés grâce à un amplificateur Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City, Etats-

Unis) et les signaux sont filtrés grâce à un filtre passe-bas à 5KHz.  

 

Le dispositif d’enregistrement comporte un amplificateur opérationnel (AOP) qui mesure 

la tension à chacune de ses bornes (borne 1 : potentiel pipette (Vpip), borne 2 : potentiel imposé 

par l’expérimentateur (Vcmd)) et s’il y a une différence, il envoie un courant dans la boucle de 

contre-réaction (RCR) pour forcer le potentiel de pipette et de membrane à suivre le potentiel 

imposé par l’expérimentateur. Quand la différence est nulle, le courant passe à travers d’un 

amplificateur différentiel (AD) qui agit comme un convertisseur courant-tension qui compare le 

signal provenant de la pipette et le potentiel imposé par l’expérimentateur pour traduire la forme 

réelle du signal électrophysiologique (Figure 35). 

 



Matériels et méthodes – Chapitre 2 : Techniques utilisées in vitro sur neurones isolés de 

moustiques sensibles et résistants 

Page | 90  
 

 

Figure 35 : Fonctionnement de l'amplificateur de patch. AOP : amplificateur opérationnel ; RCR : boucle 

de contre-réaction ; AD : amplificateur différentiel ; Vpip : potentiel de pipette ; Vcmd : potentiel imposé 

par l’expérimentateur (Goulu, 2015). 

 

Les signaux analogiques (courants ioniques) sont envoyés dans une interface Digidata 

1440A pour être convertis en signal numérique (Axon Instruments, Foster City, Etats-Unis) et 

être analysés à l’aide du logiciel pClamp (version 10.0, Axon Instruments, Foster City, Etats-

Unis) (Figure 36). Les données sont représentées graphiquement puis exprimées 

statistiquement par l’utilisation de tests t paramétriques (Student) ou non-paramétriques (Mann-

Whitney) grâce au logiciel GraphPad Prism version 8. Les données sont exprimées par la moyenne 

± S.E.M.. 
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Figure 36 : Représentation schématique de l’installation d’un poste de patch-clamp. (1) L’amplificateur 

mesure la différence de potentiel entre la pipette de patch et l’électrode de référence dans le bain. Il permet 

d’imposer une tension ou un courant à la cellule et de mesurer courants et changements de potentiel 

membranaires. (2) L’interface, ou numériseur, acquiert les données analogiques et les convertit en signaux 

numériques. (3) Le logiciel pClamp10 permet l’acquisition, l’analyse des données électrophysiologiques, et 

le contrôle de l’amplificateur et de l’interface. (4) La tête d’amplificateur relie la pipette de patch à 

l’amplificateur pour permettre d’imposer des courants ou tensions à la cellule patchée. Les systèmes de 

perfusion et d’aspiration permettent de contrôler le milieu extracellulaire entourant le corps cellulaire des 

neurones. (5) Le microscope permet de faire la mise au point sur le corps cellulaire des neurones 

(grossissement x400) afin de faciliter l’approche de la pipette de patch grâce au micromanipulateur 

tridimensionnel. (6) La cage de Faraday est faite d’un alliage d’aluminium et de cuivre (Dural) qui entoure 

le poste de patch-clamp qui permet d’éviter les interférences électriques extérieures. La table anti-vibration 

empêche les perturbations d’alignement de la pipette (MolecularDevices.com, 2021). 

 

3.3. Conditions expérimentales en potentiel imposé 

La technique du potentiel imposé est utilisée pour étudier les variations de courants 

ioniques membranaires. Les courants autres que le courant étudié sont bloqués à l’aide d’agents 

pharmacologiques spécifiques (Lavialle-Defaix et al., 2011; Perrier et al., 2021). Les paragraphes 

suivants décrivent les conditions expérimentales dans lesquelles nous nous sommes placés en 

fonction du courant d’intérêt. La composition complète des solutions intrapipettes et 

extracellulaires utilisées dans chaque condition est donnée dans la partie suivante. 
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Conditions expérimentales pour l’enregistrement des courants induits par les agonistes 

cholinergiques en potentiel imposé. 

Le potentiel de membrane des neurones isolés de moustiques est maintenu à -50mV dans 

les expériences de potentiel imposé. Les pipettes de patch sont étirées de manière à obtenir une 

résistance de pipette de 6-9MΩ après remplissage avec la solution intrapipette. L’ACh est diluée 

extemporanément dans la solution extracellulaire et est appliquée pendant 3s sur les neurones 

isolés de moustiques dans les expériences réalisées en potentiel imposé. Comme l’ACh agit sur 

les nAChRs et sur les mAChRs, les expériences sont réalisées en présence d’atropine (100 nM) 

qui est un antagoniste spécifique des mAChRs (Lü et al., 2020). Les insecticides néonicotinoïdes 

et mésoioniques sont dilués dans le DMSO puis dilués en cascade dans la solution extracellulaire 

pour obtenir la concentration désirée à perfuser sur les corps cellulaires des neurones. Ces 

solutions sont conservées hermétiquement moins de deux semaines à température ambiante à 

l’abri de la lumière.  

Pour le détail de la composition des solutions intrapipettes et extracellulaires utilisées 

pour mesurer les courants induit par les agonistes cholinergiques, voir le tableau 8, colonne 1 

et le tableau 9, colonne 1, respectivement. 

Pour le détail de la composition de la solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium 

voir le tableau 8, colonne 2.  

 

Conditions expérimentales pour l’enregistrement des courants issus de l’activation 

des canaux calciques dépendants du potentiel en potentiel imposé 

Les pipettes de patch sont étirées de manière à obtenir une résistance de pipette de 4-

6MΩ après remplissage avec la solution intrapipette. Le potentiel de membrane des neurones 

isolés de moustiques est maintenu à -50mV, puis plusieurs chocs dépolarisants de 10mV d’une 

durée de 10ms à une fréquence de 0,1Hz sont appliqués pour atteindre un potentiel de 0mV. Les 

courants de fuite et capacitifs sont compensés par l’utilisation d’un protocole P/4 grâce au logiciel 

pClamp 10.  

Pour le détail de la composition des solutions intrapipettes et extracellulaires utilisées 

pour mesurer les courants issus de l’activation de canaux calciques dépendants du potentiel, voir 

le tableau 8, colonne 2 et le tableau 9, colonne 3, respectivement.  

 

 

Conditions expérimentales pour l’enregistrement des courants sodiques issus de 

l’activation des canaux sodiques dépendants du potentiel en potentiel imposé 

Les pipettes de patch sont étirées de manière à obtenir une résistance de pipette de 5-

7MΩ après remplissage avec la solution intrapipette. Le potentiel de membrane des neurones 
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isolés de moustiques Kis et KdrKis est maintenu à -90mV puis des chocs dépolarisants de 10mV 

d’une durée de 4ms à une fréquence de 0,5Hz sont appliqués pour atteindre un potentiel de 

20mV. Les courants de fuite et capacitifs sont compensés par l’utilisation d’un protocole P/6 grâce 

au logiciel pClamp 10. 

Pour le détail de la composition des solutions intrapipettes et intracellulaires utilisées pour 

mesurer les courants induits par les agonistes cholinergiques, voir le tableau 8, colonne 3 et le 

tableau 9, colonne 4, respectivement.  

 

Conditions expérimentales pour l’enregistrement des courants capacitifs en potentiel 

imposé 

Le potentiel de membrane est maintenu à -50mV. Un choc hyperpolarisant de -10mV est 

appliqué pendant 15ms sur le corps cellulaire des neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis 

pour générer un courant capacitif. Ce protocole permet de déterminer la ou les constante(s) de 

temps du courant capacitif en associant la phase décroissante de ce courant à une fonction mono-

ou bi-exponentielle. 

 

3.4. Conditions expérimentales en courant imposé 

La technique du courant imposé est utilisée pour suivre les variations du potentiel de 

membrane issues de l’activation de canaux ioniques et récepteurs. La différence de potentiel 

entre l’intérieur et l’extérieur de la cellule est alors mesurée pendant l’application d’un courant 

continu dans la cellule en configuration cellule entière. Cette technique permet d’étudier la 

réponse électrophysiologique (potentiel d’action, potentiel postsynaptique excitateur ou 

inhibiteur) d’une cellule à un stimulus. 

 

Dans notre étude, cette technique a été utilisée pour les variations de potentiel induites 

par l’activation des nAChRs suite à l’application par le bain d’ACh sur le corps cellulaire des 

neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. La durée d’application de l’ACh est de 1s. Pour le 

détail de la composition des solutions intrapipettes et extracellulaires utilisées pour mesurer les 

variations de potentiel induit par les agonistes cholinergiques, voir le tableau 8, colonne 1 et 

le tableau 9, colonne 1, respectivement. Les expériences sont réalisées en présence d’atropine 

(100nM). Cette technique a aussi été utilisée pour déterminer le potentiel de repos des neurones 

isolés de moustiques Kis et KdrKis. Dans ce cas, l’évolution du potentiel de membrane est suivie 

alors qu’aucun courant n’est appliqué. 
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3.5. Composition des solutions 

Les solutions extracellulaires contenant les agonistes, insecticides et les bloqueurs des canaux 

potassiques, sodiques et calciques sont superfusées grâce à un système de perfusion 

gravimétrique VC-6M (Harvard apparatus) contrôllé par le logiciel pClamp. Le débit de perfusion 

est de 0,5mL/min et l’éjecteur est placé à 10μm du corps cellulaire du neurone pendant 

l’application. Ce système de perfusion permet de changer rapidement le milieu « superfusant » 

le corps cellulaire du neurone. L’excès de solution est aspiré à l’opposé de la perfusion pour 

renouveler le milieu dans lequel baignent les neurones. Tous les produits utilisés proviennent de 

Sigma Chemicals (L’isle d’Abeau Chesnes, France). 

 

Dans la technique du patch-clamp en configuration cellule entière, la composition de la 

solution intrapipette s’approche de celle du milieu intracellulaire du neurone de moustique et 

limite la dilution des éléments métaboliques qui altèrerait le fonctionnement des canaux ioniques 

et des récepteurs. Les compositions des solutions intrapipettes et des solutions extracellulaires 

utilisées pour mesurer les courants induits par les agonistes cholinergiques, les courants sodiques 

et calciques sont respectivement indiquées dans les tableaux 8 et 9.  
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Composés 

(mM) 

Mesure des courants 

induits par les agonistes 

cholinergiques 

Mesure des courants 

calciques 

Mesure des courants 

sodiques 

K+-Gluconate 130   

K+-Fluoride 10   

NaCl 10 7 7 

MgCl2 3 3 2 

CaCl2 0,1 0,1  

EGTA 1,5 1,5 2 

ATP-Mg 1 3 1 

HEPES 10 10 10 

CsCl  140 140 

 pH ajusté à 7,2 avec KOH pH ajusté à 7,2 avec KOH pH ajusté à 7,2 avec 

CsOH 

Tableau 8 : Composition des solutions intrapipettes utilisées dans les expériences de patch-clamp. 

 

 
Composés 

(mM) 

Mesure des courants 

induits par les agonistes 

cholinergiques 

Solution 

dépourvue 

d’ions calcium 

Mesure des 

courants 

calciques 

Mesure des 

courants 

sodiques 

NaCl 130 130  130 

KCl 2,5 2,5 2,5 5 

MgCl2 3 8 3 2 

CaCl2  5  5 0,5 

EGTA   10   

HEPES 5 5 10 10 

Atropine  0,1 0,1   

Chlorure de 

choline  

  100  

TEA-Cl    30 50 

4-AP   5 5 

CdCl2    0,5 

 pH ajusté à 7,2 avec NaOH pH ajusté à 7,2 

avec NaOH 

pH ajusté à 7,2 

avec NaOH 

pH ajusté à 7,2 

avec NaOH 

Tableau 9 : Composition des solutions extracellulaires utilisées dans les expériences de patch-clamp. 

 



Matériels et méthodes – Chapitre 2 : Techniques utilisées in vitro sur neurones isolés de 

moustiques sensibles et résistants 

Page | 96  
 

4. Technique d’imagerie calcique 

4.1. Principe 

L’imagerie calcique est une technique qui permet de visualiser les variations de calcium 

intracellulaire dans une cellule. La mesure des variations de calcium intracellulaire s’appuie sur 

l’utilisation d’indicateurs capables de se lier au calcium. Dans notre étude, l’indicateur utilisé est 

une sonde chimique appelée Fura-2 pentakis(acetoxymethyl) ester (Fura-2AM) (Sigma-Aldrich, 

St-Louis, Etats-Unis). Cette forme de l’ester acétoxyméthyle (AM) permet à la sonde de traverser 

la membrane du neurone isolé pour un chargement intracellulaire non invasif. L'AM est ensuite 

clivée par les estérases intracellulaires après pénétration dans la cellule. Cette sonde chimique 

est à la fois chélatrice de calcium et fluorophore ce qui lui permet de se fixer spécifiquement au 

calcium intracellulaire libre. La fixation du Fura-2 au calcium induit un changement de 

conformation et de longueur d’onde d’excitation par les rayons ultraviolets (Figure 37A). Sa 

longueur d’onde d’excitation passe alors de 380 nm lorsqu’elle est libre à 340 nm lorsqu’elle est 

fixée au calcium, mais sa longueur d’onde d’émission est toujours à 510 nm (Figure 37B) 

(Grienberger et Konnerth, 2012; Goulu, 2015). Cette sonde est dite « double excitation simple 

émission ». L’utilisation de cette sonde permet donc la mesure ratiométrique en temps réel des 

variations de la [Ca2+]i. 
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Figure 37 : A) Représentation de la structure chimique de la sonde Fura-2 libre et liée à un ion calcium, B) 

Spectre d’excitation de la sonde Fura-2 sous sa forme libre (380 nm) et sous sa forme liée au calcium 

(340nm) (Grienberger et Konnerth, 2012 et Goulu, 2015). 

 

4.2. Dispositif d’enregistrement 

Après dissociation cellulaire, les cellules déposées sur lame de verre borosilicaté sont 

rincées deux fois avec de la solution extracellulaire (Tableau 8, colonne 1) et incubées dans le 

noir à 29°C pendant 40 minutes avec 2 µM de Fura-2AM. Les lames sont ensuite montées dans 

une chambre d’enregistrement (Warner Instruments, Hamden, CT, USA) reliée à un système de 

perfusion gravimétrique. La lame est ensuite observée au microscope inversé Nikon Eclipse Ti à 

épifluorescence (Nikon, Tokyo, Japan). La source d’excitation correspond à une lampe xenon 

intégrée de 75 W et passe au travers d’un commutateur DG4 (Sutter instrument, Novato, CA, 

USA) afin de ne laisser passer que les longueurs d’ondes d’excitation (340 et 380nm). La 

fluorescence est acquise via une caméra Orca-R2 CCD (Hamamatsu photonics, Shizuoka, Japan) 

et traitées avec le logiciel Imaging Workbench v6 (version 6, Indec BioSystems Santa Clara, CA, 

USA). 
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Figure 38 : Représentation schématique de l’installation d’un poste d’imagerie calcique et visualisation des 

variations de la [Ca2+]i par l'application de pseudo-couleurs grâce au logiciel Imaging Workbench v6.  

 

Le logiciel permet de commander toute l’expérimentation en définissant les longueurs 

d’onde, le temps d’exposition (100ms) et les pseudo-couleurs (Figure 38). Les images sont 

acquises toutes les trois secondes pour éviter le photoblanchiment 4 . Le niveau de calcium 

intracellulaire est exprimé en ratio 340/380 nm. L’évolution du ratio 340/380 nm en fonction du 

temps est reportée dans le logiciel Microsoft Excel 2016 pour extraire le ratio maximum. La 

différence entre le ratio maximum et le ratio de base est alors calculée (Δratio 340/380 nm). Les 

expériences sont réalisées à température ambiante (20-22°C).  

Les données sont représentées graphiquement puis exprimées statistiquement par 

l’utilisation de tests t paramétriques (Student) ou non-paramétriques (Mann-Whitney) grâce au 

logiciel GraphPad Prism version 8. Les données sont exprimées avec la moyenne ± S.E.M.. 

  

 

 

4 Le photoblanchiment est un phénomène de photodestruction du chromophore des protéines 
fluorescentes (Duan et al., 2013). 
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4.3. Composition des solutions 

La solution extracellulaire utilisée pour mesurer les variations de la [Ca2+]i induites par 

les agonistes cholinergiques est la même que celle qui est utilisée dans les expériences de patch-

clamp pour mesurer les courants induits par ceux-ci (Tableau 9). Les mêmes systèmes de 

perfusion et d’aspiration sont utilisés pour contrôler le milieu dans lequel baignent les corps 

cellulaires des neurones.  

 

5. RT-qPCR 

5.1. Principe 

La réaction en chaîne par polymérase quantitative (qPCR), ou PCR en temps réel, permet 

de déterminer la quantité initiale d’ADN contenue dans un échantillon en mesurant le nombre 

d’amplicons. Le processus d’amplification PCR est suivi par détection de la fluorescence émise 

par les produits de la PCR. Pour cela, un agent intercalant est utilisé, le SYBR Green dont la 

fluorescence augmente lorsqu’il est lié à l’ADN double brin. L’analyse des courbes d’amplification 

permet de déterminer le Ct (Cycle threshold) qui correspond au nombre de cycles d'amplification 

nécessaire pour obtenir un signal fluorescent statistiquement significatif par rapport au bruit de 

fond (valeur seuil). 

 

Cette méthode est adaptée à la quantification des ARN messagers (ARNm) contenus dans 

un échantillon si elle est précédée d’une étape de transcription inverse pour convertir l’ARNm en 

ADN complémentaire (ADNc), on parle alors de RT-qPCR. La RT-qPCR peut être réalisée en une 

ou deux étapes. Dans le premier cas, la transcription inverse des ARNm en ADNc et l’amplification 

de l’ADNc est réalisée simultanément. Dans le deuxième cas, ces étapes sont séparées, cette 

approche est utilisée dans notre étude (Figure 39).  

 

La quantification par qPCR peut être absolue ou relative. La quantification relative est 

souvent utilisée pour comparer le niveau d’expression d’un gène-cible dans deux conditions 

expérimentales en normalisant son niveau d’expression sur celui de gènes de référence. Les 

gènes de référence sont choisis pour leur stabilité entre les individus, cellules et conditions 

expérimentales (e.g. l’actine ou rps7) (Ho-Pun-Cheung et al., 2009). La méthode la plus utilisée 

est le calcul de 2-ΔΔCt. 
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Figure 39 : Schéma des mix de RT-qPCR en une et deux étapes (Modifié d’après ThermoFischer.com, 

2021). 

 

5.2. Protocole et amorces 

Les neurones sont isolés à partir de 10 têtes de moustiques femelles émergentes (cf. 

Matériels et méthodes, chapitre 2, partie 2.). La suspension neuronale est centrifugée à 

13000g pendant 10 minutes. Les culots sont conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation. Les ARNs 

totaux sont extraits grâce à un kit Nucleospin RNA® Plus (Macherey Nagel) et élués dans 60 µL 

d’eau ultra-pure exempte de RNase/DNase. L’ARNm est précipité avec du glycogène, de l’acétate 

de sodium et de l’éthanol à -80°C sur la nuit. Les culots issus de la centifugation (12000g pendant 

15 minutes à 4°C) sont rincés 2 fois à l’éthanol à 75%, séchés à l’air et resuspendus dans 20 µL 

d’eau ultra-pure exempte de RNase/DNase. La transcription inverse est dans un volume de 20 

µL contenant 1,5 µg d’ARNm et 500 ng d’oligo(dT) avec le kit RevertAid H Minus First Strand 

cDNA Synthesis (Thermo Scientific). Les expériences de PCR quantitative en temps réel sont 

réalisées dans un volume de réaction de 20 µL avec le kit MESA GREEN qPCR MasterMix Plus for 

SYBR® Assay Low ROX (Eurogentec), 1 µM de primers et 5 µL d’ADNc dilués à 1/20. 

 

L’appareil dans lequel les cycles de PCR se déroulent est un système de détection CFX 

Connect Real-Time PCR (Bio-rad) avec le programme suivant : 1ère étape à 95°C pendant 5 

minutes puis 40 cycles de 15 s à 95°C, 62°C pendant 30 s et 72°C pendant 1 minute. Une fois 

les PCRs terminées, une analyse des courbes de fusion a été menée. Quatre réplicats sont 

obtenus sur chaque souche de moustiques Kis et AcerKis. Le niveau d’expression de la sous-unité 

α1 des canaux calciques dépendants du potentiel est normalisé par rapport au niveau 

d’expression des gènes de réference de rps7 (gène de la petite sous-unité ribosomale) et de 
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l’actine. L’expression relative est calculée en utilisant la méthode 2-ΔΔCt (Pfaffl, 2001). Les amorces 

utilisées sont indiquées dans le tableau 10. Les données sont représentées graphiquement puis 

analysées à l’aide d’un test one-way ANOVA avec un intervalle de confiance de 95% grâce au 

logiciel GraphPad Prism version 8. 

 

Gène Amorce sens (5’ vers 3’) Amorce anti-sens (5’ vers 3’) 

Rps7 GCCATCCTGGAGCTGGAGATGAA GACGGGTCTGTACCTTCTGGA 

Actine CAGTCCAAGCGTGGTATCCTCA CTCAGTCAGCAGGACTGGGTGCT 

CaV TTCGATGAAGTTTTACCGCCAAC TGCTAGAACCACCCTTCATTCC 

Tableau 10 : Séquences des amorces utilisées dans les expériences de RT-qPCR. 
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Chapitre 3 : Test de l’activité larvicide des associations 

insecticide/répulsif in vivo sur larves de moustiques 

sensibles et résistants 
 

1. Principe  

Le test en gobelets a pour but d’évaluer et de suivre le niveau de sensibilité (ou de 

résistance) de stades larvaires sans distinction de sexe d’une espèce de moustiques à un 

insecticide. C’est un test standardisé par l’OMS (OMS, 2005). Ce test permet également de 

comparer l’efficacité de plusieurs insecticides (formulation ou matière active) vis-à-vis d’une 

espèce donnée ou encore de comparer la sensibilité de plusieurs espèces de moustiques vis-à-

vis d’un insecticide donné. Les larves sont déposées dans un volume d’eau dans lequel sont 

diluées les matières actives à tester.  

