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2023 Résumé : 

 

Pour lutter contre les maladies transmises par des vecteurs, comme les moustiques, quand il n'y 
a pas de vaccins ou de médicaments, on se concentre souvent sur le contrôle de la population 
des vecteurs. Cela signifie comprendre comment ces populations fonctionnent, leur diversité, 
leurs échanges et comment elles s'adaptent localement. Étant donné que le contrôle des insectes 
vecteurs dépend souvent de l'utilisation d'insecticides, il est crucial d'évaluer leur résistance à 
ces produits chimiques. 

Dans cette thèse, nous avons examiné les populations naturelles de Culex pipiens, un moustique 
vecteur d'arbovirus au Maroc. Nous avons notamment étudié la diversité de ces moustiques en 
Afrique du Nord en analysant des caractéristiques telles que la capacité à pondre sans avoir pris 
de repas de sang, le type d'habitat, et des marqueurs génétiques spécifiques. Nos résultats 
remettent en question l'existence de certaines formes moléculaires de C. pipiens en Afrique du 
Nord. 

Nous avons également mesuré la résistance de ces moustiques à différents insecticides, identifié 
les gènes responsables de cette résistance, et cartographié leur répartition à travers le Maroc. 
Nous avons constaté une résistance généralisée à tous les insecticides dans toutes les populations 
étudiées, bien que des variations locales soient présentes en raison des différentes méthodes 
d'utilisation des insecticides. 

Enfin, nous avons examiné comment l'activité humaine, telle que l'agriculture et l'urbanisation, 
influence la résistance des moustiques aux insecticides. En utilisant des approches spatiales et 
temporelles, nous avons montré que ces activités humaines jouent un rôle crucial dans la 
sélection des mutations responsables de la résistance, avec des différences selon les endroits et 
au fil du temps. 

Cette thèse représente donc une contribution importante à notre compréhension du vecteur C. 
pipiens au Maroc. Les données de références produites permettront la nécessaire poursuite des 
recherches, pour une meilleure compréhension évolutive et une gestion efficace des populations 
de C. pipiens dans le contexte épidémiologique marocain, et apportent des éléments décisifs 
pour la conception et la mise en œuvre de programmes raisonnés de lutte antivectorielle. 

 

Mots clés : Vecteur, diversité taxonomique, pipiens, molestus, autogénie, résistance aux 
insecticides, anthropisation, sélection, adaptation, évolution, Maroc. 
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Résumé 
Pour lutter contre les maladies transmises par des vecteurs, comme les moustiques, quand il n'y 

a pas de vaccins ou de médicaments, on se concentre souvent sur le contrôle de la population 

des vecteurs. Cela signifie comprendre comment ces populations fonctionnent, leur diversité, 

leurs échanges et comment elles s'adaptent localement. Étant donné que le contrôle des insectes 

vecteurs dépend souvent de l'utilisation d'insecticides, il est crucial d'évaluer leur résistance à 

ces produits chimiques. 

Dans cette thèse, nous avons examiné les populations naturelles de Culex pipiens, un moustique 

vecteur d'arbovirus au Maroc. Nous avons notamment étudié la diversité de ces moustiques en 

Afrique du Nord en analysant des caractéristiques telles que la capacité à pondre sans avoir pris 

de repas de sang, le type d'habitat, et des marqueurs génétiques spécifiques. Nos résultats 

remettent en question l'existence de certaines formes moléculaires de C. pipiens en Afrique du 

Nord. 

Nous avons également mesuré la résistance de ces moustiques à différents insecticides, identifié 

les gènes responsables de cette résistance, et cartographié leur répartition à travers le Maroc. 

Nous avons constaté une résistance généralisée à tous les insecticides dans toutes les 

populations étudiées, bien que des variations locales soient présentes en raison des différentes 

méthodes d'utilisation des insecticides. 

Enfin, nous avons examiné comment l'activité humaine, telle que l'agriculture et l'urbanisation, 

influence la résistance des moustiques aux insecticides. En utilisant des approches spatiales et 

temporelles, nous avons montré que ces activités humaines jouent un rôle crucial dans la 

sélection des mutations responsables de la résistance, avec des différences selon les endroits et 

au fil du temps. 

Cette thèse représente donc une contribution importante à notre compréhension du vecteur C. 

pipiens au Maroc. Les données de références produites permettront la nécessaire poursuite des 

recherches, pour une meilleure compréhension évolutive et une gestion efficace des populations 

de C. pipiens dans le contexte épidémiologique marocain, et apportent des éléments décisifs 

pour la conception et la mise en œuvre de programmes raisonnés de lutte antivectorielle. 

 

Mots clés : Vecteur, diversité taxonomique, pipiens, molestus, autogénie, résistance aux 

insecticides, anthropisation, sélection, adaptation, évolution, Maroc. 
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Abstract 
In order to limit the impact of vector-borne diseases, and in the absence of vaccines or drugs, 

the main strategy remains the control of their vector populations, such as mosquitoes. Effective 

management of these populations requires understanding their dynamics, diversity, exchanges 

and local adaptations. In particular, as the control of arthropod-vector populations still mostly 

relies on the use of insecticides, it is particularly important to assess adaptations to these 

insecticides, i.e. resistance.  