 

2. Protocole et solutions 

Les gobelets en plastique de 200 ml sont remplis de 99 mL d’eau osmosée, qui sera 

ensuite complétée avec 1 mL de la solution contenant les insecticides / répulsifs dilués dans 

l’éthanol à la concentration adaptée. Vingt-cinq larves de stade fin L3 - début L4 sont triées et 

filtrées dans des passettes pour enlever le volume excédent d’eau (Figure 47). Elles sont ensuite 

déposées dans chaque gobelet. Cent larves (4 gobelets) sont exposées à chaque concentration 

d’insecticide pour calculer rapidement un pourcentage de mortalité. Cent larves sont utilisées 

comme contrôle négatif (99mL d’eau osmosée + 1mL d’éthanol). Pour chaque test de 

combinaisons insecticide / répulsif, un contrôle positif de l’efficacité de chacune des molécules 

séparées est effectué avec 100 larves par concentration. 
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Figure 40 : Tri des larves d’An. gambiae pour les tests larvaires. 

 

Les solutions mères d’insecticides sont préparées en diluant les insecticides sous forme 

de matière technique (insecticide pur) dans l’éthanol à une concentration de 1g/L. L’IR3535 est 

dilué directement dans les gobelets à la concentration désirée (de 0,1 à 4g/L). La clothianidine 

(Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France) et le triflumézopyrime (LGCstandards, Royaume-

Uni) n’ont jamais été testés auparavant sur les larves de moustique An. gambiae. Pour les pré-

tests, les larves de moustiques sont exposées à une large gamme de concentrations (5 à 6 

concentrations allant de 10-4 à 10 mg/mL) pour déterminer l'intervalle des concentations où 

l'efficacité varie entre 0 et 100%. Après le prétest, la gamme de concentrations est resserrée (4-

5 concentrations testées induisant entre 0 et 100% de mortalité) pour déterminer les 

concentrations létales CL30 (concentration induisant 30% de mortalité), CL50 et CL95 à 24 et 48h 

sur les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Les larves sont ensuite placées dans une 

enceinte (27 ± 1°C ; photopériode de 12h:12h) et des lectures de mortalité sont effectuées après 

24 et 48h d’exposition à l’insecticide. Les larves sont nourries après la lecture de mortalité à 24h 

pour éviter la mortalité qui serait dû à la famine.  

 

Lors de la lecture de mortalité, les larves moribondes sont comptées comme mortes. Les 

larves moribondes sont celles qui sont incapables de retourner à la surface de l’eau pour respirer 

ou se nourrir, elles ne répondent pas non plus de façon coordonnée aux stimulations mécaniques 

sur le gobelet. Les larves mortes sont celles qui ne bougent plus même lorsqu’elles sont stimulées 

par des petits courants d’eau au niveau de l'abdomen.  
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Pour valider les CL30, CL50 et CL95 à 24 et 48h, 3 réplicats au minimum sont réalisés sur 

les larves des trois souches de moustiques sur des lots de larves différents en changeant les 

solutions mères et filles d’insecticides. Pour que le test soit validé, la mortalité dans les gobelets 

témoins doit être inférieure à 20%, si la mortalité est comprise entre 0 et 20%, la mortalité des 

larves traitées est corrigée selon la formule d’Abbott (Abbott, 1925).  

 

Formule d’Abbot :  𝑀𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡é 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔é𝑒 =  
%𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡é 𝑇𝑟𝑎𝑖𝑡é𝑠−%𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡é𝑇é𝑚𝑜𝑖𝑛𝑠

100−%𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡é𝑇é𝑚𝑜𝑖𝑛𝑠
 𝑋 100 

 

Le test n’est pas pris en compte si le nombre de nymphes dans les gobelets est supérieur 

à 10%. De plus il faut obligatoirement obtenir quatre points >0% et <100% pour l’analyse de la 

relation concentration / mortalité pour que le test soit retenu. 

 

3. Analyse des résultats 

3.1. Calcul des concentrations létales d’insecticides à 24 et 
48h sur les larves de moustiques souches Kis, AcerKis et KdrKis. 

 
L’analyse log-probit est utilisée pour mesurer la relation entre l’intensité d’un stimulus 

(concentration d’insecticide) et la proportion des observations montrant une réponse au stimulus 

(nombre de larves mortes par rapport au nombre de larves vivantes). Cette méthode permet la 

linéarisation de la courbe concentration-effet sigmoïdale caractéristique obtenue lors des tests 

insecticides et la détermination des concentrations létales induisant n% de mortalité avec un 

intervalle de confiance de 95%. 

 

L’analyse utilisée dans cette étude suit la méthode de Finney en utilisant le script BioRssay 

mis à jour régulièrement sur le logiciel R (Finney, 1971 ; Milesi et al. 2013). Ce script utilise un 

modèle de régression linéaire excluant le 0 et 100 % de mortalité pour obtenir le meilleur 

ajustement possible de la courbe log concentration-probit mortalité. Pour améliorer l'ajustement 

du modèle, un minimum de 4 à 5 concentrations d’insecticides doivent strictement induire entre 

0 et 100% de mortalité dans chaque test. La validité statistique de l'ajustement évaluée avec un 

test du khi-deux. Les CL30, CL50 et CL95 à 24 et 48h calculées dans chaque réplicat de la même 

condition et sont moyennées pour chacune des trois souches de moustiques. 
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3.2. Evaluation de la synergie entre le répulsif IR3535 et les 
insecticides sur les larves de moustiques souches Kis, AcerKis 
et KdrKis 

 

La synergie entre le répulsif IR3535 et la clothianidine ou le triflumézopyrime est évaluée 

en comparant la mortalité induite par la combinaison des molécules (IR3535 + CLO ou IR3535 + 

TFM), c’est-à-dire la mortalité observée, avec la somme des mortalités induites par les molécules 

séparément, c’est-à-dire la mortalité attendue. La mortalité attendue est calculée par la formule 

suivante :  

 

Mortalité attendue =   𝑀𝐼𝑅3535 +  𝑀𝐼𝑛𝑠𝑒𝑐𝑡𝑖𝑐𝑖𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑢𝑙  (1 −  𝑀𝐼𝑅3535 𝑠𝑒𝑢𝑙 /100) 

 

où MIR3535 est le pourcentage de mortalité induit par l’IR3535 seul à la concentration considérée, 

Minsecticide est le pourcentage de mortalité induit par l’insecticide seul à la concentration considérée. 

La mortalité attendue a été comparée à la mortalité observée grâce à un test du khi-deux dans 

le logiciel GraphPad Prism version 8. Si la mortalité observée est significativement supérieure à 

la mortalité attendue, alors on considère que la combinaison de l’IR3535 avec l’insecticide induit 

un effet synergique (Farenhorst et al., 2010). 
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Résultats  

 

Afin de pouvoir développer de nouvelles stratégies de lutte ciblant les nAChRs exprimés 

par An. gambiae, il est nécessaire de mieux caractériser le système cholinergique chez cet insecte 

et de déterminer comment celui-ci peut être influencé par des mutations de cibles conférant la 

résistance aux insecticides. Pour commencer, les propriétés électrophysiologiques et 

pharmacologiques des nAChRs exprimés par les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et 

KdrKis sont étudiées par une approche multidisciplinaire grâce à la technique du patch-clamp, de 

l’imagerie calcique et de biologie moléculaire. Ainsi, le premier chapitre des résultats porte sur 

l’étude in vitro de l’influence des mutations G119S et L1014F conférant respectivement la 

résistance ace-1R aux organophosphorés/carbamates (souche AcerKis) et la résistance kdr aux 

pyréthrinoïdes (souche KdrKis) sur l’effet de l’ACh. Ces résultats sont comparés à l’effet de l’ACh 

sur les neurones isolés d’une souche sensible de référence (souche Kis).  

 

Le deuxième chapitre porte sur l’effet in vitro des insecticides néonicotinoïde et 

mésoionique ciblant les nAChRs sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. 

L’influence des mutations G119S et L1014F sur l’effet de la clothianidine et du triflumézopyrime 

est ainsi évaluée. 

 

Le troisième et dernier chapitre porte donc sur l’étude de l’effet insecticide in vivo de la 

clothianidine et du triflumézopyrime seuls dans un premier temps grâce à des tests larvaires 

homologués par l’OMS réalisés sur les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Dans un 

deuxième temps, l’effet synergique du mélange clothianidine/IR3535 et triflumézopyrime/IR3535 

in vivo. L’IR3535 est détourné de son utilisation principale en tant que répulsif et est utilisé en 

tant qu’agent synergisant puisqu’une étude récente a décrit un nouveau mode d’action du répulsif 

IR3535 qui potentialise l’effet des insecticides néonicotinoïdes sur les neurones de blattes P. 

americana par une élévation de la [Ca2+]i (Deshayes et al 2018; Moreau et al., 2020)5. Les tests 

larvaires sont fortement reproductibles et s’intègrent dans le développement d’une stratégie de 

lutte larvicide. Cette dernière a jusqu’à maintenant été compliquée par la difficulté

 

 

5 Publication jointe en annexe 1 de ce manuscrit. 



Résultats 

Page | 107  
 

à repérer les gîtes larvaires éphémères d’An. gambiae. Heureusement, le développement des 

technologies d’imagerie par satellite, par drones et de la génération d’images à haute résolution 

des paysages rend les gîtes larvaires beaucoup plus faciles à repérer et à cibler dans les 

interventions larvicides (Mushinzimana et al., 2006; Catry et al., 2018; Carrasco-Escobar et al., 

2019; Hardy et al., 2019). Ces techniques permettent de cartographier la position des gîtes 

larvaires sur de très grandes zones et ainsi de contourner les contraintes spatiales qui rendent 

ces gîtes peu accessibles pour les repérages à l’échelle humaine. La faisabilité opérationnelle de 

la lutte larvicide contre An. gambiae et les autres moustiques vecteurs d’agents pathogènes est 

donc en constante amélioration (Derua et al., 2019).
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Chapitre 1 : Propriétés électrophysiologiques et 
pharmacologiques des neurones isolés de moustiques Kis 
AcerKis et KdrKis 
 

L’ACh est le neurotransmetteur excitateur endogène le plus important dans le système 

nerveux des insectes et les nAChRs ciblés par l’ACh sont des cibles d’intérêt grandissant en LAV 

car ils sont impliqués dans la transmission synaptique rapide de l’information nerveuse (Ihara et 

al., 2017; Matsuda et al., 2020). Avant de tester l’effet de molécules insecticides, il est nécessaire 

de caractériser l’effet de ce neurotransmetteur sur les nAChRs exprimés par An. gambiae afin 

d’adapter le traitement insecticide par la suite. En effet, les insecticides néonicotinoïdes et 

mésoioniques sont respectivement agonistes et antagonistes compétitifs de ces récepteurs 

(Cordova et al., 2016; Holyoke et al., 2017; Casida, 2018). Une étude comparative est donc 

menée en premier lieu sur l’effet de l’ACh sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et 

KdrKis. 

 

1. Effet de l’ACh sur les neurones isolés de moustiques Kis, 

AcerKis et KdrKis 

1.1. Propriétés du courant ionique induit par l’ACh sur les 

neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 

 

L’effet de l’ACh a été étudié grâce à la technique électrophysiologique du patch-clamp en 

configuration cellule entière en condition de potentiel imposé 6  sur les neurones isolés de 

moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Sur les neurones isolés des trois souches de moustiques, 

l’application d’ACh à 1mM (Figure 41A) pendant 3s à un potentiel de référence de -50mV induit 

un courant ionique entrant transitoire dont l’amplitude est très variable selon la souche (Figure 

41B). Comme illustré en figure 41C, l’amplitude moyenne du courant ionique entrant est 

respectivement de −45,8 ± 9,5pA, −65,8 ± 16,8pA et −121,1 ± 30pA sur les neurones isolés 

 

 

6 Toutes les expériences impliquant l’utilisation d’ACh sont réalisées en présence d’atropine à 100nM 
pour bloquer les récepteurs cholinergiques de type muscarinique. 
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de moustiques Kis, KdrKis et AcerKis. L’amplitude moyenne de ce courant ionique entrant n’est 

pas significativement différente entre les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. Par contre, 

l’amplitude est environ 2,5 fois plus importante dans les neurones isolés de moustiques AcerKis 

comparée aux neurones Kis et 1,8 fois plus importante comparée aux neurones KdrKis. 

 

 

Figure 41 : Effet de l’ACh à 1mM sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. A) Structure 

chimique de l’ACh. B) Exemples du décours du courant ionique entrant induit par l’ACh à 1mM (application 

de 3s, potentiel de référence -50mV) sur les neurones isolés de moustiques Kis, KdrKis et AcerKis. C) 

Histogrammes comparatifs illustrant l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh sur les 

neurones isolés de moustiques Kis (n=16), KdrKis (n=10) et AcerKis (n=7). Données exprimées par la 

moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; **p<0,01. 

 

 Pour vérifier que le courant ionique entrant induit par l’application d’ACh est dû à 

l’activation des nAChRs, l’α-bungarotoxine (α-bgt), un antagoniste compétitif spécifique des 

nAChRs a été appliquée en prétraitement pendant 5minutes sur les corps cellulaires des neurones 

isolés de moustiques Kis, KdrKis et AcerKis puis co-appliquée avec l’ACh à 1mM. L’application par 

le bain d’α-bgt entraîne une inhibition totale du courant ionique entrant induit par l’application 

d’ACh à 1mM sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis (Figure 42A, B). Par contre, 

l’α-bgt n’induit aucune inhibition du courant sur les neurones isolés de moustiques KdrKis (Figure 

42C). 
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 Puisque l’effet de l’α-bgt est différent sur les neurones KdrKis, nos résultats suggèrent 

l’existence de populations de nAChRs différentes exprimées par les neurones isolés de moustiques 

An. gambiae sensibles et résistants aux insecticides. 

 

 

Figure 42 : Histogrammes comparatifs illustrant l’effet de l’application par le bain d’α-bgt à 100nM pendant 

5 minutes sur l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh à 1mM (application de 3s, potentiel 

de référence -50mV) sur les neurones isolés de moustiques A) Kis, B) AcerKis et C) KdrKis (n=4-6). 

Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05 ; **p<0,01. 

 

1.2. Dépendance vis-à vis de la concentration de l’effet de 
l’ACh sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et 
KdrKis 

 
Pour étudier de façon quantitative l’effet de l’ACh sur les neurones isolés des différentes 

souches de moustiques, la courbe effet-log concentration de l’ACh a été établie sur les neurones 

isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 7 . L’ACh a été testée dans une gamme de 

concentrations comprises entre 100nM et 1mM. 

 

Sur les neurones isolés de moustiques Kis, l’effet de l’ACh augmente avec la 

concentration. La courbe effet-log concentration présente un aspect biphasique atypique (Figure 

43A, B) avec un plateau observé entre 30µM et 100µM d’ACh avant d’atteindre une amplitude 

maximale à 1mM (-45,8 ± 9,5pA).  

 

 

7 Pour le détail des équations de Hill utilisées pour établir les courbes effet-log concentrations, voir 
Perrier et al., 2021 en annexe 2, équations 1 et 2. 
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Sur les neurones isolés de moustiques AcerKis, l’effet de l’ACh augmente avec la 

concentration. Le décours de la courbe effet-log concentration de l’ACh est monophasique, mais 

l’amplitude du courant ionique entrant est plus importante que sur les neurones isolés de 

moustiques Kis à partir d’une concentration de 100µM d’ACh (Figure 43A). Cette augmentation 

de l’amplitude du courant fait disparaître le 1er plateau qui est observé entre 30µM et 100µM 

d’ACh sur les neurones isolés de moustiques Kis. 

 

 

Figure 43 : Superposition des courbes effet-log concentration d’ACh réalisées à partir de la mesure de 

l’amplitude des courants ioniques enregistrés sur les neurones isolés de moustiques A) Kis (n=5-15) et 

AcerKis (n=3-14), B) Kis et KdrKis (n=3-12). Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. 

 

Sur les neurones isolés de moustiques KdrKis, le décours de la courbe effet-log 

concentration d’ACh est multiphasique (Figure 43B). Cependant, alors que l’amplitude du 

courant ionique entrant n’est pas significativement différente à forte concentration d’ACh (1mM) 

entre les neurones isolés de moustiques Kis (-45,8 ± 9,5pA) et KdrKis (-65,8 ± 16,1pA) (Figures 

41C et 43A), elle est significativement plus importante sur les neurones isolés de moustiques 

KdrKis (-42,3 ± 9,5pA) que sur les neurones isolés de moustiques Kis (-19,8 ± 8,1pA) pour une 

concentration faible d’ACh (30µM). La différence d’amplitude du courant ionique entrant induit 

par l’ACh à 30µM n’est pas statistiquement significative différent entre les neurones KdrKis et 

AcerKis (24,9 ± 5,6pA) (Figure 44). L’augmentation d’amplitude du courant ionique entrant à 

faible concentration d’ACh sur les neurones KdrKis donne un décours « en cloche » entre 1µM et 

100µM avec une amplitude maximale du courant atteinte à 30µM. 
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Figure 44 : Histogrammes comparatifs illustrant l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh, 

30µM (n=5, n=12 et n=9 pour Kis, KdrKis et AcerKis, respectivement sur les neurones isolés de moustiques 

Kis et KdrKis. Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05. 

 

L’ensemble des données électrophysiologiques et pharmacologiques issus de l’étude de 

l’effet de l’ACh sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis est repris dans le 

tableau 11.  

 

 Kis AcerKis KdrKis 

Amplitude du courant 

ionique entrant induit 

par l’ACh à 1mM (pA) 

−45,8 ± 9,5 −121,1 ± 30 −65,8 ± 16,8 

Décours de la courbe 

effet-log concentration 

d’ACh 

Multiphasique Monophasique Multiphasique 

Log EC50 
-4,971 (1er plateau) 

-3,527 (réponse 

maximale) 

-1,945 Non déterminé* 

Sensibilité à l’α-bgt 

(100nM)  
Sensible Sensible Insensible 

Tableau 11 : Données électrophysiologiques et pharmacologiques issues de l’étude de l’effet de l’ACh sur 

les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. *le décours en cloche de la courbe effet-log 

concentration ne permet pas une mesure précise de Log EC50. 

 

Les superpositions des courbes effet-log concentration de l’ACh établies sur les neurones 

isolés de moustiques Kis / AcerKis et Kis / KdrKis illustrées en figures 43A et B révèlent des 

profils de sensibilité à l’ACh différents des nAChRs exprimés dans les neurones isolés de 

moustiques résistants aux insecticides. Les parties suivantes vont donc consister à déterminer 
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les mécanismes cellulaires et moléculaires associés aux résistances ace-1R et kdr qui peuvent 

être à l’origine de cette différence dans l’effet du neurotransmetteur. 

 

2. Influence de la mutation ace-1R
 sur les propriétés 

électropharmacologiques des neurones isolés de 

moustiques AcerKis 

2.1. Origine de la différence d’effet de l’ACh sur les neurones 
isolés de moustiques AcerKis 

 

L’origine de l’augmentation de l’amplitude du courant induit par l’ACh à 1mM sur les 

neurones isolés de moustique AcerKis comparée aux neurones Kis et KdrKis a été investiguée. Il 

a été préalablement montré que l’activité catalytique de l’AChE est fortement diminuée (environ 

50%) par la mutation G119S chez An. gambiae (Alout et al., 2008; Perrier et al., 2021). Nous 

avons donc voulu savoir si l’activité catalytique diminuée de l’AChE mutée est responsable de la 

différence d’effet de l’ACh observée sur les neurones isolés de moustique AcerKis. 

 

2.1.1. Implication de l’AChE dans l’augmentation de l’amplitude du 
courant induit par l’ACh dans les neurones de moustiques AcerKis 

 

L’activité de l’AChE joue un rôle sur l’amplitude et la durée du courant ionique induit par 

l’ACh en réduisant le temps de fixation du neurotransmetteur sur les nAChRs pour la durée du 

courant (Abd-Ella et al., 2015). Il est connu dans la littérature qu’un effet anticholinestérasique 

se manifeste, du point de vue électrophysiologique, par une augmentation de l’amplitude et de 

la durée du courant ionique entrant induit par l’ACh.  

 

Dans nos conditions expérimentales, nous avons déjà observé une augmentation de 

l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’application d’ACh à 1mM sur les neurones isolés 

de moustiques AcerKis comparés aux neurones Kis (Figure 41C). Nous avons donc mesuré la 

durée du courant ionique entrant induit par l’ACh à 1mM pour vérifier si cette dernière était 

augmentée dans les neurones AcerKis, en accord avec un effet anticholinestérasique. 

Cependant, nous n’avons pas mesuré de différence significative dans la durée du courant 

ionique entre les neurones des deux souches (5,2 ± 0,7s sur les neurones Kis et 5,6 ± 0,5s sur 

les neurones AcerKis) (Figure 45).  
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Figure 45 : Histogrammes comparatifs illustrant la durée du courant ionique entrant mesurée à 50% de 

l’amplitude maximum induit par l’ACh à 1mM (application de 3s, potentiel de référence -50mV) sur les 

neurones isolés de moustiques Kis (n=12) et AcerKis (n=7). Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. 

ns : non significatif. 

 

Pour induire une diminution de l’activité de l’AChE sur les neurones isolés de moustiques 

Kis, l’effet du propoxur (insecticide carbamate anticholinestérasique) a été étudié à une 

concentration de 100nM en prétraitement de 2 minutes avant l’application d’ACh à 1mM sur les 

neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis.  

  

Sur les neurones isolés de moustiques Kis, le prétraitement avec le propoxur ne cause 

pas d’augmentation de l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh. Ce prétraitement 

ne permet donc pas de restaurer une amplitude du courant similaire à celle observée en condition 

contrôle sur les neurones AcerKis (Figure 46A, B). Comme attendu en raison de la mutation 

G119S conférant la résistance aux OP et CX, le prétraitement avec le propoxur n’entraîne aucun 

effet significatif sur l’amplitude et la durée du courant induit par l’ACh sur les neurones isolés de 

moustiques AcerKis. 
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Figure 46 : Histogrammes comparatifs illustrant l’effet d’un prétraitement de 2 minutes avec le propoxur 

à 100nM sur A) l’amplitude du courant ionique entrant et B) la durée du courant mesurée à 50% de 

l’amplitude maximum induit par l’ACh à 1mM (application de 3s, potentiel de référence -50mV) sur les 

neurones isolés de moustiques Kis (n=10-16) et AcerKis (n=7-11). Données exprimées par la moyenne ± 

S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05. 

  

 Ces résultats montrent que l’activité catalytique de l’AChE, dont l’activité catalytique est 

réduite dans les neurones AcerKis, n’a pas d’influence sur l’amplitude et la durée du courant 

ionique entrant induit par l’ACh sur les neurones Kis et AcerKis. Au vu de ces données, il est 

raisonnable de proposer qu’un autre mécanisme est responsable de l’augmentation de l’amplitude 

du courant ionique entrant induit par l’ACh sur les neurones AcerKis. Une modification de la 

densité des nAChRs à la surface des neurones isolés de moustiques AcerKis expliquerait la 

différence d’effet de l’ACh entre les neurones Kis et AcerKis. 

 

2.1.2. Mise en évidence de l’expression d’une population différente de 

nAChRs dans les neurones isolés de moustiques AcerKis 

 

Pour déterminer si une population de nAChRs supplémentaire est exprimée dans les 

neurones isolés de moustiques AcerKis, plusieurs paramètres électrophysiologiques ont été 

étudiés en condition de potentiel imposé. 

 

L’activation des nAChRs par l’ACh n’est pas instantanée lorsque cette dernière est 

perfusée sur le corps cellulaire des neurones isolés et le temps au pic du courant ionique traduit 

le temps que met l’agoniste à induire une réponse lors de sa fixation sur les nAChRs. Ce 

paramètre est notamment influencé par la densité des nAChRs. Le temps au pic du courant 
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ionique entrant résultant de l’activation des nAChRs par l’ACh à 1mM a été mesuré sur les 

neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. Ce temps est significativement plus court sur les 

neurones isolés de moustiques AcerKis (1,1 ± 0,1s) comparés aux neurones Kis (1,7 ± 0,1s) 

(Figure 47). 

 

 

Figure 47 : Temps au pic du courant ionique entrant induit par l’ACh 1mM (application de 3s, potentiel de 

référence -50mV) sur les neurones Kis (n=16) et AcerKis (n=7). Données exprimées par la moyenne ± 

S.E.M.. *p<0,05. 

 

La surface membranaire peut influencer l’activité des nAChRs en modifiant la densité de 

ces récepteurs. Le diamètre des corps cellulaires des neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis 

a été mesuré à l’aide d’un microscope optique équipé d’un micromètre afin de calculer la surface 

des neurones. Le diamètre ainsi que la surface des neurones isolés de moustiques Kis (diamètre : 

9,0 ± 0,3µm ; surface : 271,8 ± 17,7µm²) et AcerKis (diamètre : 8,8 ± 0,2µm ; surface : 258,3 

± 15,0µm²) ne sont pas significativement différents (Figure 48A). La différence d’effet de l’ACh 

entre les neurones Kis et AcerKis n’est donc pas liée à une variation de la surface des neurones 

entre les deux souches. 

 

La quantité de charges portées par les ions passant par les nAChRs8 lors de l’application 

d’ACh à 1mM après un prétraitement de 2 minutes avec le propoxur à 100nM ainsi que la densité 

de courant9 ont été calculés sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. Nous observons 

 

 

8 La quantité de charge, exprimée en pico-coulomb (pC), est calculée en intégrant l’aire sous le 
courant induit par l’ACh, pour le protocole de mesure, voir Perrier et al., 2021 en annexe 2, équation 
3. 
9 La densité de courant, exprimée en pC/µm², est la quantité de charge rapportée à la surface du 
neurone. 
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une augmentation de la quantité de charge passant par les nAChRs dans les neurones isolés de 

moustiques AcerKis (25,10 ± 19,30pC) comparé aux neurones Kis (2,50 ± 1,20pC) (Figure 

48B). De la même manière, la densité de courant est augmentée dans les neurones isolés de 

moustiques AcerKis (0,10 ± 0,07pC/µm²) comparé aux neurones Kis (0,01 ± 0,01pC) (Figure 

48C).  

 

 

Figure 48 : Mesure du diamètre du corps cellulaire, de la quantité de charges et de la densité de courant 

passant par les nAChRs des neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. A) Histogrammes comparatifs 

illustrant le diamètre des corps cellulaires des neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. B) 

Histogrammes comparatifs illustrant la quantité et C) la densité de courant passant par les nAChRs lors de 

l’application d’ACh à 1mM (application de 3s, potentiel de référence -50mV) après un prétraitement de 2 

minutes avec du propoxur à 100nM sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=4) et AcerKis (n=5). Les 

données sont exprimées avec la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; #p<0,2. 

 

Ces résultats suggèrent qu’il existe une population supplémentaire de nAChRs dans les 

neurones isolés de moustiques AcerKis. Cette population de nAChRs est activée pour de fortes 

concentrations d’ACh (>100µM). Cette dernière est responsable de l’augmentation de l’amplitude 

et d’une réduction du temps au pic courant ionique entrant induit par l’ACh observés dans les 

neurones isolés de moustiques AcerKis par rapport aux neurones Kis. 

 

2.1.3. Propriétés des courants capacitifs mesurés sur les neurones de 
moustiques Kis et AcerKis 

 
La répartition ainsi que le nombre de protéines insérées dans la membrane influencent la 

capacité membranaire (Cm) en modifiant les propriétés diélectriques de la membrane (Gentet et 

al., 2000; Hernández-Balaguera et al., 2018). Nous avons donc vérifié si l’expression d’une autre 

population de nAChRs dans les neurones isolés de moustiques AcerKis était corrélée à une 
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modification de la Cm. Pour cela, la constante de temps de la phase décroissante du courant 

capacitif généré par l’application d’un échelon de potentiel hyperpolarisant a été mesurée sur les 

neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. Dans notre modèle, le circuit électrique 

représentant la membrane (Figure 49B) est alors simple en supposant que le potentiel est le 

même en tout point de la membrane et que la faible amplitude de l’échelon de potentiel 

hyperpolarisant n’active pas les canaux ioniques dépendants du potentiel. 

 

Un échelon de potentiel hyperpolarisant de -10mV à partir du potentiel de référence de -

50mV a été appliqué pendant 10ms sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis (Figure 

49A, C). Sur les neurones isolés de moustiques Kis, le décours de la phase décroissante du 

courant capacitif généré par l’échelon de potentiel hyperpolarisant est décrit par une fonction 

mono-exponentielle qui permet de mesurer la constante de temps (τ = 0,062 ± 0,002, coefficient 

de corrélation R² = 0,970 ; Figure 49A, D). Ce résultat indique que le modèle simplifié 

équivalent de la membrane est adéquat (Figure 49B). Au contraire, sur les neurones isolés de 

moustiques AcerKis, le décours de la phase décroissante du courant capacitif est décrit par une 

fonction bi-exponentielle qui permet de mesurer une constante de temps lente (τslow = 0,040 ± 

0,002ms) et une constante de temps rapide (τfast = 0,020 ± 0,001ms, coefficient de corrélation 

de la fonction bi-exponentielle R² = 0,970 ; Figure 49C, D) 10. 

  

 

 

10 Pour le détail des fonctions exponentielles utilisées, voir Perrier et al., 2021 en annexe 2, équation 
4 et 5. 
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Figure 49 : Etude des courants capacitifs générés par l’application d’un échelon de potentiel hyperpolarisant 

sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. Exemples représentatifs des courants capacitifs 

enregistrés en condition de potentiel imposé après l’application d’un échelon de potentiel hyperpolarisant 

de -10mV pendant 10ms à partir du potentiel de référence de -50mV sur les neurones isolés de moustiques 

A) Kis et C) AcerKis. B) Représentation du circuit électrique simplifié de la membrane plasmique d’un  

neurone avec en parallèle la capacité membranaire (Cm) et la résistance membranaire (Rm). D) 

Histogrammes représentatifs des valeurs moyennes des constantes de temps du courant capacitif calculées 

sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis (n=9-10). 

 

En accord avec ces résultats, nous pouvons supposer qu’il y a une répartition hétérogène 

des protéines à la surface des neurones isolés de moustiques AcerKis. Comme les constantes de 

temps du courant capacitif mesuré sur les neurones AcerKis sont plus courtes que pour les 

neurones Kis, on peut supposer que la répartition hétérogène des protéines à la surface est due 

à l’expression d’une population supplémentaire de nAChRs.  

 

2.2. Propriétés électrophysiologiques des nAChRs exprimés 

par les neurones AcerKis 

 

Nos premiers résultats montrent clairement qu’il existe des différences dans les propriétés 

électropharmacologiques des nAChRs exprimés par les neurones isolés de moustiques Kis et 

AcerKis. Cette partie est dédiée à déterminer les propriétés électrophysiologiques de la population 

de nAChRs surexprimés par les neurones AcerKis pour vérifier si elles sont identiques à celles des 

nAChRs exprimés dans les neurones Kis. 
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Comme l’α-bgt n’a pas été capable de discriminer les différents types de nAChRs exprimés 

dans les neurones isolés de moustiques AcerKis (voir figure 42B), l’implication du calcium 

extracellulaire et des nAChRs perméables au calcium dans la réponse à l’ACh a donc été 

investiguée. Il est connu que les nAChRs sont des récepteurs qui peuvent être perméables au 

calcium (e.g. α7 nAChR) et que leur activité peut être également modulée de manière allostérique 

par le calcium extracellulaire et/ou intracellulaire (Thany et al., 2007, 2008; Bodereau-Dubois et 

al., 2012; Calas-List et al., 2013; List et al., 2014; Changeux, 2018). La nicotine, l’agoniste de 

choix des nAChRs, a aussi été testée sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis pour 

discriminer les différentes populations de nAChRs exprimées. 

 

2.2.1. Implication du calcium extracellulaire dans l’effet de l’ACh sur les neurones 
isolés de moustiques Kis et AcerKis 

2.2.1.1. Participation des canaux calciques dépendants du potentiel dans l’effet 

de l’ACh sur les neurones AcerKis 

 

La technique d’imagerie calcique a été utilisée sur des neurones isolés de moustiques Kis 

et AcerKis chargés avec la sonde fluorescente Fura-2AM (cf. Matériel et méthodes, chapitre 

2, partie 4.). Avec cette technique, l’intégrité de la membrane plasmique est conservée et le 

potentiel de membrane n’est pas imposé.  

 

Dans ces conditions expérimentales, l’application d’ACh à 1mM par le bain pendant 5 

minutes induit une forte augmentation de la [Ca2+]i dans les neurones isolés de moustiques Kis 

et AcerKis caractérisée par une augmentation de la valeur du Δratio 340/380nm (Figure 50A, 

B).  

 

Lorsque les expériences sont réalisées après un prétraitement de 5 minutes des neurones 

isolés avec du CdCl2 (bloqueur inorganique des canaux CaV) utilisé à 50µM, l’élévation de calcium 

induite par l’ACh à 1mM est significativement réduite (26%) dans les neurones AcerKis mais pas 

dans les neurones Kis (Figure 50C). Une concentration plus forte de CdCl2 (100μM) ne permet 

pas une inhibition plus importante de la variation de calcium intracellulaire (données non 

illustrées). 
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Figure 50 : Effet du CdCl2 sur les variations de calcium induites par l’ACh à 1mM sur les neurones isolés de 

moustiques Kis et AcerKis. A) Spectres représentatifs de l’évolution dans le temps de la variation de calcium 

intracellulaire exprimée en Δratio 340/380nm pendant l’application d’ACh à 1mM et du CdCl2 à 50μM sur 

les neurones isolés de moustiques Kis et B) AcerKis chargés en Fura-2AM. L’inset montre la fluorescence 

de la sonde Fura-2AM dans un neurone de moustique après application d’ACh à 1mM. C) Histogrammes 

comparatifs illustrant l'effet sur la variation de calcium de l’application d’ACh à 1mM sur les neurones isolés 

de moustiques Kis et AcerKis chargés en Fura-2AM en condition contrôle (n=10-12) et après un 

prétraitement de 5 minutes avec du CdCl2 à 50μM (n=10-27). Les données sont exprimées par la moyenne 

± S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05 

 

Ces résultats indiquent que le calcium extracellulaire, via, entre autres, les canaux CaV 

est impliqué dans la variation de calcium intracellulaire induite par l’ACh sur les neurones isolés 

de moustiques AcerKis, mais pas sur les neurones Kis.  

 

Le CdCl2 n’inhibe pas l’élévation de la [Ca2+]i induite par l’ACh dans les neurones isolés de 

moustiques Kis et seulement partiellement dans les neurones AcerKis, cela signifie qu’il existe 
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plusieurs sources de Ca2+ qui interviennent dans l’effet de l’ACh. Cela est confirmé par un 

prétraitement de 5 minutes avec la solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium (cf. 

Matériels et méthodes, chapitre 2, partie 3.5.). Dans ces conditions, l’augmentation de 

calcium intracellulaire induite par l’application d’ACh à 1mM pendant 5 minutes est totalement 

inhibée sur les neurones isolés des deux souches de moustiques (Figure 51A, B).  

 

 

Figure 51 : Histogrammes comparatifs illustrant l'effet sur la variation de calcium de l ’application d’ACh à 

1mM pendant 5 minutes sur les neurones isolés de moustiques A) Kis et B) AcerKis chargés en Fura-2AM 

en condition contrôle (n=10-12) et après un prétraitement de 5 minutes avec une solution extracellulaire 

dépourvue d’ions calcium « calcium-free » (n=7-20). Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. 

****p<0,0001. 

 

L’effet du CdCl2 observé sur les neurones AcerKis et non sur les neurones Kis peut 

s’expliquer par le fait que le seuil d’activation des canaux CaV à haut seuil d’activation (HVA) 

exprimés par les neurones de moustiques An. gambiae (Lavialle-Defaix et al., 2011) peut être 

atteint plus facilement à cause 1) de l’expression d’une autre population de nAChRs ou, 2) d’une 

éventuelle surexpression des canaux CaV eux-mêmes. Il a donc fallu déterminer par RT-qPCR (cf. 

Matériels et méthodes, chapitre 2, partie 5.) le niveau d’expression de la sous-unité alpha 

des canaux CaV sur les neurones isolés des deux souches de moustiques.  

 

Les expériences de RT-qPCR menées sur les neurones isolés des moustiques Kis et AcerKis 

ne montrent pas de différence significative dans l’expression relative des ARNm de ces protéines 

(gènes de référence : rps7 et actine) (Figure 52A, B). 
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Figure 52 : Histogrammes comparatifs illustrant la quantification par RT-qPCR de l’expression relative des 

ARNm des canaux CaV par rapport aux gènes de référence A) rps7 (n=4) et B) actine (n=4) sur les neurones 

isolés de moustiques Kis et AcerKis. Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif. 

 

Il est donc possible d’envisager qu’une dépolarisation plus forte induite par l’expression 

d’une autre population de nAChRs dans les neurones AcerKis puisse activer les CaV, non sollicités 

dans les neurones Kis. Afin de vérifier cette hypothèse, l’ACh à 1mM a été testée sur les neurones 

isolés de moustiques Kis et AcerKis dans des conditions de courant imposé. Les expériences ont 

démontré que l’application d’ACh à 1mM induit une dépolarisation transitoire des neurones Kis et 

AcerKis mais qui est significativement plus importante sur les neurones AcerKis (Figure 53A, 

B). 

 

Figure 53 : Dépolarisation induite par l’ACh à 1mM sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. 

A) Tracés illustrant la variation de potentiel induite par l’application d’ACh à 1mM pendant 1s enregistrée 

dans des conditions de courant imposé. B) Histogrammes comparatifs illustrant la dépolarisation moyenne 

induite par l’application d’ACh à 1mM pendant 1s sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=7) et 

AcerKis (n=6). Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05. 
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Cette dépolarisation plus forte peut permettre d’activer les canaux CaV et pourrait 

expliquer pourquoi il est observé un effet du CdCl2 sur les neurones AcerKis et pas sur les 

neurones Kis. Les expériences suivantes ont donc consisté à déterminer les propriétés d’activation 

des canaux CaV sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. 

 

Pour étudier les courants calciques induits par une dépolarisation sur les neurones Kis et 

AcerKis, un échelon de potentiel dépolarisant de +50mV a été appliqué pendant 10ms à partir 

du potentiel de référence de -50mV. Des solutions extracellulaires et intrapipettes contenant des 

agents pharmacologiques permettent d’isoler spécifiquement ces courants (cf. Matériel et 

méthodes, chapitre 2, partie 3.3. et 3.5.). L’application de l’échelon de potentiel génère un 

courant ionique entrant qui s’inactive partiellement pendant la durée du choc. En accord avec un 

niveau d’expression identique, l’amplitude moyenne du courant est similaire sur les neurones 

isolés de moustiques Kis (−85,90 ± 16,83pA ; n=10) et sur les neurones AcerKis (−86,14 ± 

10,28 pA ; n=10) (Figure 54A). L’application de CdCl2 à 50μM pendant 1 minute inhibe 

totalement le courant observé, confirmant qu’il résulte uniquement de l’activation des canaux 

CaV.  

 

La dépendance vis-à-vis du potentiel de l’activation des canaux CaV a été étudiée en 

appliquant différents échelons de potentiels de +10mV à partir du potentiel de référence de -

50mV jusqu’à 0mV au maximum. L’amplitude du courant calcique entrant est alors mesurée et 

la conductance (G) en fonction du potentiel est calculée. La courbe de la dépendance vis-à-vis 

du potentiel de la conductance normalisée (G/Gmax)11 permet de déterminer le seuil d’activation 

du courant calcique. Comme illustré dans la figure 54B, le décours de la courbe d’activation des 

canaux CaV est similaire sur les neurones isolés des deux souches de moustiques. Les données 

électrophysiologiques relatives à la caractérisation des courants calciques sont résumées dans le 

tableau 12. Le seuil d’activation des canaux CaV se situe autour de -25mV. Ce seuil d’activation 

est atteint par la dépolarisation provoquée par l’ACh sur les neurones isolés de moustiques 

AcerKis, mais pas sur les neurones Kis. 

 

 

 

11 Pour le détail du calcul de la conductance, de la conductance normalisée, voir Perrier et al., 2021 
en annexe 2, équations 6. 
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Figure 54 : Caractérisation du courant calcique résultant de l’activation des canaux CaV exprimés par les 

neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. A) Illustration de courants entrants calciques induits par une 

dépolarisation à l’aide du protocole illustré au-dessus des tracés de courants. B) Courbe d’activation décrite 

par une équation de Boltzmann12 des canaux CaV en fonction du potentiel sur les neurones isolés de 

moustiques Kis (n=3-5) et AcerKis (n=3-7), Les données sont exprimées avec la moyenne ± S.E.M.. ns : 

non significatif. 

 

 Neurones Kis Neurones AcerKis 

Amplitude maximale du courant 

calcique mesurée au pic 
-85,9 ± 18,8pA -86,1 ± 11,1pA 

Seuil d’activation des canaux 

CaV 
-25mV -25mV 

Potentiel à partir duquel 50% 

des canaux sont activés (V0,5) 
-10,3mV -11,2mV 

Pente de la courbe d’activation 

(k) 
4,0mV 4,9mV 

Tableau 12 : Données électrophysiologiques issus de la caractérisation des courants calciques résultants 

de l’activation des canaux CaV sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. 

 

  

 

 

12 Pour le détail de l’équation de Boltzmann, voir Perrier et al., 2021 en annexe 2, équation 7. 
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2.2.1.2. Perméabilité au calcium des nAChRs exprimés dans les neurones isolés 

de moustiques AcerKis 

 

Comme indiqué précédemment, une autre source de calcium responsable d’une 

augmentation de la [Ca2+]i pourrait être l’expression de nAChRs perméables au calcium (Holt et 

al., 2002; Mongin et al., 2004; Jones et al., 2005).  

 

 Pour tester cette hypothèse, l’ACh a été appliquée par le bain à des concentrations 

comprises entre 0,1μM et 1mM en présence d’une solution extracellulaire dépourvue d’ions 

calcium dans des conditions de potentiel imposé à -50mV sur des neurones isolés de moustiques 

Kis et AcerKis (Figure 55A, D). Un prétraitement de 2 minutes avec la solution extracellulaire 

dépourvue d’ions calcium n’a pas d’effet sur l’amplitude du courant ionique entrant induit par 

l’ACh sur les neurones isolés de moustiques Kis (Figure 55B, C). Au contraire, sur les neurones 

isolés de moustiques AcerKis, l’utilisation d’une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium 

diminue l’amplitude moyenne du courant ACh à 1mM, qui passe de -121,1 ± 30,1pA en 

conditions contrôle à -36,1 ± 8,2pA, mais pas à 100µM d’ACh (Figure 55E, F). Il est 

intéressant de noter que lorsqu’on utilise une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium, 

l’amplitude moyenne du courant ionique entrant généré par l’ACh à 1mM sur les neurones AcerKis 

n’est pas significativement différente de l’amplitude moyenne du courant ACh à 1mM en 

conditions contrôle sur les neurones isolés de moustiques Kis (Figure 55C, F). 
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Figure 55 : Etude électrophysiologique de l’implication du calcium extracellulaire dans l’effet de l’ACh sur 

les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. A) Courbes effet-log[ACh] obtenues par l’application 

d’ACh (application de 3s, potentiel de -50mV) dans une gamme de 0,1μM à 1mM sur les neurones isolés 

de moustiques Kis en condition contrôle (n=5-16) et après un prétraitement de 2 minutes avec une solution 

extracellulaire dépourvue d’ions calcium (n=5-7). B) Histogrammes comparatifs illustrant l’effet d’un 

prétraitement de 2 minutes avec une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium sur l’amplitude 

moyenne du courant ionique entrant induit par l’ACh à 10μM (n=5) et C) 1mM (n=5) sur des neurones 

isolés de moustiques Kis. D) Courbes effet-log[ACh] obtenues par l’application d’ACh (application de 3s, 

potentiel de -50mV) dans une gamme de concentrations comprises entre 0,1μM à 1mM sur les neurones 

isolés de moustiques AcerKis en condition contrôle (n=3-14) et après un prétraitement de 2 minutes avec 

une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium (n=5-8). E) Histogrammes comparatifs illustrant 

l’effet d’un prétraitement de 2 minutes avec une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium sur 

l’amplitude moyenne du courant ionique entrant induit par l’ACh à 10μM (n=8) et F) 1mM (n=5) sur des 

neurones isolés de moustiques AcerKis. Les données sont exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non-

significatif ; *p<0,05.  

 

 Les courbes de dépendance vis-à-vis du potentiel de l’amplitude du courant ionique 

entrant (I-V) induit par l’ACh à 1mM ont été établies sur les neurones isolés des deux souches 

en condition contrôle et après un prétraitement de 2 minutes avec la solution extracellulaire 

dépourvue d’ions calcium. Le potentiel de membrane à l’état stable a été dépolarisé dans une 
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gamme de potentiels allant de -70mV à +10mV et l’ACh a été appliquée à 1mM pendant 3s une 

minute après avoir atteint l’état stable. Les courbes I-V obtenues ont un décours classique pour 

des nAChRs qui a déjà pu être caractérisé sur neurones d’insecte (Haghighi et Cooper, 1998; 

Haghighi et Cooper, 2000; Bodereau-Dubois et al., 2012). Le courant ionique entrant présente 

une forte rectification dans le sens entrant observée dans la gamme de potentiels compris entre 

-10mV et 10mV. 