In this PhD thesis, we studied natural populations of Culex pipiens, the main vector of different 

arboviruses in Morocco. In particular, we sought to understand the diversity of this species 

complex in North Africa, by assessing the association between autogeny (ability attributed to 

females from the molestus molecular form to lay a first clutch without a blood meal), using a 

novel ovarian dissection approach, habitat (above/underground), and alleles of the CQ11 locus, 

considered diagnostic of the pipiens or molestus forms. This study revealed no association 

between these factors, thus casting doubt on the very existence of these molecular forms of C. 

pipiens in North Africa.   

We also measured the levels of resistance to different insecticide families and identified the 

resistance alleles, as well as their geographical distribution across Morocco. This first overview 

shows a generalized presence of resistance to all insecticide families, all resistance alleles being 

found in all populations studied, despite local specificities probably related to insecticide 

treatment methods.   

Finally, we tried to evaluate the role of anthropization in the selection of resistance, through a 

spatial approach, along transects around several large Moroccan cities, and a temporal 

approach, by following the evolution of alleles over four years. We thus revealed the 

fundamental role of agriculture and urbanization in the selection of mutations involved in 

resistance, despite differences between loci.   

This thesis therefore represents an important contribution to our understanding of the C. pipiens 

vector in Morocco. The reference data produced will allow the necessary continuation of 

research, for a better evolutionary understanding and an efficient management of C. pipiens 

populations in the Moroccan epidemiological context, and bring decisive elements for the 

design and implementation of reasoned vector control programs. 

Key words: Vector, taxonomic diversity, pipiens, molestus, autogeny, insecticide resistance, 

anthropization, selection, adaptation, evolution, Morocco. 
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صخلم  
 

 زیكرتلا متی ،ةیودأ وأ تاحاقل كانھ نوكت لا امدنعو ،ضوعبلا لثم ،لقاونلا قیرط نع لقتنت يتلا ضارملأا ىلع ةرطیسلل

 مھفیكت ةیفیكو مھتلادابتو مھعونتو ناكسلا ءلاؤھ لمع ةیفیك مھف ينعی اذھو .لقاونلا تاعومجم ىلع ةرطیسلا ىلع اًبلاغ

 مییقت مھملا نمف ،ةیرشحلا تادیبملا مادختسا ىلع نایحلأا نم ریثك يف دمتعت تارشحلا لقاون ةحفاكم نأ امبو .اًیلحم

.ةیئایمیكلا داوملا هذھل اھتمواقم  

 

 يف ةیلصفملا تاسوریفلل ةلقان ةضوعب يھو ،سنییپیپ .ك ةضوعبل ةیعیبطلا تاعمجتلا صحفب انمق ،ةحورطلأا هذھ يف

 ةردقلا لثم ،ھصئاصخ لیلحت للاخ نم ایقیرفأ لامش يف ضوعبلا اذھ عونت ةساردب انمق ،صوصخلا ھجو ىلعو .برغملا

 لاكشأ دوجو لوح تلاؤاستلا ریثت انجئاتن .ةددحم ةیثارو تاملاعو ،نطوملا عونو ،مد ةبجو لوانت نود ضیبلا عضو ىلع

.سنییپیپ .ك نم ةنیعم ةیئیزج ایقیرفأ لامش يف   

 

 انمسرو ،ةمواقملا هذھ نع ةلوؤسملا تانیجلا انددحو ،ةفلتخملا ةیرشحلا تادیبملل ضوعبلا اذھ ةمواقم سایقب اضًیأ انمقو

 تاعومجملا عیمج يف ةیرشحلا تادیبملا عیمجل قاطنلا ةعساو ةمواقم اندجو دقل .برغملا ءاحنأ عیمج يف اھعیزوت ةطیرخ

.ةیرشحلا تادیبملا مادختسا قرط فلاتخا ببسب ةیلحم تافلاتخا دوجو نم مغرلا ىلع ،اھتسارد تمت يتلا ةیناكسلا . 

 .ةیرشحلا تادیبملل ضوعبلا ةمواقم ىلع ،رضحتلاو ةعارزلا لثم ،يرشبلا طاشنلا ریثأت ةیفیك ةساردب انمق ،اریخأو

 نع ةلوؤسملا تارفطلا رایتخا يف امًساح ارًود بعلت ةیرشبلا ةطشنلأا هذھ نأ انرھظأ ،ةینامزلاو ةیناكملا بیلاسلأا مادختساب

.تقولا رورم عمو عقاوملا نیب تافلاتخا دوجو عم ،ةمواقملا  

 

 ةجتنملا ةیعجرملا تانایبلا حمستس .برغملا يف سنییپیپ .ك تلاقانل انمھف يف ةمھم ةمھاسم ةحورطلأا هذھ لثمت يلاتلابو

 يئابولا قایسلا يف  سنییپیپ.ك تاعومجمل ةلاعف ةرادإو لضفأ يروطت مھف لجأ نم ،ثحبلل يرورضلا رارمتسلااب

.ضارملأا تلاقان ةحفاكمل ةیقطنم جمارب ذیفنتو میمصتل ةمساح رصانع ریفوتو ،يبرغملا  
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Préambule 

          Au cours de cette thèse, je me suis intéressée aux populations marocaines du moustique 

Culex pipiens. Ce moustique, outre ses nuisances importantes (les femelles nous piquent la nuit 

pour se nourrir de notre sang!), est le vecteur de plusieurs virus responsables de diverses 

maladies humaines et animales.  