 

Sur les neurones isolés des souches Kis et AcerKis, l’amplitude du courant ionique entrant 

induit par l’ACh diminue au fur et à mesure que le potentiel de membrane à l’état stable imposé 

est plus positif. Etonnamment, l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh sur les 

neurones Kis et AcerKis à -50mV est similaire dans ce protocole de courbe I-V, ce qui n’est pas 

le cas lors de l’application de l’ACh directement à un potentiel de membrane de -50mV (Figure 

41C). Un prétraitement de 2 minutes avec une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium 

a pour effet de diminuer significativement l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh 

à 1mM sur les neurones AcerKis. Cette dernière passe par exemple de -97,9 ± 15,5pA en 

condition contrôle à -27,7 ± 5,1pA avec la solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium pour 

un potentiel de membrane de -70mV et de -47,4 ± 8,8pA à -6,7 ± 0,3pA pour un potentiel de 

membrane de -50mV. Il n’y a pas de différence significative de l’amplitude du courant ionique 

entrant sur les neurones Kis entre les deux conditions expérimentales (Figure 56A,B).  

 

Le potentiel d’inversion, potentiel pour lequel le flux net de charges passant par les 

nAChRs est égal à zéro, est estimé à +10mV sur les neurones Kis aussi bien en conditions contrôle 

qu’après un prétraitement avec une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium (Figure 

56C). Au contraire, on remarque un décalage de la valeur du potentiel d’inversion estimé du 

courant ionique entrant induit par l’ACh à 1mM sur les neurones AcerKis en conditions calcium-

free vers des valeurs plus négatives. Ce dernier est à +10mV en conditions contrôle et à -10mV 

après un prétraitement avec une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium (Figure 56D). 

Ces résultats permettent d’affirmer que le courant ionique induit par l’application d’ACh à 1mM 

sur les neurones isolés de moustiques AcerKis est en partie porté par le calcium, ce qui n’est pas 

le cas dans les neurones Kis. 
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Figure 56 : Etude électrophysiologique de la perméabilité au calcium des nAChRs exprimés par les neurones 

isolés de moustiques Kis et AcerKis. A) Courbes de la dépendance vis-à-vis du potentiel de l’amplitude du 

courant ionique entrant (I-V) induit par l’application d’ACh à 1mM pour différents potentiels de référence 

(application de 3s) en conditions contrôle et après un prétraitement de 2 minutes avec une solution 

extracellulaire dépourvue d’ions calcium sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=6-9) et B) AcerKis 

(n=3-4). C) Histogrammes comparatifs illustrant l’effet d’un prétraitement de 2 minutes avec solution 

extracellulaire dépourvue d’ions calcium sur le potentiel d’inversion du courant ionique entrant induit par 

l’ACh à 1mM sur les neurones isolés de moustiques Kis et D) AcerKis. Les données sont exprimées avec la 

moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05 ; **p<0,01. 

 

Les courbes I-V permettent de calculer les conductances moyennes des nAChRs. Ces 

dernières sont ensuite normalisées pour chaque potentiel testé et dans chaque condition13. Le 

prétraitement avec la solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium n’a pas d’effet sur la 

conductance moyenne des nAChRs exprimés sur les neurones Kis dans la gamme de potentiels 

testés (Figure 57A). Par contre, sur les neurones AcerKis, le prétraitement a pour effet de 

diminuer de façon marquée la conductance moyenne en fonction du potentiel (Figure 57B). 

 

 

13 Pour le détail de la construction des courbes de conductance, voir Perrier et al., 2021 en annexe 
2, équations 6 et 7. 
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Cette dernière passe de 0,59 à 0,34 pour un potentiel de membrane de -50mV (diminution 

d’environ 43%) et de 0,32 à 0,11 pour un potentiel de membrane de -30mV (diminution d’environ 

68%). Cela est en accord avec une participation du calcium dans l’établissement du courant 

ionique induit par l’ACh sur les neurones AcerKis mais pas sur les neurones Kis. 

 

 
Figure 57 : Influence du calcium extracellulaire sur la conductance des nAChRs exprimés par les neurones 

isolés de moustiques Kis et AcerKis. A) Courbes représentatives de la conductance moyenne normalisée 

en fonction du potentiel des nAChRs en conditions contrôle et après un prétraitement de 2 minutes avec 

une solution extracellulaire dépourvue d’ions calcium sur les neurones isolés de moustiques Kis et B) 

AcerKis. Les données sont exprimées avec la moyenne. 

 

La population de nAChRs surexprimés sur les neurones isolés de moustiques AcerKis est 

donc perméable au calcium, mais pas les nAChRs exprimés sur les neurones Kis. Les mécanismes 

impliqués dans l’élévation de la concentration dans les neurones isolés de moustiques Kis 

détectée avec la technique de l’imagerie calcique peuvent être nombreux et n’ont pas été étudiés 

plus profondément.  

 

2.2.2. La nicotine permet-elle de discriminer les nAChRs exprimés par les 

neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis ? 

 

Dans le but de discriminer encore plus précisément les différents types de nAChRs 

exprimés dans les neurones isolés de moustique Kis et AcerKis, l’effet d’un agoniste 

cholinergique, la nicotine a été étudiée à une concentration de 100µM en condition de potentiel 

imposé à -50mV.  
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Les résultats préliminaires obtenus montrent que la nicotine à 100µM induit un courant 

ionique entrant dont l’amplitude est très inférieure à celle du courant induit par l’ACh à la même 

concentration sur les neurones isolés des deux souches (Figure 58A). Sur les neurones Kis, 

l’amplitude du courant induit par la nicotine à 100µM est en moyenne de -5,9 ± 1,9pA contre -

22,6 ± 8,2pA pour l’ACh à 100µM. Sur les neurones AcerKis, l’amplitude du courant induit par la 

nicotine à 100µM est en moyenne de -6,1 ± 2,5pA contre -44,6 ± 13,4pA pour l’ACh à 100µM 

(Figure 58B). 

 

Figure 58 : Etude de l’effet de la nicotine à 100µM sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. A) 

Représentation de la structure chimique de la nicotine et illustrations de courants entrants induits par l'ACh 

et la nicotine à 100µM sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. B) Histogrammes comparatifs 

illustrant l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh et par la nicotine à 100µM (application de 

3s, potentiel de -50mV) sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=11-14) et AcerKis (n=5-8). Données 

exprimées par la moyenne ± S.E.M.. **p<0,01. 

 

L’effet de la nicotine est très étonnant sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis 

dans la mesure où l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’application de cette molécule 

à 100µM est similaire entre les neurones isolés des deux souches et qu’elle agit beaucoup moins 

bien que l’ACh. La nicotine ne permet pas de discriminer les nAChRs exprimés par les neurones 

isolés Kis et AcerKis.  

 

Puisque l’effet de la nicotine est plus faible que celui de l’ACh sur les neurones isolés de 

moustiques Kis et AcerKis, l’effet de l’α-bgt à 100nM a été testé sur le courant ionique entrant 

induit par la nicotine à 100µM sur les neurones isolés de moustiques Kis. A cette concentration, 
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l’α-bgt n’est pas capable d’inhiber le courant induit par l’application de nicotine à 100µM (Figure 

59A). De plus, l’application simultanée d’ACh et de nicotine à 100µM semble induire un courant 

ionique entrant dont l’amplitude n’est pas significativement plus importante que celle du courant 

induit par l’ACh seule (Figure 59B). 

 

    

Figure 59 : Effet de l’α-bgt sur le courant ionique entrant induit par la nicotine sur les neurones isolés de 

moustiques Kis et AcerKis. A) Histogrammes comparatifs illustrant l’amplitude du courant ionique entrant 

induit par la nicotine à 100µM (application de 3s, potentiel de -50mV) après un prétraitement de 2 minutes 

avec l’α-bgt à 100nM. B) Histogrammes comparatifs illustrant l’effet de l’application d’ACh et de nicotine 

100µM séparément et simultanément sur l’amplitude du courant. Données exprimées par la moyenne ± 

S.E.M.. ns : non significatif ; **p<0,01. 

 

La différence d’effet entre la nicotine et l’ACh ainsi que l’absence d’effet de l’α-bgt sur le 

courant ionique entrant induit par la nicotine peuvent s’expliquer par plusieurs hypothèses: 1) la 

nicotine a une affinité plus faible que l’ACh pour les nAChRs exprimés sur les neurones isolés des 

deux souches, 2) les deux agonistes se fixent sur des sites différents au niveau des nAChRs, et, 

3) l’effet de la nicotine est régulé par le calcium intracellulaire sur les neurones isolés des deux 

souches (Thany et al., 2008; Bodereau-Dubois et al., 2012; Morales-Perez et al., 2016). 
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3. Influence de la mutation kdr sur les propriétés 

électropharmacologiques des neurones de moustiques 

KdrKis 

 

L’origine de la différence d’effet de l’ACh à faible concentration (30µM) sur les neurones 

isolés de moustique KdrKis portant la mutation L1014F comparé aux neurones isolés de 

moustiques Kis et AcerKis a été investiguée. Sur la souche KdrKis, résistante aux pyréthrinoïdes, 

la mutation se situe sur le domaine II du segment S6 de la sous-unité alpha du canal sodium 

dépendant du potentiel (NaV), qui est responsable de la genèse de l’influx nerveux. Contrairement 

à la souche AcerKis, la mutation n’affecte pas le système cholinergique, il est donc surprenant 

que l’ACh agisse de manière différente entre les neurones Kis et KdrKis (Figure 43B).  

 

Nos études se sont donc portées dans un premier temps sur le courant entrant sodium 

généré suite à l’activation des canaux NaV pour tenter d’établir un lien entre les modifications 

éventuelles des propriétés biophysiques de ces canaux ioniques et l’augmentation de l’efficacité 

de l’ACh à faible concentration sur les neurones KdrKis. 

 

3.1. Caractérisation des propriétés biophysiques des NaV des 
neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis 

 

Une première étude électrophysiologique comparative sur les propriétés biophysiques des 

canaux NaV entre les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis a été menée avec la technique 

du patch-clamp en condition de potentiel imposé. Le courant sodium est étudié en appliquant des 

échelons de potentiel dépolarisants de +10mV et d’une durée de 4ms à partir d’un potentiel de 

référence de -90mV. Pour isoler ces courants, les solutions extracellulaires et intrapipettes 

contiennent des agents pharmacologiques spécifiques (cf. Matériel et méthodes, chapitre 2, 

partie 3.3. et 3.5.).  

 

Un exemple représentatif de ce courant sodium, obtenu sur des neurones isolés des 

souches Kis et KdrKis est illustré dans la figure 60. Le courant entrant sodium présente une 

phase d’activation (1) et une phase d’inactivation maintenue (2) pendant toute la durée du choc 

sur les neurones des deux souches de moustiques. Il faut noter que ce courant sodium est 

totalement bloqué par l’application de TTX (Lavialle-Defaix et al., 2011).  
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Figure 60 : Illustration d’un courant sodium induit par une dépolarisation sur les neurones isolés de 

moustiques Kis et KdrKis à l’aide du protocole de potentiel imposé représenté au-dessus des courants. (1) 

phase d’activation, (2) phase d’inactivation maintenue. 

 

3.1.1. Propriétés biophysiques de la phase d’activation du courant 
sodique  

3.1.1.1. Dépendance vis-à-vis du potentiel de l’amplitude de la 

phase d’activation du courant sodique des neurones isolés de moustiques 

Kis et KdrKis 

 

La dépendance vis-à-vis du potentiel de l’amplitude du courant sodium mesurée au pic a 

été étudiée. Plusieurs échelons de potentiel de +10mV de 4ms ont été appliqués successivement 

dans une gamme de -90mV à +20mV. L’amplitude moyenne des courants sodiques générés en 

fonction du potentiel est illustrée en figure 61A et B.  

 

Dans les neurones de moustiques isolés des deux souches, le courant sodium apparaît à 

un potentiel de membrane de -60mV, puis l’amplitude du courant augmente pour atteindre un 

maximum à -10mV sur les neurones KdrKis et 0mV sur les neurones Kis. L’amplitude maximale 

du courant sodium est cependant plus faible dans les neurones isolés de moustiques KdrKis 

(−77,5 ± 10,7pA à −10mV) que dans les neurones Kis (−107,1 ± 13,2 pA à 0mV). Pour des 

potentiels plus positifs, l’amplitude du courant sodium diminue progressivement jusqu’à un 

potentiel d’inversion extrapolé à +65mV. Cette valeur est très proche du potentiel d’équilibre de 

l’ion sodium calculé dans nos conditions expérimentales (+73,6mV) grâce à l’équation de Nernst. 

Cela signifie que le sodium est bien l’ion responsable du courant ionique enregistré.  
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Figure 61 : Etude de la dépendance vis-à-vis du potentiel de l’amplitude de la phase d’activation du courant 

sodique du canal NaV dans les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. A) Amplitude moyenne du 

courant entrant sodium (INa) en fonction du potentiel de membrane (Vm) sur neurones isolés de 

moustiques Kis (n=6-7) et B) KdrKis (n=6-7). Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. 

 

3.1.1.2. Dépendance vis-à-vis du potentiel de l’activation et de 

l’inactivation à l’état stable du courant sodique des neurones isolés de 

moustiques Kis et KdrKis 

 

En se basant sur ces courbes I-V, les propriétés d’activation et d’inactivation du courant 

entrant sodium ont été étudiées. La conductance ionique (G) a été calculée à partir de l’amplitude 

du courant pour un potentiel donné puis a été normalisée (G/Gmax) pour étudier la dépendance 

vis-à-vis du potentiel de l’activation du courant14. Les courbes d’activation obtenues sur les 

neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis présentent un aspect biphasique atypique avec un 

premier plateau entre –50 et -40mV avant d’atteindre un maximum à +10mV (Figure 62A, B). 

Ces équations sont décrites par une double équation de Boltzmann 15 . Les paramètres 

électrophysiologiques associés aux courbes d’activation des canaux NaV sont résumés dans le 

tableau 13. Le potentiel de demi-activation et la pente de la courbe d’activation de la première 

partie de la courbe d’activation du courant sodium est similaire dans une gamme de potentiels 

comprise entre -80 et -40mV sur les neurones Kis et KdrKis.  

 

 

 

14 Pour le détail du calcul de la conductance ionique brute et normalisée, ainsi que le fit de la courbe 
d’activation, voir Perrier et al., 2021 en annexe 2, équation 6 et 7. 
15 Pour le détail de la double équation de Boltzmann, voir Perrier et al., 2021 en annexe 2, équation 
8. 
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La dépendance vis-à-vis du potentiel de l’inactivation à l’état stable du canal sodium quant 

à elle est étudiée avec la technique de la double impulsion (impulsion conditionnante puis 

impulsion test). L’amplitude du courant sodium (I) a été mesurée au pic pour chaque impulsion 

conditionnante puis normalisée (I/Imax)16. L’impulsion conditionnante a été appliquée pendant 

500ms dans une gamme de potentiel comprise entre -110mV à +20mV avec des incréments de 

10mV à partir d’un potentiel de référence de -110mV. Le potentiel de membrane est ensuite de 

nouveau imposé à -90mV pendant 1ms. Une impulsion test a été finalement appliquée pendant 

15ms jusqu’à -10mV. L’amplitude du courant sodium mesurée au pic après l’impulsion test 

diminue au fur et à mesure que l’impulsion conditionnante est de plus en plus positive, indiquant 

que de moins en moins de canaux sont activables (Figure 62A, B). Les paramètres 

électrophysiologiques associés aux courbes d’inactivation à l’état stable sont résumés dans le 

tableau 13. 

 

La superposition des courbes d’activation et d’inactivation révèle que les canaux NaV ont 

des propriétés d’activation et d’inactivation en fonction du potentiel différentes entre les neurones 

Kis et KdrKis. En effet, même si la dépendance vis-à-vis du potentiel de l’inactivation n’est pas 

significativement différente entre les canaux sodiques exprimés par les neurones Kis et KdrKis, 

la courbe de dépendance vis-à-vis du potentiel l’inactivation est incomplète sur les neurones 

KdrKis pour des potentiels plus positifs, ce qui se traduit par un changement de la pente de la 

courbe d’inactivation (k) (Tableau 13). L’inactivation incomplète des canaux NaV sur les 

neurones KdrKis cause une augmentation de la taille de la fenêtre de potentiels dans laquelle les 

canaux NaV conduisent à l’état stable dans les neurones KdrKis. Les courbes d’activation et 

d’inactivation se croisent à un potentiel de -30mV sur les neurones isolés de moustiques Kis alors 

qu’elles se croisent à -25mV sur les neurones KdrKis (Figure 62C). 

 

 

 

16 Pour le détail du calcul et du fit de la courbe d’inactivation à l’état stable, voir Perrier et al., 2021, 
équation 8 et 9. 
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Figure 62 : Etude électrophysiologiques des propriétés d’activation et d’inactivation à l’état stable des 

canaux NaV dans les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. A) Dépendance vis-à-vis du potentiel 

(Vm) de la conductance normalisée (G/Gmax) et de l’inactivation à l’état stable (I/Imax) des canaux NaV sur 

les neurones isolés de moustiques Kis (n=7-8) et B) KdrKis (n=4-6). Les courbes d’activation sont décrites 

par une double équation de Boltzmann. C) Agrandissement de la gamme de potentiels dans laquelle les 

courbes d’activation et d’inactivation à l’état stable se superposent sur les neurones isolés de moustiques 

Kis et KdrKis. Les aires sous les courbes (bleu pour Kis ; orange pour KdrKis) représentent le courant de 

fenêtre qui traduit la gamme de potentiel dans laquelle les canaux NaV conduisent à l’état stable. Les 

données sont exprimées par la moyenne ± S.E.M.. 
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Paramètres 

électrophysiologiques 
Neurones Kis Neurones KdrKis 

Activation 

V0,51 (mV) 
-55,49 ± 1,99 (n=8-

10) 

-55,73 ± 1,78 (n=5-

7) 

k1 (mV) 6,71 ± 0,84 (n=8-10) 5,73 ± 1,64 (n=5-7) 

V0,52 (mV) 
-16,68 ± 1,86 (n=8-

10) 

-21,31 ± 1,62 (n=5-

7) 

k2 (mV) 5,78 ± 0,56 (n=8-10) 4,11 ± 0,64 (n=5-7) 

Inactivation 
V0,5 (mV) -48,50 ± 3,55 (n=5-8) 

-46,99 ± 4,40 (n=2-

4) 

k (mV) 10,56 ± 1,07 (n=5-8) 14,87 ± 1,88 (n=2-4) 

Tableau 13 : Dépendance vis-à-vis du potentiel de l’activation et de l’inactivation des courants sodiques 

dans les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. Les données sont exprimées par la moyenne ± 

S.E.M.. V0,5 : potentiel de demi-activation ou de demi-inactivation ; k : pente de la courbe. Les numéros 1 

et 2 associés aux paramètres électrophysiologiques de l’activation du courant sodium correspondent à la 

première et à la deuxième phase de la courbe d’activation de la double équation de Boltzmann qui décrit 

le décours des courbes en figure 68A et B. 

 

3.1.2. Propriétés biophysiques du courant sodique maintenu en fin 

d’impulsion dépolarisante 

 

Pour tenter de déterminer si plusieurs populations de canaux NaV sont impliqués dans 

l’établissement du courant sodium dans les neurones Kis et KdrKis, les propriétés biophysiques 

de la phase maintenue du courant sodium maintenu ont aussi été étudiées. Les figures 63A et 

B illustrent l’amplitude du courant mesurée à la fin du choc dépolarisant (Figure 60) en fonction 

du potentiel sur les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. Le seuil d’activation de la phase 

maintenue du courant sodium est situé autour de -60mV sur les neurones isolés des souches Kis 

et KdrKis puis l’amplitude du courant augmente fortement pour atteindre un maximum à --20mV 

sur les neurones KdrKis et -10mV sur les neurones Kis. L’amplitude maximale du courant sodium 

maintenu n’est pas significativement différente entre les neurones isolés de moustiques KdrKis 

(-27,6 ± 5,2pA à -20mV) et ceux des moustiques Kis (-23,6 ± 5,7pA à -10mV). Pour des 

potentiels plus positifs, l’amplitude du courant sodium diminue progressivement. 
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Figure 63 : Etude de la dépendance vis-à-vis du potentiel de l’amplitude de la phase maintenue du courant 

sodique du canal NaV dans les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. A) Dépendance vis-à-vis du 

potentiel de l’amplitude du courant sodium (INa-Vm) mesurée à la fin du choc dépolarisant sur les neurones 

isolés de moustiques Kis (n=6-7) et B) KdrKis (n=6-7). Les données sont exprimées par la moyenne ± 

S.E.M.. 

 

La conductance ionique (G) du courant sodium maintenu est calculée à partir de 

l’amplitude de ce courant pour un potentiel donné et est normalisée (G/Gmax). La conductance 

normalisée du courant sodium maintenu est représentée en proportion de la conductance totale 

(Figure 64A, B). La conductance du courant sodium maintenu compte pour environ 12% de la 

conductance maximale totale sur les neurones isolés de moustiques Kis et pour environ 13% sur 

les neurones KdrKis. Les paramètres électrophysiologiques associés aux courbes d’activation de 

la phase maintenue du courant sodique sur les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis sont 

résumés dans le tableau 14. 

 

 

Figure 64 : Etude électrophysiologique des propriétés d’activation de la phase maintenue du courant 

sodique dans les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. A) Courbes de conductances normalisées du 

courant au pic (1) et du courant maintenu (2) sur neurones isolés de moustiques Kis (n=5-10) et B) KdrKis 

(n=5-6). Les données sont représentées par la moyenne ± S.E.M.. 



Résultats - Chapitre 1 : Propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques des neurones isolés 

de moustiques Kis AcerKis et KdrKis 

Page | 140  
 

 

Paramètre 

électrophysiologique 
Neurones Kis Neurones KdrKis 

 

Première phase 

d’activation du 

courant sodium 

Phase 

maintenue du 

courant 

sodium 

Première phase 

d’activation du 

courant sodium 

Phase 

maintenue du 

courant 

sodium 

V0,5 (mV) -55,4 -20,3 -55,7 -37,8 

k (mV) 6,71 11,8 5,7 3,2 

Proportion de la 

conductance maximale 

totale (%) 

12 22 13 17 

Tableau 14 : Dépendance vis-à-vis du potentiel de l’activation de la première phase de la courbe 

d’activation mesurée au pic (courbes (1) sur la figure 64) du courant sodium et de la phase maintenue du 

courant sodium (courbes (2) sur la figure 64) dans les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. Les 

données sont exprimées par la moyenne. V0,5 : potentiel de demi-activation ou de demi-inactivation ; k : 

pente de la courbe. 

 

Il est intéressant de noter que le premier plateau des courbes d’activation du courant 

mesuré au pic compte pour environ 10 à 20% de la conductance maximale totale et pourrait donc 

correspondre à la phase d’activation du courant maintenu mesuré à la fin du choc dépolarisant.  

 

En dehors de toutes autres considérations, ces résultats pourraient suggérer l’existence 

de 2 types de canaux NaV définis par des propriétés de conductances et de dépendance vis-à-vis 

du potentiel différentes (Rush et al., 1998), dont un type participerait plutôt au pic du courant 

sodium et l’autre au courant maintenu. Il n’a pas pour l’instant été possible de préciser si deux 

populations de canaux sodium co-existent.  
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3.2. Influence de la concentration basale en calcium sur les 

neurones isolés de moustiques KdrKis 

3.2.1. Détermination du potentiel de membrane dans les neurones isolés 
de moustiques KdrKis 

 
L’augmentation de la fenêtre de potentiels dans laquelle les canaux NaV conduisent à l’état 

stable sur les neurones isolés de moustiques KdrKis suggère que le potentiel de membrane au 

repos est plus dépolarisé que dans les neurones Kis (Figure 62).  

 

Pour vérifier cette hypothèse, le potentiel de membrane au repos a été mesuré avec la 

technique du patch-clamp en conditions de courant imposé. Cette expérience confirme que le 

potentiel de membrane au repos est plus positif sur les neurones isolés de moustiques KdrKis 

(−33,2 ± 1,7mV) que sur les neurones Kis (−47,8 ± 1,9mV) (Figure 65). 

 

Figure 65 : Histogrammes comparatifs illustrant la valeur du potentiel de membrane au repos dans des 

conditions de courant imposé sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=8) et KdrKis (n=4). Les données 

sont exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ***p<0,001. 

 

 Dans notre contexte, nous voulons établir un lien entre la modification des propriétés 

biophysiques des canaux NaV et l’augmentation de l’efficacité de l’ACh à faible concentration 

(30µM) sur les nAChRs dans les neurones isolés de moustiques KdrKis (Figure 43B). La 

dépolarisation du potentiel au repos dans les neurones peut avoir un impact sur les propriétés 

fonctionnelles des canaux ioniques dépendants du potentiel. Or, il est connu que les canaux CaV 

sont impliqués dans la modulation de l’activité des nAChRs via le calcium comme évoqué 

précédemment mais aussi dans la sécrétion de l’ACh au niveau présynaptique (Dolphin et Lee, 

2020). Comme les propriétés d’inactivations à l’état stable des canaux NaV sont modifiées dans 
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les neurones KdrKis, il est possible que cela impacte les propriétés fonctionnelles des canaux CaV 

qui sont impliqués dans la sécrétion d’ACh. Dans les neurones KdrKis, une diminution du nombre 

de canaux CaV activables qui induit une diminution de la sécrétion d’ACh serait cohérente avec 

l’augmentation de l’efficacité de ce neurotransmetteur sur les nAChRs que nous avons observé. 

Il serait alors logique que nous observions des modifications dans le système cholinergique qui 

compensent une diminution de la sécrétion d’ACh dans la fente synaptique. 

 

3.2.2. Influence du potentiel de membrane sur les propriétés 
biophysiques des canaux calciques dépendants du potentiel dans les 

neurones isolés de moustiques KdrKis 

 
Les propriétés d’inactivation à l’état stable des canaux CaV sont étudiées en condition de 

potentiel imposé avec la technique de la double impulsion présentée précédemment. Des 

échelons de potentiels conditionnants de 200ms dans une gamme de -70 à +10mV sont appliqués 

avec des incréments de 10mV sur les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. Le potentiel 

de membrane est ensuite imposé à la valeur du potentiel de référence de -50mV pendant 5ms 

avant l’application d’une impulsion test de 10ms jusqu’à 0mV. L’amplitude du courant (I) 

résultant de l’activation des courants calciques est mesurée au pic puis normalisée par rapport à 

l’amplitude maximale mesurée au pic à -70mV (I/Imax). Pour isoler ces courants, les solutions 

extracellulaires et intrapipettes contiennent des agents pharmacologiques spécifiques (cf. 

Matériel et méthodes, chapitre 2, partie 3.3. et 3.5.). 

 

Grâce à la courbe d’inactivation à l‘état stable des canaux CaV, une diminution de 

l’amplitude du courant est observée à mesure que la valeur de potentiel de l’impulsion 

conditionnante est plus positive sur les neurones isolés des deux souches (Figure 66). La 

mutation L1014F ne semble pas influencer de manière indirecte les propriétés d’inactivation à 

l’état stable des canaux CaV. Il est intéressant de noter qu’à la valeur du potentiel de repos 

mesurée en condition de courant imposé sur les neurones isolés de moustiques KdrKis (−33,2 ± 

1,7mV), seulement 80% des canaux CaV sont dans un état activable. Par contre, sur les neurones 

Kis, 100% des canaux CaV sont dans un état activable à la valeur mesurée du potentiel de repos 

(−47,8 ± 1,9mV). 
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Figure 66 : Dépendance vis-à-vis du potentiel (Vm) de l’inactivation à l’état stable (I/Imax) des canaux 

CaV sur les neurones isolés de moustiques A) Kis, en bleu (n=7), et B) KdrKis, en orange (n=4). 

 

3.2.3. Influence de la concentration basale en calcium sur le courant 
induit par l’ACh dans les neurones isolés de moustiques KdrKis 

 
Comme le nombre de canaux CaV qui sont dans un état activable est plus faible dans les 

neurones isolés de moustique KdrKis, l’influx calcique est moins important que sur les neurones 

de la souche sensible lors d’une dépolarisation. Cela influence certainement la [Ca2+]i basale dans 

les neurones isolés de la souche KdrKis. 

 

Avec la technique d’imagerie calcique, le niveau de calcium intracellulaire basal a été 

mesuré et comparé dans des neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis chargés avec la sonde 

Fura-2AM. Une diminution significative de la [Ca2+]i de base est observée dans les neurones 

KdrKis (Figure 67A). Le ratio 340/380nm de base est de 0,34 ± 0,07 dans les neurones Kis 

contre 0,21 ± 0,01 dans les neurones KdrKis, ce qui représente une réduction de 39%. 

 

Comme l’effet de l’ACh à faible concentration est différent entre les neurones isolés de 

moustiques Kis et KdrKis, la [Ca2+]i basale a été diminuée dans les neurones Kis lors de nos 

expérimentations suivantes pour vérifier si la diminution de la [Ca2+]i basale dans les neurones 

KdrKis est responsable de l’augmentation de l’amplitude du courant ionique entrant induit par 

l’ACh à 30µM. La concentration en CaCl2 contenu dans le liquide intrapipette a donc été diminuée 

de 0,1µM à 0,01µM. L’amplitude du courant induit par l’ACh sur les neurones Kis dans ces 

conditions n’est pas significativement différente de celle qui est observée sur les neurones KdrKis 

en conditions contrôle (Figure 67B). 
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Figure 67 : Influence de la [Ca2+]i basale sur l’amplitude du courant ionique induit par l’ACh à faible 

concentration. A) Histogrammes comparatifs illustrant le niveau de calcium intracellulaire de base dans les 

neurones isolés de moustiques Kis (n=11) et KdrKis (n=36) chargés en Fura-2AM. B) Histogrammes 

comparatifs illustrant l’amplitude du courant induit par l’ACh (application de 3s, potentiel de -50mV) dans 

les neurones Kis (n=5) et KdrKis (n=12) en condition contrôle (0,1µM CaCl2 dans la solution intrapipette) 

et, uniquement sur les neurones Kis, en utilisant une solution intrapipette appauvrie en calcium (0,01µM 

CaCl2) (n=9). La valeur du ratio 340/380nm est mesurée au maximum. Les données sont exprimées par 

la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05. 

  

Nous pouvons conclure que la diminution de la [Ca2+]i basale est responsable d’une 

augmentation de l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh à faible concentration 

sur les neurones KdrKis. 
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Chapitre 2 : Effets des insecticides de type néonicotinoïdes et 
mésoioniques qui agissent sur les récepteurs nicotiniques des 
neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 
 

 Nous avons montré qu’il existait une population différente de nAChRs dans les neurones 

AcerKis et une augmentation de l’efficacité de l’ACh sur les nAChRs exprimés par les neurones 

KdrKis en comparaison avec les moustiques sensibles Kis. Dans l’optique de développer des 

stratégies de lutte basées sur l’utilisation d’insecticides qui agissent sur les nAChRs, nous avons 

étudié dans quelle mesure ces modifications du système cholinergique peuvent influencer les 

effets des insecticides sur les neurones isolés de moustiques sensibles et résistants. La 

clothianidine (néonicotinoïde, agoniste spécifique des nAChRs, Casida 2018) et le 

triflumézopyrime (mésoionique, antagoniste compétitif spécifique des nAChRs, Cordova, 2016) 

ont été testés. 

 

1. Effet de la clothianidine sur les neurones isolés de 

moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 

1.1. Caractérisation du courant ionique entrant induit par la 
clothianidine sur les neurones isolés de moustique Kis, AcerKis 

et KdrKis 

 
L’effet de la clothianidine (CLO) à 100µM a été étudié avec la technique du patch-clamp 

en conditions de potentiel imposé à -50mV. La clothianidine (Figure 68A) a été appliquée par le 

bain pendant 3s directement sur le corps cellulaire de neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis 

et KdrKis. 

 

L’application de la CLO à 100µM induit un courant ionique entrant transitoire avec une 

première phase rapide qui permet d’atteindre le maximum de l’amplitude et une phase 

d’inactivation biphasique sur les neurones isolés des 3 souches de moustiques (Figure 68B). 

L’amplitude moyenne du courant ionique entrant n’est pas significativement différente entre les 

neurones isolés des trois souches. Sur les neurones isolés de moustiques Kis, l’amplitude du 
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courant ionique entrant induit par la clothianidine est de -19,1 ± 6,3pA alors qu’elle est de -29,4 

± 12,3pA sur les neurones AcerKis et de -13,7 ± 3,7pA sur les neurones KdrKis (Figure 68C).  

 

  

Figure 68 : Effet de la CLO à 100µM sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. A) 

Représentation de la structure chimique de la clothianidine. B) Exemples du décours du courant ionique 

entrant induit par la CLO à 100µM (application de 3s, potentiel de référence -50mV) sur les neurones isolés 

de moustiques Kis, KdrKis et AcerKis. C) Histogrammes comparatifs illustrant l’amplitude du courant 

ionique entrant mesurée au pic induit par la CLO à 100µM sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=6), 

AcerKis (n=5) et KdrKis (n=3). Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif 

 

1.2. Dépendance vis-à-vis de la concentration de l’amplitude 

du courant induit par la clothianidine dans les neurones isolés 
de moustiques Kis  

 

La dépendance vis-à-vis de la concentration de l’amplitude du courant ionique entrant 

induit par l’application de CLO n’a pu être établie que sur les neurones isolés de moustiques Kis. 

La CLO a été testée dans une gamme de concentrations situées entre 100nM et 300µM. 

L’amplitude du courant a été mesurée au pic. 
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La courbe effet-log concentration de CLO est décalée vers la gauche par rapport à la 

courbe effet-log[ACh], ce qui suggère que les nAChRs de moustiques Kis sont plus sensibles au 

néonicotinoïde qu’à l’ACh pour de faibles concentrations (Figure 69A). Le courant ionique entrant 

induit par la CLO apparaît donc pour une concentration de 1µM contre 10µM avec l’ACh. De plus, 

l’amplitude maximale du courant ionique entrant est atteinte pour une concentration de 30µM de 

CLO (-52,7 ± 6,7pA) (Figure 69A, B) contre 1mM avec l’ACh. Cependant, le premier plateau qui 

a été observé entre 30µM et 100µM sur la courbe effet-log concentration de l’ACh apparaît aussi 

mais plus marqué sur la courbe effet-log concentration de CLO entre 3 et 10µM. A plus forte 

concentration (>30µM), l’effet de l’insecticide semble diminuer et l’amplitude du courant ionique 

entrant retrouve celle du premier plateau de la courbe effet log concentration de la CLO (environ 

17pA).  

 

 

Figure 69 : Dépendance vis-à-vis de la concentration de l’effet de la CLO sur les neurones isolés de 

moustiques Kis. A) Superposition des courbes effet-log concentration de l’ACh et de la CLO réalisées à 

partir de l’amplitude des courants sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=5-15). B) Histogrammes 

comparatifs illustrant l’amplitude du courant ionique entrant mesurée au pic induit par l’ACh et la CLO à 

30µM sur les neurones isolés de moustiques Kis. Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. *p<0,05. 

 

Il a été montré que la CLO est responsable d’une augmentation de la [Ca2+]i, et qu’une 

élévation trop forte de cette dernière induit une diminution de l’effet des néonicotinoïdes sur les 

neurones DUM de blatte P. americana (Calas-List et al., 2013; Goulu, 2015; Moreau et al., 2020). 

Ce profil de courbe effet log concentration est donc bien connu. Comme la voie modulatrice de 

l’activité des nAChRs à forte concentration de CLO implique le calcium intracellulaire, l’effet de la 

CLO sur la [Ca2+]i a été étudié dans la partie suivante. 
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1.3. Effet de la clothianidine sur les variations de calcium dans 

les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis  

 
L’objectif de ce travail de thèse est de développer une stratégie de LAV qui se base sur 

les variations de la [Ca2+]i par l’utilisation d’un agent synergisant. Comme évoqué précédemment, 

la CLO est responsable d’une élévation de calcium dans les neurones de la blatte P. americana 

(Calas-List et al., 2013). Il a donc fallu vérifier si cet effet est retrouvé dans les neurones de 

moustiques An. gambiae et s’il est influencé par les modifications des propriétés fonctionnelles 

des nAChRs que nous avons montré dans les neurones isolés de moustiques résistants. 

 

Afin d’étudier l’effet de la CLO sur les variations de calcium intracellulaire, la technique 

d’imagerie calcique a été utilisée. La CLO a été appliquée par le bain à une concentration de 

0,1nM pendant 5 minutes sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. 

 

La CLO à 0,1nM induit une augmentation de la [Ca2+]i significativement plus importante 

dans les neurones isolés de moustiques AcerKis que dans les neurones Kis et KdrKis (Figure 

70A, B). L’élévation en calcium provoquée par la CLO n’est pas significativement différente entre 

les neurones isolés de moustiques Kis et KdrKis. 

 

 

Figure 70 : Histogrammes comparatifs illustrant l'effet sur la variation de calcium de l’application de CLO 

à 0,1nM pendant 5 minutes sur les neurones isolés de moustiques Kis (n=15), AcerKis (n=6) et KdrKis 

(n=9) chargés en Fura-2AM. Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non-significatif, *p<0,05. 
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L’effet plus important de la CLO sur les variations de calcium dans les neurones AcerKis 

est cohérent avec l’expression d’une autre population de nAChRs qui a été montrée 

précédemment dans ces neurones. Cette donnée est importante à prendre en compte puisque le 

répulsif IR3535 qui sera utilisé comme agent synergisant pour potentialiser l’effet de la CLO in 

vivo sur les larves de moustiques est responsable d’une élévation de la [Ca2+]i.  

 

2. Effet du triflumézopyrime sur les neurones isolés de 

moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 

2.1. Effet du triflumézopyrime sur l’amplitude du courant 

induit par l’ACh dans les neurones isolés de moustiques Kis, 
AcerKis et KdrKis 

 
Le triflumézopyrime (TRIF) (Figure 71A) n’a jamais été utilisé directement contre les 

moustiques et semble particulièrement intéressants puisqu’il n’y a pas de résistance vis-à-vis de 

cet insecticide. Etant donné que nous avons mis en évidence des modifications du système 

cholinergique chez les moustiques AcerKis et KdrKis, l’évaluation de l’effet du TRIF in vitro est 

primordial pour développer une nouvelle stratégie de LAV qui permet de contrôler les populations 

de moustiques résistants aux insecticides les plus utilisés.  

 

 L’étude de l’efficacité de cet insecticide a été menée avec la technique 

électrophysiologique du patch-clamp en configuration cellule entière en condition de potentiel 

imposé à -50mV sur les neurones isolés des moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Pour rappel, cette 

molécule est un antagoniste compétitif des nAChRs (Cordova et al., 2016; Holyoke et al., 2017). 

Nous avons donc testé sa capacité à inhiber le courant ionique entrant induit par l’ACh sur les 

neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Puisque le TRIF se fixe sur le site 

orthostérique du nAChR, la co-application de TRIF devrait diminuer l’amplitude du courant ionique 

entrant induit par l’ACh. 

 

Le TRIF a été appliqué en prétraitement de 5 minutes et co-appliqué avec l’ACh (1mM) 

dans une gamme de concentrations comprises entre 0,1pM et 100nM sur les neurones isolés de 

moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Le prétraitement avec le TRIF induit une inhibition du courant 

ionique entrant généré par l’ACh à 1mM à partir d’une concentration de 1pM sur les neurones 

isolés de moustiques des trois souches (Figure 71B, C). Au fur et à mesure que la concentration 

de TRIF augmente, l’amplitude du courant induit par l’ACh diminue jusqu’à être pratiquement 
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nulle pour 1nM de TRIF. Le TRIF inhibe 50% du courant ionique entrant (CI50) à une concentration 

d’environ 10pM (10-11M) sur les neurones isolés des trois souches de moustiques (Figure 71D). 

Cet insecticide agit donc à de très faibles concentrations sur les neurones isolés de moustiques 

Kis, AcerKis et KdrKis.  

 

 

Figure 71 : Effet d’une concentration croissante de TRIF sur le courant ionique entrant induit par l’ACh à 

1mM sur les neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. A) Représentation de la structure 

chimique du triflumézopyrime (TRIF). B) Illustration de l’effet de l’application de TRIF à 1pM, 1nM et 10nM 

pendant 5 minutes sur le courant ionique entrant induit par l’ACh à 1mM (application de 3s ; potentiel de 

référence -50mV) sur les neurones isolés de moustiques. C) Effet de l'application d'une concentration 

croissante de triflumézopyrime (TRIF) sur l’amplitude du courant ionique entrant induit par l’ACh à 1mM 

sur des neurones isolés de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. D) Logarithme de la concentration de TRIF 

inhibant 50% (Log CI50) du courant ionique entrant induit par l’ACh à 1mM dans des neurones isolés de 

moustiques Kis (CI50 = 11pM), AcerKis (CI50 = 15pM) et KdrKis (CI50 = 39pM). A-C, Données exprimées 

par la moyenne ± S.E.M. ; D : Données exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95%. ns : 

non significatif. 
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2.2. Effet du triflumézopyrime sur les variations de calcium 

induites par l’ACh dans les neurones isolés de moustiques 
KdrKis 

 
Notre stratégie s’appuie sur l’utilisation d’un agent synergisant capable d’augmenter la 

[Ca2+]i, il a donc fallu déterminer si l’application de TRIF influence les variations de la [Ca2+]i 

induites par l’ACh. Une étude préliminaire avec la technique d’imagerie calcique a été menée sur 

les neurones isolés de moustiques KdrKis. Nous ciblons cette souche en priorité puisque la 

mutation L1014F qu’elle porte pose un problème majeur en santé publique. De plus, nous 

supposons que l’ACh n’est pas en excès dans la fente synaptique dans la souche KdrKis, 

contrairement à la souche AcerKis, car le nombre de canaux CaV activables impliqués dans la 

sécrétion d’ACh est réduit. 

 

Le TRIF a tout d’abord été appliqué seul en prétraitement par le bain à une concentration 

de 1nM pendant 5 minutes sur les neurones isolés, puis en combinaison avec l’ACh à 1µM et à 

30µM pendant 5 minutes. 

 

Tout d’abord, il est important de noter que l’application du TRIF seul n’induit pas de 

variation de la [Ca2+]i sur les neurones isolés de moustiques KdrKis (Figure 72).  

 

 

Figure 72 : Effet du TRIF à 1nM sur les variations de calcium intracellulaire sur les neurones isolés de 

moustiques KdrKis. Spectres représentatifs de l’évolution dans le temps de la variation de calcium 

intracellulaire exprimée en Δratio 340/380nm pendant l’application de TRIF à 1nM pendant 5 minutes sur 

plusieurs neurones isolés de moustiques KdrKis chargés en Fura-2AM. En fin d’expérimentation, un contrôle 

positif est effectué en perfusant de l’ACh à 1µM.  
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Par contre, lorsqu’il est co-appliqué avec l’ACh, les variations de la [Ca2+]i induite par l’ACh 

est diminuée. La valeur moyenne du Δratio340/380nm passe de 0,76 ± 0,15 avec l’ACh à 1µM 

seule à 0,28 ± 0,06 lorsqu’elle est co-appliquée avec le TRIF à 1nM, ce qui représente une 

réduction d’environ 63% de l’effet de l’ACh (Figure 73A). Pour une plus forte concentration 

d’ACh (30µM), la valeur moyenne du Δratio340/380nm passe de 0,99 ± 0,07 avec l’ACh seule à 

0,49 ± 0,13 lorsqu’elle est co-appliquée avec le TRIF à 1nM, ce qui représente une réduction 

d’environ 50% de l’effet de l’ACh (Figure 73B). En augmentant encore la concentration en ACh 

(100µM), la valeur moyenne du Δratio340/380nm passe de 0,58 ± 0,09 avec l’ACh seule à 0,43 

± 0,1 lorsqu’elle est co-appliquée avec le TRIF à 1nM (Figure 73C). La différence d’effet de l’ACh 

seule et co-appliqué avec le TRIF à 1nM n’est pas statistiquement significative. Dans cette 

dernière expérience, il serait cependant nécessaire d’augmenter le nombre de réplicats car les 

variations de la [Ca2+]i ont été étudiées sur seulement 3 cellules pour l’ACh seule et 2 cellules en 

co-application avec le TRIF à 1nM.  

 

 

Figure 73 : Effet du TRIF à 1nM sur les variations de calcium intracellulaire induite par l’ACh à différentes 

concentrations sur les neurones isolés de moustiques KdrKis. A) Histogrammes comparatifs illustrant l'effet 

sur la variation de calcium de l’application d’ACh à 1µM, B) 30µM et C) 100µM seule (n=2-7) ou co-

appliquée avec le TRIF à 1nM (n=3-11) pendant 5 minutes sur les neurones isolés de moustiques KdrKis 

chargés en Fura-2AM. Données exprimées par la moyenne ± S.E.M.. ns : non significatif ; *p<0,05 ; 

***p<0,001. 

 

 L’inhibition par le TRIF à 1nM des variations de calcium induite par l’ACh est moins forte 

à mesure que la concentration d’ACh appliquée sur les neurones isolés de moustiques KdrKis 

augmente. Ces résultats confirment que le TRIF, en tant qu’antagoniste compétitif, n’induit pas 

de variations de la [Ca2+]i et que son activité insecticide provient d’une inhibition de l’effet de 

l’ACh sur les nAChRs.  
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Chapitre 3 : Evaluation in vivo de l’effet synergique de l’IR3535 
associé à des insecticides ciblant les récepteurs nicotiniques sur 
les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 
 

En s’appuyant sur l’étude comparative menée in vitro sur la modulation de l’effet de l’ACh 

et des insecticides qui ciblent les nAChRs montrant des différences d’effet entre la souche sensible 

et les souches résistantes, l’efficacité de la CLO et du TRIF a été testée in vivo sur des larves de 

moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Un autre objectif de cette étude est de vérifier in vivo s’il 

existe un impact des mutations G119S et L1014F sur l’efficacité de ces insecticides en accord 

avec ce que nous avons montré in vitro. Le choix de tester les insecticides sur les larves provient 

du fait que ces molécules n’ont jamais été testées en tant que larvicide contre les moustiques 

An. gambiae. De plus, les tests larvaires standardisés par l’OMS permettent d’obtenir une forte 

reproductibilité des résultats et de tester rapidement si les insecticides sont efficaces sur les 

moustiques.  

 

Dans un premier temps, l’efficacité de la CLO et du TRIF a été évaluée individuellement 

sur les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis grâce aux tests larvaires standardisés par 

l’OMS (OMS, 2005). Avec la même technique, ces insecticides sont ensuite associés à l’IR3535. 

Il a été montré précédemment que ce répulsif était capable de potentialiser l’effet des insecticides 

in vitro sur les neurones de blattes P. americana et de moustique An. gambiae via une 

augmentation de la [Ca2+]i (El-Adouzi et al., 2020; Moreau et al., 2020). Il est donc utilisé en 

tant qu’agent synergisant pour potentialiser l’efficacité de la CLO et du TRIF et réduire les doses 

efficaces.  
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1. Effet des insecticides néonicotinoïdes et mésoioniques 

sur les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 

1.1. Evaluation de l’efficacité de la clothianidine seule sur des 
larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 

 
Les CL30, CL50 et CL95 sont déterminées à 24 et 48h avec un intervalle de confiance à 95% 

sur les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Les résultats issus des bioessais sont 

présentés dans le tableau 15. 

 

Après 24h d’exposition à la CLO, les CL30, CL50 et CL95 ne sont pas significativement 

différentes entre les larves des trois souches de moustiques. Après 48h d’exposition, les CL30, 

CL50 et CL95 sont décalées vers des valeurs plus faibles en raison du contact plus long avec 

l’insecticide. Aucune différence significative n’a pu être mise en évidence à la CL95 entre les trois 

souches. Par contre, il est important de noter qu’après 48h d’exposition, la CL50 est 

significativement plus faible pour les larves AcerKis et plus élevée pour les larves KdrKis comparée 

aux larves Kis. La CL30 à 48h est significativement plus faible pour les larves AcerKis comparée à 

celle déterminée pour les larves Kis et KdrKis. Les CL30, CL50 et CL95 déterminées à 48h sont 

illustrées en figure 74. 
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Souche de 

moustiques 
n* 

Temps 

d’exposition 

CL30 

(IC 95%) 

CL50 

(IC 95%) 

CL95 

(IC 95%) 

Kis 

4 24h 
0,027 

(0,020 – 0,034) 

0,030 

(0,026 – 0,036) 

0,062 

(0,050 – 0,101) 

4 48h 
0,015 

(0,011 – 0,017) 

0,019 

(0,015 – 0,022) 

0,039 

(0,032 – 0,057) 

AcerKis 

4 24h 
0,017 

(0,011 – 0,021) 

0,018 

(0,014 – 0,026) 

0,042 

(0,031 – 0,076) 

3 48h 
0,008 

(0,007 – 0,010) 

0,012 

(0,010 – 0,013) 

0,024 

(0,021 – 0,034) 

KdrKis 

4 24h 
0,029 

(0,020 – 0,035) 

0,032 

(0,024 – 0,041) 

0,081 

(0,059 – 0,130) 

3 48h 
0,018 

(0,015 – 0,022) 

0,029 

(0,025 – 0,033) 

0,059 

(0,049 – 0,078) 

Tableau 15 : Efficacité de la clothianidine sur les larves de moustiques souches Kis, AcerKis et KdrKis. *un 

test inclut 700 larves tests exposées à l’insecticide dilué dans l’éthanol et 100 larves contrôles exposées 

uniquement à l’éthanol. Les concentrations létales (CL) et les intervalles de confiance (IC) sont exprimés 

en mg/L. Lorsque les IC à 95% ne se superposent pas, la différence est jugée significative. Les valeurs 

significativement différentes de la souche Kis dans les mêmes conditions expérimentales sont indiquées en 

gras dans le tableau. 

 

 

Figure 74 : Concentration létale de clothianidine (CLO) induisant 30%, 50% et 95% de mortalité 

(respectivement CL30 ; CL50 ; CL95) chez des larves de moustiques souches Kis, AcerKis et KdrKis après 

48h d’exposition. Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de Confiance à 95% (IC). 
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La CLO est donc efficace sur les larves Kis, AcerKis et KdrKis. Cependant, il existe des 

différences d’efficacité de la CLO entre les larves des trois souches de moustiques qui corroborent 

les résultats obtenus in vitro avec la technique d’imagerie calcique (Figure 70). 

 

1.2. Evaluation de l’efficacité du triflumézopyrime seul sur des 
larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 

 

Les CL30, CL50 et CL95 sont déterminées à 24 et 48h avec un intervalle de confiance à 95% 

sur les larves Kis, AcerKis et KdrKis. Les résultats issus des bioessais sont présentés dans le 

tableau 16. 

 

Après 24h et 48h d’exposition au TRIF, les CL30, CL50 et CL95 ne sont pas significativement 

différentes entre les larves des trois souches de moustiques. Après 48h d’exposition, les CL30, 

CL50 et CL95 sont décalées vers des valeurs plus faibles en raison du contact plus long avec 

l’insecticide. A cause de l’hétérogénéité de la réponse entre les réplicats et donc de l’intervalle de 

confiance trop large, il est difficile de différencier la CL30 de la CL50. De même, la CL95 est assez 

peu fiable dans une gamme de concentration aussi forte. Les CL30, CL50 et CL95 déterminées à 

48h sont illustrées en figure 75. Pour la suite des expériences, seule la CL50, plus robuste 

statistiquement dans le cadre d’un modèle log-probit sera donc considérée. 
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Souche de 

moustiques 
n* 

Temps 

d’exposition 

CL30 

(IC 95%) 

CL50 

(IC 95%) 

CL95 

(IC 95%) 

Kis 

3 24h 
0,517 

(0,360– 0,640) 

0,788 

(0,620 – 1,033) 

2,625 

(1,879 – 4,553) 

3 48h 
0,345 

(0,243 – 0,427) 

0,473 

(0,367 – 0,574) 

1,488 

(1,089 – 2,068) 

AcerKis 

4 24h 
0,484 

(0,318 – 0,631) 

0,729 

(0,544 – 0,909) 

2,703 

(1,781 – 4,061) 

4 48h 
0,311 

(0,228 – 0,383) 

0,455 

(0,365 – 0,546) 

1,516 

(1,196 – 2,359) 

KdrKis 

4 24h 
0,622 

(0,484 – 0,751) 

0,874 

(0,722 – 1,125) 

2,727 

(1,817 – 4,602) 

4 48h 
0,430 

(0,317 – 0,528) 

0,565 

(0,457 – 0,722) 

1,326 

(1,028 – 1,665) 

Tableau 16 : Efficacité du triflumézopyrime sur les larves de moustiques souches Kis, AcerKis et KdrKis. 

*un test inclut 350 larves tests exposées à l’insecticide dilué dans l’éthanol et 50 larves contrôles exposées 

uniquement à l’éthanol. Les concentrations létales (CL) et les intervalles de confiance à 95% (IC 95%) 

sont exprimés en mg/L. Lorsque les IC à 95% ne se superposent pas, la différence est jugée significative.  

 

 

Figure 75 : Concentration létale de triflumézopyrime (TRIF) induisant 30%, 50% et 95% de mortalité 

(respectivement CL30 ; CL50 ; CL95) chez des larves de moustiques souches Kis, AcerKis et KdrKis après 

48h d’exposition. Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). 

 

Le TRIF est donc efficace sur les larves Kis, AcerKis et KdrKis. Etonnamment, les 

concentrations nécessaires pour obtenir une mortalité sont bien plus élevées que pour la CLO 

alors que les résultats obtenus in vitro montrent que le TRIF est efficace à plus faible 
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concentration par rapport à la CLO. La CL50 est de 0,455 à 0,565mg/L pour le TRIF après 48h 

d’exposition contre 0,012 à 0,029mg/L pour la CLO. Cependant, la particularité intéressante du 

TRIF que ne présente pas la CLO est sa capacité à agir de la même manière sur les trois souches 

de moustiques, indépendamment de leur résistance à d’autres classes d’insecticides. 

 

2. Effet des combinaisons d’insecticides néonicotinoïdes 

et mésoioniques avec l’IR3535 sur les larves de moustiques 

Kis, AcerKis et KdrKis 

2.1. Evaluation de l’efficacité de l’IR3535 seul sur la mortalité 

des larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis 

 
L’IR3535, dans notre stratégie, doit être utilisé comme un agent synergisant (i.e., 

potentialiser l’effet insecticide). Par conséquent, il ne doit pas produire de mortalité importante 

lorsqu’il est testé seul. Il a donc été nécessaire de tester l’effet de l’IR3535 seul sur la mortalité 

des larves de moustiques An. gambiae souches Kis, AcerKis et KdrKis pour déterminer la gamme 

de concentrations à tester en association par la suite.  

 

Des tests larvaires ont été réalisés pour évaluer la mortalité induite par l’IR3535 seul. La 

première gamme testée allant de 1 à 6g/L pour potentialiser l’effet des insecticides s’appuie sur 

des tests précédents réalisés au laboratoire MIVEGEC (communication personnelle par Marine El-

Adouzi). L’IR3535 commence à induire une mortalité à une concentration de 1g/L à 24h (Figure 

76A). La mortalité induite par le répulsif n’augmente pas jusqu’à 5g/L et légèrement à 6g/L après 

24h d’exposition. Après 48h d’exposition, l’augmentation de la mortalité est observée à partir de 

3g/L sur les larves AcerKis et KdrKis et à partir de 4g/L sur les larves Kis (Figure 76B). 
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Figure 76 : Effet sur la mortalité de l’exposition des larves de moustiques souches Kis, AcerKis et KdrKis 

après A) 24h et B) 48h de contact avec une concentration croissante d’IR3535 (1 à 6 g/L). n=1-9 ; un test 

inclut 100 larves tests par concentration d’IR3535 exposées au répulsif et 100 larves contrôles exposées 

uniquement à l’éthanol. Données exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). 

 

Dans le cadre d’une association insecticide/IR3535, la stratégie que nous développons 

consiste à tester une gamme de concentrations d’IR3535 induisant une mortalité relativement 

faible (≤20%) car celui-ci doit être considéré comme un agent synergisant dépourvu d’activité 

insecticide propre tout au long du test. La gamme de concentrations retenue qui est associée à 

la CLO et au TRIF est donc située entre 1g/L et 4g/L d’IR3535. A une concentration de 4g/L, la 

plus forte de la gamme retenue, l’IR3535 induit moins de 20% de mortalité sur les larves des 

trois souches de moustiques, que ce soit après un temps d’exposition de 24 ou de 48h (Tableau 

17).  

 

Souche de 

moustique 
n* 

Temps 

d’exposition 

Mortalité induite par l’IR3535 à 4g/L 

(%) (IC 95%) 

Kis 
5 24h 7,6 (7,3 – 7,8) 

4 48h 17,2 (16,5 – 17,9) 

AcerKis 
9 24h 6,4 (5,9 – 6,9) 

9 48h 13,9 (13,0 – 14,8)  

KdrKis 
9 24h 4,9 (4,5 – 5,3) 

9 48h 7,2 (6,8 – 7,7) 

Tableau 17 : Mortalité induite par l’IR3535 à 4g/L sur les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis après 

24 et 48h d’exposition. Un test inclut 100 larves tests exposées au répulsif à 4g/L et 100 larves contrôles 

exposées uniquement à l’éthanol. Données exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 

95%). 
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2.2. Effet synergique d’une combinaison de la clothianidine 

avec l’IR3535 sur des larves de moustiques Kis, AcerKis et 
KdrKis 

2.2.1. Association de la clothianidine à la CL50 avec IR3535 

 

L’IR3535 a d’abord été associé à la CL50 à 48h de CLO sur les larves de moustiques Kis, 

AcerKis et KdrKis dans une gamme de 1 à 4g/L avant de faire des lectures de mortalité à 24 et 

à 48h. Les tableaux 18, 19 et 20 reprennent les comparaisons entre les mortalités attendues 

calculées et les mortalités observées induites par la combinaison de la CL50 de CLO avec des 

doses croissantes d’IR3535 sur les larves de moustiques souche Kis, AcerKis et KdrKis, 

respectivement. 

 

Kis 

 Temps 

d’exposition 

Mortalité attendue 

(%) (IC 95%) 

Mortalité observée 

(%) (IC 95%) 
Significativité 

     

CLO seule 

(0,019mg/L) 
24h  4,7 (4,5 – 4,9)  

CLO +1g/L 

IR3535 
24h 5,6 (5,3 – 5,9) 13 (12,6 – 13,4) ** 

CLO +2g/L 

IR3535 
24h 6,6 (6,3 – 6,8) 21,3 (20,7 – 21,9) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
24h 4,7 (4,4 – 4,9) 33,3 (32,5 – 34,2) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
24h 11,9 (11,6 – 12,2) 33 (30,5 – 35,5) **** 

     

CLO seule 

(0,019mg/L) 
48h  56,0 (55,2 – 56,7)  

CLO +1g/L 

IR3535 
48h 57,3 (56,3 – 58,3) 77 (76,2 – 77,8) **** 

CLO +2g/L 

IR3535 
48h 57,3 (56,3 – 58,3) 76 (75,4 – 76,6) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
48h 56 (54,9 – 57,0) 81 (79,3 – 82,7) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
48h 63,6 (62,7 – 64,4) 85,3 (83,6 – 87,0) **** 

Tableau 18 : Comparaison de la mortalité attendue et observée induite à 24 et à 48h par la combinaison 

de la CLO à la CL50 à 48h (0,019mg/L) avec l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L 

sur les larves de moustiques souche Kis. n=3 ; un test inclut 100 larves tests par concentration d’IR3535, 

100 larves contrôle exposées uniquement à la CLO et 100 larves contrôle exposées uniquement à l’éthanol. 

Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). **p<0,01 ; 

****p<0,0001. 
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 Sur les larves de moustiques souche Kis, l’association de la CLO à la CL50 avec l’IR3535 a 

un effet synergique à toutes les concentrations testées après 24h d’exposition et 48h 

d’exposition. Après 24h d’exposition, la mortalité observée est en moyenne 3,5 fois plus élevée 

que la mortalité attendue et 1,4 fois plus élevée après 48h d’exposition.  

 

AcerKis 

 Temps 

d’exposition 

Mortalité attendue 

(%) (IC 95%) 

Mortalité observée 

(%) (IC 95%) 
Significativité 

     

CLO seule 

(0,012mg/L) 
24h  5,2 (5,1 – 5,3)  

CLO +1g/L 

IR3535 
24h 8,1 (8,0 – 8,2) 8,6 (8,1 – 9,1) ns 

CLO +2g/L 

IR3535 
24h 6,4 (6,3 – 6,5) 21,8 (18,9 – 23,1) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
24h 7,7 (7,6 – 7,9) 30,5 (32,0 – 38,0) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
24h 11,0 (10,9 – 11,1) 39,2 (35,8 – 42,6) **** 

     

CLO seule 

(0,012mg/L) 
48h  37,5 (36,9 – 38,1)  

CLO +1g/L 

IR3535 
48h 39,4 (38,6 – 40,1) 51,0 (49,7 – 52,3) *** 

CLO +2g/L 

IR3535 
48h 45,6 (45,3 – 45,9) 63,0 (61,4 – 64,6) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
48h 46,5 (46,3 – 46,8) 81,3 (80,1 – 82,6) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
48h 47,4 (46,8 – 48,1) 85,2 (83,9 – 86,6) **** 

Tableau 19 : Comparaison de la mortalité attendue et observée induite à 24 et à 48h par la combinaison 

de la CLO à la CL50 à 48h (0,012mg/L) avec l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L 

sur les larves de moustiques souche AcerKis. n=4 ; un test inclut 100 larves tests par concentration 

d’IR3535, 100 larves contrôle exposées uniquement à la CLO et 100 larves contrôle exposées uniquement 

à l’éthanol. Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). ns : 

non significatif ; *p<0,05 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001. 

 

Sur les larves de moustiques souche AcerKis, l’association de la CLO à la CL50 avec 

l’IR3535 n’a pas d’effet synergique après 24h d’exposition pour une concentration de 1g/L l’effet 

est simplement additif. Cependant, un effet synergique est observé pour une concentration 

supérieure ou égale à 2 g/L d’IR3535. Après 24h d’exposition, pour une concentration d’IR3535 

supérieure ou égale à 2g/L, la mortalité observée est en moyenne 3,6 fois plus élevée que la 

mortalité attendue. Après 48h d’exposition, une synergie est observée pour toutes les 
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concentrations d’IR3535 testées, la mortalité observée est alors en moyenne 1,6 fois plus élevée 

que la mortalité attendue. 

 

KdrKis 

 Temps 

d’exposition 

Mortalité attendue 

(%) (IC 95%) 

Mortalité observée 

(%) (IC 95%) 
Significativité 

     

CLO seule 

(0,029mg/L) 
24h  8,3 (7,8 – 8,8)  

CLO +1g/L 

IR3535 
24h 8,3 (7,8 – 8,9) 22,3 (21,3 – 23,4)  **** 

CLO +2g/L 

IR3535 
24h 10,2 (9,6 – 10,7) 43,1 (41,9 – 44,2) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
24h 10,4 (9,8 – 10,9) 60,7 (58,8 – 62,5) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
24h 12,7 (12,2 – 13,3) 68,3 (67,1 - 69,6) **** 

     

CLO seule 

(0,029mg/L) 
48h  52,3 (50,9 – 53,7)  

CLO +1g/L 

IR3535 
48h 53,3 (51,7 – 54,9) 78,0 (77,0 – 79,0) **** 

CLO +2g/L 

IR3535 
48h 54,7 (53,2 – 56,2) 84,3 (83,7 – 85,0) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
48h 55,1 (53,6 – 56,7) 92,0 (91,6 – 92,4) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
48h 55,8 (54,3 – 57,3) 96,3 (96,2 – 96,5) **** 

Tableau 20 : Comparaison de la mortalité attendue et observée induite à 24 et à 48h par la combinaison 

de la CLO à la CL50 à 48h (0,029mg/L) avec l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L 

sur les larves de moustiques souche KdrKis. n=3 ; un test inclut 100 larves tests par concentration 

d’IR3535, 100 larves contrôle exposées uniquement à la CLO et 100 larves contrôle exposées uniquement 

à l’éthanol. Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). 

****p<0,0001. 

 

Sur les larves de moustiques souche KdrKis, l’association de la CLO à la CL50 avec l’IR3535 

a un effet synergique pour toutes les concentrations testées après 24h ou 48h d’exposition. La 

synergie est de plus en plus forte sur les larves KdrKis après 24 ou 48h d’exposition à mesure 

que la concentration en IR3535 augmente puisque l’écart entre la mortalité moyenne attendue 

et la mortalité moyenne observée est plus marqué. Après 24h d’exposition, la mortalité observée 

est en moyenne 4,6 fois plus élevée que la mortalité attendue et 1,6 fois plus élevée après 48h 

d’exposition. 
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La combinaison de la CL50 à 48h de CLO avec l’IR3535 a un effet synergique sur les larves 

des trois souches de moustiques. Cependant, la concentration d’IR3535 qui induit cet effet 

synergique varie selon la souche et selon le temps d’exposition. 

 

2.2.2. Association de la clothianidine à la CL30 avec IR3535 

  

Dans l’optique de réduire les concentrations d’insecticides utilisées, la CLO à la CL30 a été 

associée à l’IR3535, toujours dans une gamme de concentration allant de 1 à 4g/L. Les tableaux 

21, 22 et 23 reprennent les comparaisons entre les mortalités attendues calculées et les 

mortalités observées induites par la combinaison de la CL30 de CLO avec des doses croissantes 

d’IR3535 sur les larves de moustiques souche Kis, AcerKis et KdrKis, respectivement. 

 

Kis 

 Temps 

d’exposition 

Mortalité attendue 

(%) (IC 95%) 

Mortalité observée 

(%) (IC 95%) 
Significativité 

     

CLO seule 

(0,015mg/L) 
24h  1,7 (1,4 – 1,9)  

CLO +1g/L 

IR3535 
24h 2,6 (2,3 – 3,0) 3,7 (3,2 – 4,1) ns 

CLO +2g/L 

IR3535 
24h 3,7 (3,3 – 4,0) 7,3 (7,0 – 7,7) * 

CLO +3g/L 

IR3535 
24h 2,3 (2,1 – 2,6)  9,3 (9,0 – 9,7) *** 

CLO +4g/L 

IR3535 
24h 9,1 (8,8 – 9,4) 9,7 (9,1 – 10,2) ns 

     

CLO seule 

(0,015mg/L) 
48h  37,3 (36,6 – 37,9)  

CLO +1g/L 

IR3535 
48h 39,2 (38,3 – 40,0) 44,2 (42,8 – 45,6) ns 

CLO +2g/L 

IR3535 
48h 39,2 (38,3 – 40,0) 51,5 (49,7 – 53,3) ** 

CLO +3g/L 

IR3535 
48h 37,3 (36,4 – 38,1) 49,6 (49,2 – 50,0) ** 

CLO +4g/L 

IR3535 
48h 48,1 (47,4 – 48,8) 57,8 (56,7 – 58,8) * 

Tableau 21 : Comparaison de la mortalité attendue et observée induite à 24 et à 48h par la combinaison 

de la CLO à la CL30 à 48h (0,015mg/L) avec l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L 

sur les larves de moustiques souche Kis. n=3 ; un test inclut 100 larves tests par concentration d’IR3535, 

100 larves contrôle exposées uniquement à la CLO et 100 larves contrôle exposées uniquement à l’éthanol. 

Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). ns : non 

significatif ; *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001. 
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Sur les larves de moustiques souche Kis, l’association de la CLO à la CL30 avec l’IR3535 a 

un effet synergique uniquement à 2 et 3g/L après 24h d’exposition. Pour ces concentrations 

d’IR3535, la mortalité observée est en moyenne 2,8 fois plus élevée que la mortalité attendue. 

Après 48h d’exposition, un effet synergique est observé pour toutes les concentrations d’IR3535 

testées supérieures à 2g/L. La mortalité observée est en moyenne 1,2 fois plus élevée que la 

mortalité attendue. 

 

AcerKis 

 Temps 

d’exposition 

Mortalité attendue 

(%) (IC 95%) 

Mortalité observée 

(%) (IC 95%) 
Significativité 

     

CLO seule 

(0,008mg/L) 
24h  5,0 (4,7 – 5,3)  

CLO +1g/L 

IR3535 
24h 7,8 (7,5 – 8,2) 6,5 (6,0 – 7,0) ns 

CLO +2g/L 

IR3535 
24h 6,4 (6,1 – 6,7) 9,0 (8,2 – 9,8) ** 

CLO +3g/L 

IR3535 
24h 7,7 (7,4 – 8,1) 14,0 (13,2 – 14,8) ** 

CLO +4g/L 

IR3535 
24h 10,9 (10,7 – 11,3) 31,5 (29,9 – 33,1) **** 

     

CLO seule 

(0,008mg/L) 
48h  23,3 (22,5 – 24,1)  

CLO +1g/L 

IR3535 
48h 25,6 (24,7 – 26,5) 45,4 (44,2 – 46,6) **** 

CLO +2g/L 

IR3535 
48h 28,9 (28,0 – 29,8) 42,5 (41,3 – 43,6) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
48h 30,1 (29,3 – 31,0) 65,7 (62,6 – 68,9) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
48h 33,9 (33,2 – 34,8) 85,4 (83,2 – 87,5) **** 

Tableau 22 : Comparaison de la mortalité attendue et observée induite à 24 et à 48h par la combinaison 

de la CLO à la CL30 à 48h (0,008mg/L) avec l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L 

sur les larves de moustiques souche AcerKis. n=4 ; un test inclut 100 larves tests par concentration 

d’IR3535, 100 larves contrôle exposées uniquement à la CLO et 100 larves contrôle exposées uniquement 

à l’éthanol. Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). ns : 

non significatif ; **p<0,01 ; ****p<0,0001. 

 

Sur les larves de moustiques souche AcerKis, l’association de la CLO à la CL30 avec 

l’IR3535 a un effet synergique à partir de 1g/L après 24h d’exposition. Pour ces concentrations 

d’IR3535, la mortalité observée est en moyenne 2,2 fois plus élevée que la mortalité attendue. 

Après 48h d’exposition, un effet synergique est observé pour toutes les concentrations d’IR3535 

testées. La mortalité observée est en moyenne 2 fois plus élevée que la mortalité attendue. 
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KdrKis 

 Temps 

d’exposition 

Mortalité attendue 

(%) (IC 95%) 

Mortalité observée 

(%) (IC 95%) 
Significativité 

     

CLO seule 

(0,018mg/L) 
24h  3,0 (2,9 – 3,1)  

CLO +1g/L 

IR3535 
24h 3,2 (3,0 – 3,3)  9,2 (8,7 – 9,7) **** 

CLO +2g/L 

IR3535 
24h 4,9 (4,8 – 5,1) 11,3 (10,7 – 11,9) **** 

CLO +3g/L 

IR3535 
24h 5,2 (5,1 – 5,4) 25,2 (23,4 – 26,7) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
24h 7,6 (7,5 – 7,8) 32,0 (30,6 – 33,4) **** 

     

CLO seule 

(0,018mg/L) 
48h  35,5 (34,8 – 36,2)  

CLO +1g/L 

IR3535 
48h 36,8 (35,9 – 37,8) 38,1 (36,2 – 40,0) ns 

CLO +2g/L 

IR3535 
48h 38,7 (37,8 – 39,7) 44,5 (42,9 – 46,1) * 

CLO +3g/L 

IR3535 
48h 39,3 (38,4 – 40,2) 51,3 (50,0 – 52,6) **** 

CLO +4g/L 

IR3535 
48h 40,2 (39,3 – 41,1) 59,6 (57,6 – 61,6) **** 

Tableau 23 : Comparaison de la mortalité attendue et observée induite à 24 et à 48h par la combinaison 

de la CLO à la CL30 à 48h (0,018mg/L) avec l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L 

sur les larves de moustiques souche KdrKis. n=6 ; un test inclut 100 larves tests par concentration 

d’IR3535, 100 larves contrôle exposées uniquement à la CLO et 100 larves contrôle exposées uniquement 

à l’éthanol. Les données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). ns : 

non significatif ; *p<0,05 ; ****p<0,0001. 

 

Sur les larves de moustiques souche KdrKis, l’association de la CLO à la CL30 avec l’IR3535 

a un effet synergique pour toutes les concentrations d’IR3535 testées. La mortalité observée est 

en moyenne 3,9 fois plus élevée que la mortalité attendue. Après 48h d’exposition, un effet 

synergique est observé pour toutes les concentrations d’IR3535 testées supérieures ou égales à 

2g/L. Pour ces concentrations d’IR3535, la mortalité observée est en moyenne 1,3 fois plus élevée 

que la mortalité attendue. 

 

La combinaison de la CL50 à 48h de CLO avec l’IR3535 a un effet synergique sur les larves 

des trois souches de moustiques. En accord avec les observations précédentes, la concentration 

d’IR3535 qui induit cet effet synergique varie selon la souche et selon le temps d’exposition.  
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2.3. Effet synergique d’une combinaison de triflumézopyrime 

avec l’IR3535 sur des larves de moustiques Kis 

 
Nous avons montré que le TRIF agit à des doses bien plus fortes que la CLO sur les larves 

de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis. Compte tenu du fait que la CL30 du TRIF est difficile à 

distinguer de la CL50, la CL50 du TRIF a été retenue pour être utilisée en association avec l’IR3535 

dans une gamme de 1 à 4g/L sur les larves de moustiques. En effet, la CL50 est une valeur 

statistiquement plus fiable après analyse log-probit, l’intervalle de confiance est donc réduit 

autour de ce point. Il n’a été possible de réaliser que 2 réplicats de l’association du TRIF avec 

l’IR3535 sur les larves de la souche Kis. Ces résultats préliminaires sont présentés dans le 

tableau 24. 

 

Kis 

 Temps 

d’exposition 

Mortalité attendue 

(%) (IC 95%) 

Mortalité observée 

(%) (IC 95%) 
Significativité 

     

TRIF seul 

(0,5mg/L) 
24h  14,0 (12,8 – 15,2)  

TRIF +1g/L 

IR3535 
24h 14,9 (13,2 – 16,5) 33,0 (32,2 – 33,4) ** 

TRIF +2g/L 

IR3535 
24h 15,7 (14,1 – 17,3) 37,6 (34,8 – 40,5) *** 

TRIF +3g/L 

IR3535 
24h 14,0 (12,3 – 15,7) 41,2 (39,4 – 43,1) **** 

TRIF +4g/L 

IR3535 
24h 20,5 (19,0 – 22,1) 40,3 (36,5 – 44,1) ** 

     

TRIF seul 

(0,5mg/L) 
48h  36,0 (35,6 – 36,4)  

TRIF +1g/L 

IR3535 
48h 37,9 (37,4 – 38,4) 63,0 (58,9 – 67,1) *** 

TRIF +2g/L 

IR3535 
48h 37,9 (37,4 – 38,5) 70,2 (68,5 – 71, 9) **** 

TRIF +3g/L 

IR3535 
48h 36,0 (35,4 – 36,5) 73,9 (71,7 – 76,1) **** 

TRIF +4g/L 

IR3535 
48h 47,0 (46,6 – 47,5) 78,1 (75,3 – 81,0) **** 

Tableau 24 : Comparaison de la mortalité attendue et observée induite à 24 et à 48h par la combinaison 

du TRIF à la CL50 à 48h (0,5mg/L) avec l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L sur 

les larves de moustiques souche Kis. n=2 ; un test inclut 50 larves tests par concentration d’IR3535, 50 

larves contrôle exposées uniquement au TRIF et 50 larves contrôle exposées uniquement à l’éthanol. Les 

données sont exprimées par la moyenne ± intervalle de confiance à 95% (IC 95%). **p<0,01 ; 

***p<0,001 ; ****p<0,0001. 
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Dans ces résultats préliminaires, un effet synergique de l’association du TRIF avec 

l’IR3535 dans une gamme de concentrations allant de 1 à 4g/L est observé. Après 24h 

d’exposition, la mortalité observée est en moyenne 2,3 fois plus élevée que la mortalité attendue 

et 1,8 fois plus élevée après 48h d’exposition. Cette association semble prometteuse et il faudrait 

la tester sur les larves des souches résistantes de moustiques AcerKis et KdrKis.  
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Discussion et perspectives 

 

Les résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse montrent qu’il existe des 

conséquences cellulaires et moléculaires au niveau neuronal associées aux mécanismes de 

résistance par mutation de la cible chez les moustiques. En effet, les propriétés 

électropharmacologiques des nAChRs exprimés chez les moustiques résistants souches AcerKis 

et KdrKis portant respectivement les mutations G119S sur l’AChE et L1014F sur le canal NaV sont 

altérées. Ces mécanismes de compensation n’avaient jamais été caractérisés auparavant. 

 

1. Les mécanismes de compensation : une nouvelle 

manière de considérer les mécanismes de résistance 

 
L’étude électropharmacologique comparative que nous avons menée, dans un premier temps, 

sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis nous a permis de mettre en évidence 

l’expression d’une population supplémentaire et différente de nAChRs dans les neurones isolés 

de moustiques AcerKis. Ces nAChRs sont sensibles à de fortes concentrations d’ACh (>100µM) 

et présentent une perméabilité au calcium. Ils sont responsables d’une différence d’effet de l’ACh 

sur les neurones AcerKis qui se traduit par une réduction du temps au pic du courant ionique 

entrant induit par l’ACh à 1mM ainsi que par une augmentation de la quantité de charge et de la 

densité de courant qui passe par les nAChRs. L’activation de ces récepteurs exprimés dans les 

neurones isolés de moustiques AcerKis provoque une dépolarisation plus importante par rapport 

à celle observée dans les neurones Kis. Cette dépolarisation est capable d’atteindre le seuil 

d’activation des canaux CaV. La figure 77 reprend le modèle proposé dans notre étude. 
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Figure 77 : Modèle des mécanismes de compensation cellulaires et moléculaires mis en place au niveau 

neuronal chez la souche de moustique AcerKis portant la mutation AchEG119S. L’expression de nAChRs 

sensibles à de fortes concentrations d’ACh et perméables au calcium cause une dépolarisation du potentiel 

de membrane plus importante dans les neurones isolés de moustiques AcerKis que dans les neurones Kis 

lors de l’application d’ACh. L’activation des canaux CaV à haut seuil d’activation qui en résulte provoque 

une forte élévation de la [Ca2+]i. Le calcium serait impliqué dans la protection des nAChRs de la 

désensibilisation induite par une trop forte concentration d’ACh puisque l’AChE mutée présente une activité 

catalytique réduite qui est responsable d’une augmentation de la concentration synaptique en ACh.  

 

L’action de l’ACh sur les nAChRs est normalement terminée par l’action catalytique de l’AChE, 

cependant l’activité catalytique de cette enzyme est réduite dans la souche AcerKis (Alout et al., 

2008 ; Perrier et al., 2021). Il a été montré chez la blatte P. americana que l’augmentation 

consécutive de la concentration d’ACh dans l’espace synaptique suite à une inhibition de l’AChE 

induit l’activation de mAChRs de sous-type M2 présynaptiques impliqués dans la régulation 

négative de la libération d’ACh (Corbel et al., 2006). Parallèlement, l’excès d’ACh peut induire 

une désensibilisation des nAChRs, ce qui altère la transmission du message nerveux (Quick et 

Lester, 2002 ; Dani, 2015). Malgré la résistance aux insecticides de type OP et CX qui présente 

un avantage pour les moustiques présentant la mutation G119S dans les zones traitées, ces 

derniers doivent conserver une transmission synaptique optimale pour assurer les principales 

fonctions physiologiques dépendantes du système cholinergique. A partir des résultats présentés, 

nous pouvons suggérer que l’expression d’une population supplémentaire différente de nAChRs 

observée chez ces moustiques est un mécanisme permettant de compenser l’augmentation de la 

concentration d’ACh dans l’espace synaptique. Le calcium extracellulaire passant par les nAChRs 

et les canaux CaV lors de l’application d’ACh sur les neurones AcerKis pourrait alors protéger les 

nAChRs d’une désensibilisation par l’agoniste (Gharpure et al., 2020). Il est connu dans la 
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littérature que le calcium est impliqué dans la restauration de l’état fonctionnel des nAChRs suite 

à une désensibilisation (Lee et al., 2015). Ce mécanisme de compensation réduirait donc in fine 

les effets délétères causés par la mutation G119S de l’AChE.  

 

L’autre souche de moustique que nous avons étudiée est la souche KdrKis qui présente 

la mutation L1014F dans le domaine IIS6 du canal NaV qui confère la résistance kdr aux 

pyréthrinoïdes (Dong et al., 2014; Liu, 2015; Ranson, 2017). Même si la structure moléculaire 

des canaux NaV des insectes, notamment d’An. gambiae, est bien caractérisée (Dong et al., 2014; 

Liu, 2015; Du et al., 2016), les études électrophysiologiques comparatives des propriétés 

biophysiques des canaux NaV sauvages et mutés n’ont été réalisées qu’avec les gènes codant la 

sous-unité para du canal NaV d’A. aegypti et de D. melanogaster (Vais et al., 2000; Burton et al., 

2011; Wang et al., 2015a; Du et al., 2016). Dans ces études, les gènes sont modifiés par 

mutagénèse dirigée et exprimés dans un système hétérologue, les ovocytes de xénope. C’est 

donc la première fois qu’une étude comparative est menée sur des neurones. Jusqu’à maintenant, 

il n’existait pas de données sur les propriétés biophysiques des canaux NaV natifs exprimés dans 

les neurones isolés de moustiques An. gambiae souche Kis et KdrKis. Dans ce travail, nous avons 

mis en évidence une modification des propriétés biophysiques de l’activation mais surtout de 

l’inactivation à l’état stable des canaux NaV exprimés dans les neurones isolés de moustiques 

KdrKis. L’existence d’une fenêtre importante de canaux ioniques qui conduisent à l’état stable 

(obtenue par l’intersection des courbes d’activation et d’inactivation) a pour conséquence de 

maintenir le potentiel de membrane au repos à une valeur plus positive sur les neurones KdrKis 

comparé aux neurones Kis. Cette différence dans le courant de fenêtre n’avait pas été reportée 

avec des canaux NaV de D. melanogaster mutés en position 1014 (DIIS6) exprimés dans des 

ovocytes de xénope (Burton et al., 2011). La dépolarisation des neurones KdrKis réduit le 

pourcentage de canaux CaV activables. En effet, dans ce cas, seulement 80% des canaux CaV 

sont susceptibles d’être activés lors de la stimulation. Bien que nous avons montré l’existence 

des canaux Nav et Cav impliqués dans l’activité électrophysiologique des neurones de moustiques, 

nous n’avons pas caractérisé l’activité électrique (e.g. décours du PA, espèces et canaux ioniques 

impliqués dans ce décours). De plus, nous travaillons uniquement au niveau somatique puisque 

les arborisations neuritiques sont détruites lors de la dissociation cellulaire. On peut alors se 

demander quel est le lien entre l’inactivation de 20% des canaux CaV et l’augmentation de 

l’efficacité des nAChRs pour de faibles concentrations d’ACh dans les neurones KdrKis. Le calcium 

intervient à plusieurs niveaux dans la libération des neurotransmetteurs. Premièrement, le 

calcium est impliqué dans la régulation de l’activité des protéines moteurs comme la kinésine qui 

permet le transport des vésicules de sécrétion d’ACh du soma jusqu’au bouton synaptique (Wang 
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et Schwarz, 2009; Hirokawa et al., 2010). Deuxièmement, le rôle des canaux CaV dans la 

sécrétion rapide des neurotransmetteurs au niveau présynaptique en réponse à un stimulus tel 

qu’un PA est bien connu dans la littérature (Dolphin et Lee, 2020). L’entrée de calcium résultant 

de l’activation des canaux CaV au niveau présynaptique lors de l’arrivée des PAs permet la fusion 

des vésicules de sécrétion avec la membrane plasmique et la libération du neurotransmetteur 

(He et al., 2018). En s’appuyant sur ces données, nous pouvons supposer que la réduction du 

nombre de canaux CaV susceptibles d’être activés causée par la dépolarisation provoque une 

diminution de la sécrétion d’ACh dans la fente synaptique in vivo et qu’une plus faible 

concentration d’ACh atteint les nAChRs sur les neurones des moustiques KdrKis que sur les 

neurones Kis. Dans ce cas, l’augmentation de la réponse des nAChRs à de faibles concentrations 

d’ACh serait un mécanisme de compensation/régulation pour maintenir les fonctions 

physiologiques optimales dans les neurones KdrKis (Figure 78). 

 

 

Figure 78 : Modèle des mécanismes de compensation cellulaires et moléculaires mis en place au niveau 

neuronal chez la souche de moustique KdrKis portant la mutation NaV
L1014F. La modification des propriétés 

de l’inactivation des canaux NaV induit un influx sodique à l’état stable plus important dans les neurones 

isolés de moustiques KdrKis que dans les neurones Kis. Dans ce cas, le potentiel de membrane au repos 

est plus positif. Cette valeur plus positive du potentiel de membrane est responsable d’une réduction de 

20% du nombre de canaux CaV activables et, par conséquent, pourrait être à l’origine d’une diminution de 

la libération d’ACh au niveau présynaptique. L’augmentation de la réponse des nAChRs observée pour de 

faibles concentrations d’ACh permettrait de compenser cette diminution de la concentration en ACh dans 

l’espace synaptique. 

 

Basé sur l’ensemble des résultats, une perspective de recherche à ce niveau est la 

caractérisation des sous-types de nAChRs différemment exprimés dans les neurones de ces trois 

souches. Cependant, l’assemblage en sous-unité des nAChRs exprimés à la membrane dans les 

neurones des trois souches est inconnue. Il serait donc important de quantifier l’expression de 
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chacune des sous-unités nicotiniques (α1 à α9 et β1) et d’utiliser des ARN interférents spécifiques 

de ces sous-unités pour évaluer l’impact de la diminution de l’expression de chacune d’elles sur 

les courants ioniques induits par l’ACh ou d’autres agonistes des nAChRs (e.g. néonicotinoïdes).  

 

Concernant les mécanismes de compensation associés à des résistances par mutation de 

la cible de l’insecticide sont caractérisés, il est important de ne plus considérer désormais les 

résistances par mutation de la cible comme étant simplement la mutation d’une protéine. Au 

contraire, les mutations induisent des chaînes d’évènements intracellulaires qui visent à 

compenser les effets qui resteraient délétères si elles n’étaient pas développées. Il n’est pas si 

étonnant qu’une mutation mise en jeu par un insecte qui devient résistant aux insecticides altère 

le système cholinergique puisqu’il est impliqué dans de nombreux processus physiologiques chez 

les insectes comme le développement, l’intégration des signaux sensoriels, l’activité locomotrice 

et cognitive (Henry et al., 2012; Fischer et al., 2014; Grünewald et Siefert, 2019; Tison et al., 

2019). Par exemple, une étude de RNA-Seq a prouvé très récemment que les gènes qui codent 

les sous-unités de nAChRs étaient tous surexprimées dans deux souches résistantes de 

moustique An. gambiae, une souche résistante à la deltaméthrine et l’autre à la CLO (Zoh et al., 

2021), par rapport à la souche sensible de référence. Plus important encore, nous montrons que 

les mécanismes de compensation physiologique peuvent impacter l’effet de certains insecticides, 

ce qui renforce la nécessité de les prendre en considération pour adapter des stratégies de lutte 

basées sur l’utilisation des insecticides.  

 

Nous avons, en effet, montré que l’effet de la CLO était différent entre la souche sensible 

de référence Kis, et les souches résistantes AcerKis et KdrKis. A la fois in vitro sur l’élévation de 

la [Ca2+]i et in vivo sur la mortalité des larves, la CLO a démontré une efficacité plus importante 

sur la souche AcerKis que sur les deux autres souches, et une efficacité moindre sur la souche 

KdrKis par rapport aux souches Kis et AcerKis. En 2004, l’équipe de Hougard et ses collaborateurs 

avait obtenu des résultats similaires en testant le dinotéfuran, un insecticide néonicotinoïde sur 

plusieurs espèces de moustiques au stade larvaire dans les mêmes conditions expérimentales 

(Corbel et al., 2004). Ils ont montré sur C. quinquefasciatus que le dinotéfuran est plus efficace 

sur les larves de la souche mutée sur l’AChE résistante aux OP et CX (souche RLAB ; CL50 : 

0,14mg/L) par rapport à la souche sensible de référence (souche SLAB ; CL50 : 0,34mg/L) après 

24h d’exposition. De plus, sur C. quinquefasciatus et A. aegypti, le dinotéfuran est moins efficace 

sur la souche mutée sur le canal NaV résistante aux pyréthrinoïdes (respectivement souche 

BKPER ; CL50 : 0,44mg/L ; et LHP ; CL50 : 0,40mg/L) par rapport à la souche sensible de 

référence (respectivement souche SLAB ; CL50 : 0,34mg/L ; et BORA ; CL50 : 0,21mg/L). 



Discussion et perspectives 

Page | 173  
 

Etonnamment, la souche d’An. gambiae mutée sur le canal NaV résistante aux pyréthrinoïdes 

(souche VKPER ; CL50 : 0,17mg/L) ne montre pas de différence de sensibilité vis-à-vis du 

dinotéfuran comparé à la souche sensible de référence (souche Kis ; CL50 : 0,17mg/L), mais ces 

deux souches n'avaient pas le même fond génétique comme c'est le cas dans notre étude. 

 

Par contre, nous avons pu montrer que le TRIF, un insecticide mésoionique qui n’a jamais 

été testé en LAV et en particulier sur des souches de moustiques résistants, ne présente pas une 

efficacité différente entre les souches Kis, AcerKis et KdrKis in vitro et in vivo. L’effet de cet 

insecticide est conservé malgré l’existence des mécanismes physiologiques de compensation qui 

touchent les nAChRs que nous avons mis en évidence dans les souches de moustiques 

résistantes. A la différence de CLO, cet insecticide agit comme un antagoniste compétitif des 

nAChRs qui est capable de déplacer l’imidaclopride et l’ACh sur le site orthostérique (Zhang et 

al., 2016; Holyoke et al., 2017; Casida, 2018).  

 

En se basant sur ces résultats, de futures expérimentations devront être menées pour 

comprendre la différence d’effet de la CLO sur les neurones Kis, AcerKis et KdrKis. L’efficacité de 

l’insecticide pourrait, au niveau cellulaire et moléculaire, être influencée par de nombreux facteurs 

comme la perméabilité au calcium de certains sous-types de nAChRs ou la régulation par les 

voies de signalisation intracellulaire dépendante du calcium des nAChRs. L’effet différent de l’α-

bgt sur les neurones KdrKis permet de supposer que la stœchiométrie de ces récepteurs est 

modifiée dans les neurones de moustiques résistants par rapport aux neurones de la souche 

sensible de référence. Ensuite, il faudra comprendre pourquoi l’effet du TRIF, qui cible pourtant 

les mêmes récepteurs, n’est pas différent entre les trois souches de moustiques. 

 

L’utilisation de ces deux insecticides disposant d’un mode d’action différent (la CLO étant 

un agoniste plein et le TRIF étant un antagoniste compétitif) en LAV est totalement justifiée dans 

le contexte actuel d’émergence et de diffusion des résistances aux insecticides. L’affinité de la 

CLO est 605 fois plus importante pour les nAChRs d’insecte que pour les nAChRs de mammifères, 

ce qui démontre la haute spécificité des néonicotinoïdes. De plus, l’efficacité de la CLO est avérée 

en larvicide et en adulticide sur des souches de moustiques A. aegypti résistantes (Darriet et 

Chandre, 2013). Cet insecticide a été identifié comme adulticide le plus efficace contre C. 

quinquefasciatus après le chlorfénapyr parmi 25 insecticides testés (Shah et al., 2016) et a été 

évalué comme étant l’insecticide le plus intéressant à utiliser en lutte adulticide contre An. 

gambiae parmi plus de 600 insecticides et acaricides (Lees et al., 2019). Dans cette même étude, 

le TRIF a été classé comme l'une des 10 molécules les plus efficaces contre An. gambiae (Lees 
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et al., 2019). En outre, le TRIF garde la même efficacité sur des souches de Nilaparvata Lugens 

résistantes aux néonicotinoïdes, notamment à la CLO (Liao et al., 2021).  

 

Nos résultats ouvrent des perspectives de recherche qui viseraient à caractériser les 

changements dans l’expression de protéines d’intérêt pour la LAV. Puisque nous montrons que le 

changement totalement inattendu des propriétés électropharmacologiques des nAChRs dans les 

souches de moustiques résistants permet d’adapter des stratégies de LAV, il est tout à fait 

possible que d’autres cibles moléculaires soient altérées dans leur niveau d’expression ou dans 

leurs propriétés fonctionnelles. Zoh et collaborateurs ont par exemple montré, dans deux souches 

résistantes de moustique An. Gambiae, une souche résistante à la deltaméthrine et l’autre à la 

CLO, des modifications du niveau d’expression des gènes qui codent des enzymes de 

détoxification comme les cytochromes P450 et les carboxylestérases, des protéines qui 

interagissent avec la chitine qui compose la cuticule comme les CPFL, et des transporteurs comme 

les cassettes ABC (Zoh et al., 2021).  De plus, nous avons découvert des mécanismes de 

compensation dans des souches de moustiques An. gambiae qui ne présentent qu’un seul 

mécanisme de résistance. Or sur le terrain, nombreuses sont les populations de moustiques qui 

possèdent de manière concomitante plusieurs mécanismes de résistance différents. Par exemple, 

les mutations G119S et L1014F étudiées dans cette thèse peuvent être retrouvées au sein du 

même individu (Assogba et al., 2014). De même, il est connu que les résistances par mutation 

de cible sont souvent accompagnées par des mécanismes de résistance métabolique au sein d’un 

individu (Kwiatkowska et al., 2013; Edi et al., 2014; Oumbouke et al., 2020). Le niveau de 

complexité des mécanismes de compensation cellulaires et moléculaires qui peuvent être mis en 

place chez les moustiques présentant une résistance multiple est très élevé et doit être pris en 

compte pour développer et adapter de futures stratégies de LAV. On peut aussi se demander si 

ces mécanismes de compensation existent et s’ils sont identiques dans d’autres espèces de 

moustiques qui présentent des résistances aux insecticides résultant d’une mutation de cible. Par 

exemple, il est connu que d’autres espèces de moustiques présentent la résistance kdr par 

d'autres mutations du canal NaV, comme S989P, I1011M/V, V1016G/I, F1534L/C/S, F1239C, 

V410L, D1763Y, A1007G chez A. aegypti (Zuharah et Sufian, 2021) et V1016G, F1534L/C/S, 

I1532T chez A. albopictus (Zhou et al., 2019).  
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2. L’IR3535 comme agent synergisant : optimisation de 

l’effet des insecticides qui agissent sur les nAChRs 

 
Dans le contexte actuel en LAV, il est urgent de proposer d’autres molécules utilisables 

pour diversifier l’arsenal larvicide. En effet, à force d’y être exposé, il est possible que des 

résistances émergent chez les moustiques vis-à-vis des molécules à effet larvicide. Par exemple, 

la résistance au téméphos, un OP qui a été utilisé en tant que larvicide, est avérée chez A. aegypti 

(Valle et al., 2019) et peut être sélectionnée chez An. stephensi en laboratoire en seulement 10 

générations (Vivekanandhan et al., 2021). De même, la résistance au diflubenzuron, un inhibiteur 

de la biosynthèse de la chitine, est avérée chez C. pipiens (Grigoraki et al., 2017). Enfin, le 

pyriproxyfène, un inhibiteur de croissance utilisé en larvicide, est métabolisé par les enzymes 

cytochromes P450 surexprimées dans les populations d’An. gambiae qui présentent une 

résistance métabolique aux pyréthrinoïdes et qui posent de plus en plus de problèmes en santé 

publique (Yunta et al., 2016). Il a même été montré récemment que l’exposition à des doses 

sub-léthales de pyriproxyfène des larves d’An. arabiensis semble renforcer la résistance aux 

pyréthrinoïdes, mais pas au DDT ou aux insecticides CX, au stade adulte après l’émergence 

(Opiyo et al., 2021). En s’appuyant sur nos résultats, la CLO et le TRIF sont de très bons candidats 

à proposer en lutte larvicide grâce à leur efficacité sur les larves d’An. gambiae souche sensible 

et résistantes et aux possibilités d’optimisation du traitement par l’association avec un agent 

synergisant. 

 

De plus, il est possible d’augmenter l’efficacité des insecticides qui agissent sur les nAChRs 

grâce à l’utilisation d’un agent synergisant qui active des voies de signalisation intracellulaires 

calcium-dépendantes (Deshayes et al., 2018; El-Adouzi et al., 2020; Moreau et al., 2020). Pour 

rappel, le répulsif IR3535 a été choisi pour remplir ce rôle grâce à sa spécificité pour les insectes 

et l’absence d’effets secondaires connus aujourd’hui contrairement au DEET. Il a été montré que 

l’IR3535 peut, à une concentration sub-répulsive très faible et sans activité insecticide propre, 

induire une augmentation de la [Ca2+]i dans les neurones de blatte P. americana mais aussi de 

moustiques Kis et AcerKis suffisante pour potentialiser l’effet du thiaclopride et du 

thiaméthoxame, deux insecticides néonicotinoïdes (El-Adouzi et al., 2020; Moreau et al., 2020). 

Le DEET a déjà été utilisé en tant qu’agent synergisant pour induire une augmentation de la 

[Ca2+]i à faible concentration in vitro sur neurones DUM de blatte mais le pic maximum de 

variation de la [Ca2+]i est obtenu pour une concentration de 100nM contre 10nM pour l’IR3535 

(Abd-Ella et al., 2015; Moreau et al., 2020). De plus, l’IR3535 agit à une concentration encore 

plus faible sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis. Le pic maximum de variation de 
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la [Ca2+]i est obtenu pour une concentration de 0,1nM sur les neurones de moustiques (El-Adouzi 

et al., 2020). Il faut noter que la courbe effet-log concentration d’IR3535 présente un décours 

en cloche atypique pour de faibles concentrations sur les neurones DUM de blatte et sur les 

neurones de moustiques Kis et AcerKis (El-Adouzi et al., 2020; Moreau et al., 2020). Pour des 

concentrations plus faibles ou plus fortes que 10nM sur neurones de blatte et 0,1nM sur neurones 

de moustiques, les variations de la [Ca2+]i sont fortement réduites.  

 

Dans notre étude, l’IR3535 a un effet synergique très significatif in vivo avec la CL50 et la 

CL30 à 48h de la CLO sur les larves de moustiques Kis, AcerKis et KdrKis dans la gamme de 

concentration testée. Les effets synergiques les plus forts sont obtenus pour des concentrations 

de 3 à 4g/L d’IR3535 en association avec la CLO à la CL50 sur les larves Kis, AcerKis et KdrKis 

que ce soit après 24 ou 48h d’exposition. Par exemple, sur les larves de la souche Kis, la mortalité 

est en moyenne de 4,7% pour la CLO à la CL50 à 48h seule contre 33,3% pour l’association avec 

l’IR3535 à 3g/L après 24h d’exposition. Après 48h d’exposition, elle est de 56% pour la CLO seule 

contre 81% pour l’association avec l’IR3535 à 3g/L. Sur les larves de la souche AcerKis, la 

mortalité est en moyenne de 7,7% pour la CLO seule contre 30,5% pour l’association avec 

l’IR3535 à 3g/L après 24h d’exposition. Après 48h d’exposition, elle est de 46,5% pour la CLO 

seule contre 81,3% pour l’association avec l’IR3535 à 3g/L. Enfin, sur les larves de la souche 

KdrKis, la mortalité est en moyenne de 10,4% pour la CLO seule contre 60,7% pour l’association 

avec l’IR3535 à 3g/L après 24h d’exposition. Après 48h d’exposition, elle est de 55,1% pour la 

CLO seule contre 92,0% pour l’association avec l’IR3535 à 3g/L. Ce constat est le même lorsque 

l’IR3535 est associé à la CLO à la CL30 excepté sur la souche Kis où la concentration optimale 

d’IR3535 est de 2 à 3g/L.  

 

Ces résultats positionnent l’IR3535 comme un agent synergisant de choix pour développer 

et optimiser de nouvelles stratégies de lutte chimique. Cependant, nous avons observé que l’effet 

synergique peut présenter une certaine hétérogénéité entre les souches pour la même 

concentration d’IR3535 et de CLO. Dans notre stratégie, le contrôle de la [Ca2+]i est un élément 

primordial pour le succès de la potentialisation de l’effet insecticide et pour ne pas induire un 

effet antagoniste. Cet effet antagoniste a déjà été montré in vitro dans les neurones DUM de 

blatte P. americana. Dans ce modèle, l’IR3535 potentialise l’effet du thiaclopride dans une gamme 

de concentrations de 10nM à 1µM alors qu’à plus forte concentration l’effet insecticide est réduit 

(Moreau et al., 2020). Or, l’IR3535 est responsable d’une élévation de la [Ca2+]i en tant qu’agent 

synergisant, mais il a été prouvé que la CLO était également responsable d’une entrée de calcium 

dans le même modèle neuronal et sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis (Calas-
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List et al., 2013; El-Adouzi et al., 2020). Selon la souche de moustique et les concentrations 

d’IR3535 et de CLO utilisées, la [Ca2+]i pourrait, par exemple, être trop faible pour potentialiser 

l’effet insecticide. Comme indiqué dans l’introduction, il a été montré sur les neurones DUM de la 

blatte P. americana et sur les neurones isolés de moustiques Kis et AcerKis que l’IR3535 a un 

effet non monotone sur l’élévation de calcium intracellulaire en fonction de la concentration. On 

peut donc penser que l’effet non monotone de l’IR3535 est aussi impliqué dans l'hétérogénéité 

de l’effet synergique observée en fonction de la concentration de CLO et de la souche de 

moustique. En prenant en considération ces données, il n’est donc pas étonnant que selon le ratio 

de concentration entre l’IR3535 et la CLO, l’effet synergique ne soit pas toujours observé.  

 

De futures expérimentations devront être réalisées afin de déterminer le ratio de 

concentration entre l’IR3535 et le néonicotinoïde le plus optimal pour éviter d’atteindre un effet 

antagoniste. Ce ratio doit permettre de contrôler les populations d'An. gambiae à la fois sensibles 

et résistantes aux insecticides en utilisant les concentrations les plus faibles de chacun des 

composés démontrant une efficacité maximale. 

 

Nos résultats préliminaires montrent que dans la gamme de concentrations d’IR3535 

testée, celui-ci induit systématiquement une potentialisation de l’effet du TRIF à la CL50 à 48h sur 

les larves de moustiques Kis. L’effet synergique le plus important est obtenu pour une 

concentration de 3g/L d’IR3535 en association avec le TRIF qui induit une mortalité de 41,2% 

contre 14,0% pour le TRIF seul après 24h d’exposition. Après 48h d’exposition, la mortalité à la 

même concentration est de 73,9% pour l’association contre 36% pour la TRIF seul. Encore une 

fois, l’IR3535 joue parfaitement son rôle d’agent synergisant pour un insecticide qui agit sur les 

nAChRs. Dans des expérimentations futures, il sera impératif de tester la combinaison de l’IR3535 

et du TRIF sur les larves de moustiques AcerKis et KdrKis puisque ce sont ces souches résistantes 

aux insecticides qui présentent le plus d’intérêt en santé publique. En nous appuyant sur les 

résultats que nous avons obtenus in vitro sur les neurones isolés de deux souches de moustiques 

résistantes, il paraît raisonnable de penser que la combinaison avec l’IR3535 potentialisera l’effet 

du TRIF de la même manière pour les larves résistantes.  

 

Les résultats obtenus in vivo sont très encourageants et confortent le principe d’utiliser des 

agents synergisants pour optimiser l’efficacité des insecticides. L’association du TRIF ou de la 

CLO avec l’IR3535 est donc une piste à explorer pour développer de nouvelles stratégies de LAV. 

L’étude des effets d’une triple association de ces composés pourrait constituer un projet de 
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recherche qui aurait pour but d’améliorer l’effet insecticide et de réduire les concentrations 

utilisées. 

 

A l’issu de ce travail de thèse, comme indiqué ci-dessus, de nombreuses perspectives de 

recherche sont envisagées. Pour limiter un éventuel effet répulsif et prolonger l’effet de 

l’association IR3535/CLO et IR3535/TRIF, des procédés de micro- ou de nanoencapsulation 

peuvent être utilisés. Le DEET a déjà été microencapsulé et a montré que les moustiquaires 

imprégnées avec ces microcapsules conservent leur efficacité plus longtemps contre A. albopictus 

et pour un grand nombre de lavages (Yao et al., 2015). Ce procédé pourrait donc être rapporté 

à l’IR3535 et aux insecticides que nous avons utilisés dans nos travaux. De plus, un nouveau 

procédé de formulation en spray nommé FFAST pour « Film Forming Aqueous Spray » a été 

récemment développé par Bayer pour la deltaméthrine. Les gouttelettes, contenant la 

formulation, émises par la buse des pulvérisateurs sont recouvertes par de longues chaînes alcool 

qui limitent l’évaporation et ralentissent la diffusion des insecticides dans le milieu. Les 

associations IR3535/CLO ou IR3535/TRIF pourront être testées en application larvicide dans des 

gîtes larvaires naturels ou artificiels représentatifs dans des conditions expérimentales contrôlées 

(OMS, 2005). Concernant la lutte adulticide, il a déjà été montré que la CLO et le TRIF sont 

adaptés pour être utilisés avec le RME (Rapeseed Methyl Ester), un adjuvant qui agit comme 

mouillant et adhésif sur de nombreuses surfaces (Lees et al., 2019). Comme dit précédemment, 

l’effet des formulations à base de CLO en pulvérisation intra-domiciliaire comme 

SumiShield® 50WG  et Fludora™ Fusion WP-SB est déjà connue, mais pas celui des associations 

IR3535/CLO ou IR3535/TRIF qui pourraient être très prometteuses pour ce type d’application. La 

première étape serait donc de mener des bioessais qui évaluent l’efficacité de l’association via le 

contact tarsal (Lees et al., 2019). Il existe des tests de sensibilité aux insecticides développés 

par l’OMS réalisés dans des tubes contenant des papiers imprégnés d’insecticides. D’autres tests 

ont été développés par le CDC et sont réalisés dans des bouteilles dont la paroi interne est 

imprégnée avec les insecticides. Des doses diagnostiques qui tuent 100% des moustiques après 

un temps d’exposition donné peuvent alors être déterminées. Plus largement, il faudrait tester 

leur efficacité sur d’autres espèces vectrices d’agents pathogènes d’anophèles, d’Aedes et de 

Culex, sur des souches sensibles et résistantes aux insecticides.  

 

Enfin, même si la fréquence de la résistance aux néonicotinoïdes est faible au moment du 

déploiement de stratégies basées sur ces insecticides, il est primordial d’implémenter ces 

nouvelles stratégies de manière raisonnée et d’anticiper l’émergence de résistances. Des tests 

sur le terrain permettraient de suivre la résistance aux néonicotinoïdes qui existe à faible 



Discussion et perspectives 

Page | 179  
 

fréquence dans les populations d’anophèles sauvages (Fouet et al., 2020; Zoh et al., 2021). Bien 

que les néonicotinoïdes ne soient pas encore beaucoup utilisés en LAV, ils sont encore 

fréquemment utilisés en agriculture sans restrictions en Afrique et les moustiques sauvages y 

sont exposés en petites quantités. Avant d’être utilisée sur le terrain, toute formulation doit 

montrer un profil écotoxicologique acceptable. Pour évaluer ce profil, des tests OCDE sur 

organismes aquatiques tels que les chironomes et les daphnies, ainsi que des tests 

écotoxicologiques sur abeilles devront être réalisés (OECD, 2012; Ducrot et al., 2014).  

 

Conclusions 

 

 Nous rapportons pour la première fois l’existence de mécanismes de compensation 

cellulaires et moléculaires qui affectent les propriétés fonctionnelles des nAChRs exprimés par les 

neurones isolés de moustiques résistants qui présentent des mutations qui ne touchent pas ces 

récepteurs. Il faut noter que ces mécanismes sont spécifiques et différents entre les deux souches 

résistantes étudiées dans ce travail et qu’ils modulent l’effet de certains insecticides. Cela nous 

pousse à reconsidérer la résistance par mutation de cible comme étant plus qu’une substitution 

d’un acide aminé par un autre qui réduit son affinité avec l'insecticide.  

 

 En se basant sur les résultats obtenus dans le cadre de cette thèse, nous pouvons 

proposer deux stratégies solides totalement nouvelles en LAV basées sur l’utilisation de la CLO 

et du TRIF en association avec l’IR3535 sur les larves de moustiques. Ces stratégies doivent être 

sérieusement considérées dans des plans de lutte intégrée et en rotation avec d’autres 

insecticides. La lutte larvicide est en effet très complémentaire à l’utilisation des moustiquaires 

imprégnées d’insecticides et des pulvérisations intra-domiciliaires pour atteindre un haut niveau 

de contrôle des populations de moustiques vecteurs d’agents pathogènes.  
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Titre : Etude des mécanismes de compensation moléculaires et cellulaires associés aux 
résistances ace-1R et kdr pour l’optimisation d’une stratégie de lutte contre les moustiques 

vecteurs d’agents pathogènes. 

 

Mots clés : Anopheles gambiae – Résistance – Mécanismes de compensation – Récepteur 

cholinergique nicotinique – Insecticide – Agent synergisant 

Résumé : De nos jours, la lutte anti-vectorielle 
s’appuie principalement sur l’utilisation des insecticides. 
Cependant, l’apparition de résistances au sein des 
populations de moustiques réduit l’efficacité de ces 
molécules. A l’aide d’une approche multidisciplinaire 
réalisée in vitro sur des neurones isolés de trois 
souches de moustiques Anopheles gambiae, une 
souche sensible (Kis) et deux souches résistantes aux 
insecticides de type organophosphorés/carbamates 
(AcerKis) et pyréthrinoïdes (KdrKis), il a été possible de 
montrer pour la première fois qu’il existe des 
mécanismes de compensation cellulaires et 
moléculaires associés aux résistances ace-1R sur 
l’acétylcholinestérase et kdr sur le canal sodium 
dépendant du potentiel. Ces mécanismes doivent être 
considérés pour adapter des stratégies de lutte 
chimique car ils affectent les propriétés  

électropharmacologiques des récepteurs cholinergiques 
de type nicotinique. Ils modulent l’effet de l’acétylcholine, 
le neurotransmetteur endogène, mais aussi de la 
clothianidine, un insecticide néonicotinoïde agoniste de 
ces récepteurs. Au contraire, l’effet du triflumézopyrime, 
un insecticide mésoionique antagoniste compétitif de ces 
récepteurs ne semble pas affecté par ces mécanismes de 
compensation. Cette étude a été complétée par des tests 
toxicologiques comparatifs réalisés in vivo sur les larves 
de ces trois souches. Les effets de la clothianidine et du 
triflumézopyrime ont été testés seuls et associés au 
répulsif IR3535, utilisé comme agent synergisant pour 
optimiser l’efficacité du traitement. Les deux associations 
ont montré un effet synergique fort, justifiant l’intérêt de 
les proposer comme nouvelles stratégies de lutte. 

 

  

Title : Study of molecular and cellular compensation mechanisms associated with ace-1R and 

kdr resistances for the optimization of a vector control strategy  

Keywords : Anopheles gambiae – Resistance – Compensatory mechanisms – Nicotinic acetylcholine 
receptors – Insecticide – Synergistic agent 

Abstract : Nowadays, vector control is mainly based 
on the use of insecticides. However, the emergence of 
resistance within mosquito populations reduces the 
effectiveness of these molecules. Using a 
multidisciplinary approach carried out in vitro on 
neurons isolated from three strains of Anopheles 
gambiae mosquitoes, one sensitive strain (Kis) and 
two strains resistant to organophosphate/carbamate 
(AcerKis) and pyrethroid (KdrKis) insecticides, we 
showed for the first time that some cellular and 
molecular compensatory mechanisms are associated 
with ace-1R resistance on acetylcholinesterase and 
kdr resistance on the potential-dependent sodium 
channel. These mechanisms must be considered to 
adapt chemical control strategies because they affect  

the electropharmacological properties of nicotinic 
acetylcholine receptors. They modulate the effect of 
acetylcholine, the endogenous neurotransmitter, but also of 
clothianidin, a neonicotinoid insecticide agonist of these 
receptors. On the contrary, the effect of triflumezopyrim, a 
mesoionic insecticide competitive antagonist of these 
receptors does not seem to be affected by these 
compensatory mechanisms. This study was completed by 
comparative toxicological tests carried out in vivo on the 
larvae of these three strains. The effects of clothianidin and 
triflumezopyrim were tested alone and in combination with 
the repellent IR3535, which was used as a synergistic agent 
to optimize treatment efficacy. Both combinations showed a 
strong synergistic effect, justifying the interest to propose 
them as new control strategies. 

 
 