           J'ai débuté cette thèse il y a maintenant 5 ans, son déroulement ayant été particulièrement 

impacté par la pandémie de COVID. Mon plan initial était d’étudier les mécanismes de 

résistance chez deux espèces de moustiques d’intérêt médical, C. pipiens (principal vecteur du 

virus du Nil Occidental au Maroc) et Aedes albopictus (vecteur des virus de la Dengue et du 

Chikungunya) qui avait été récemment détecté à Rabat à cet époque récemment. Ce travail de 

recherche devait à l'origine se faire uniquement en collaboration entre le Laboratoire de 

Biologie et Santé au sein de la Faculté des Sciences Ben M’sik de Casablanca, sous la direction 

du Pr. Hassan Taki, et le Laboratoire de Maladies Vectorielles à l’Institut Pasteur du Maroc, 

encadrée par le Dr. M’hammed Sarih. Néanmoins, deux mois après le début de ma thèse, nous 

avons accueilli dans notre laboratoire le Pr. Pierrick Labbé et la Dr. Mylène Weill de l’Institut 

des Sciences de l’Evolution de Montpellier (ISEM) de l'Université de Montpellier en France, 

pour un court séjour d'échange scientifique. Ce laboratoire étant une référence internationale 

dans le domaine de la résistance aux insecticides, en particulier chez C. pipiens, et afin de me 

mettre dans les meilleures dispositions dès le début de ma thèse, le Dr. Sarih les avait contactés 

pour nous (trois doctorantes à l'époque) former à l'analyse des bioassays (l'analyse des relations 

dose/mortalité) et pour discuter en particulier des objectifs et des méthodes pour mes travaux.  

Cette rencontre a significativement changé les choses, puisque qu'à la fin de cette rencontre, 

j'avais gagné un nouvel encadrant, le Pr. Labbé; ma thèse a ainsi pris une dimension 

internationale, à cheval entre les deux rives de la Méditerranée, avec plusieurs séjours longs à 

Montpellier! 

          Dans les premiers mois, nous avons décidé d'établir un premier état des lieux de la 

résistance aux insecticides du moustique C. pipiens au Maroc, puisque les techniques 

nécessaires étaient toutes disponibles (largement éprouvées à l'ISEM), pensant développer 

ensuite une approche similaire pour Ae. albopictus. Avec le Dr. Sarih, dont la disponibilité et 

l'entregent ont été déterminants, nous avons ainsi lancé une large collecte d'échantillons de 

moustique à travers le Maroc. Le Dr Sarih m'a ainsi appris à trouver les gîtes et identifier les 

espèces de moustiques, il m'a mis en relation avec les délégations des différentes régions pour 

nous coordonner avec les bureaux d’hygiène qui traitent les gites de nuisance. Le Dr. Sarih a 
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aussi mis à ma disposition et m'a donné les moyens pour travailler au sein du Laboratoire de 

Maladies Vectorielles à l’Institut Pasteur du Maroc. J'ai ainsi pu ramener les échantillons 

vivants au laboratoire, réaliser les bioassays et commencer les génotypages sous la direction 

bienveillante du Dr. Sarih, et l'aide à distance du Pr. Labbé. 

          Le Dr. Sarih a rapidement jugé qu'il serait bénéfique pour moi d'être sur place pour 

acquérir de nouvelles compétences, en particulier pour l'analyse statistique de mes données 

(mais aussi pour finir plus rapidement certaines analyses moléculaires perturbées par les 

difficultés d'approvisionnement en réactifs au Maroc), et il a alors arrangé mon premier séjour 

à Montpellier au sein du laboratoire du Pr. Labbé (l'ISEM ayant en outre proposé de nous aider 

à financer ce séjour).  

          Ce séjour (et les suivants) a été une expérience incroyablement riche, tant sur le plan 

humain que scientifique, et ils ont eu un effet décisif sur la suite de mes travaux, à la fois au 

niveau matériel (lorsque la situation mondiale s'est soudain tendue avec la pandémie), mais 

aussi dans le déroulement scientifique de ma thèse avec l'ouverture d'opportunités imprévues. 

A l’ISEM j’ai découvert un nouvel univers, où la recherche se fait différemment. Après avoir 

surpassé ma timidité initiale, mise à l'aise par la gentillesse et l'accueil chaleureux de cette 

nouvelle équipe, j'ai commencé à discuter les idées, et j'ai pu demander de l’aide, non seulement 

à mon encadrant mais aussi à toute l’équipe (et la recevoir, toujours avec empressement et 

bienveillance).  

          Après ce départ enthousiasmant et des premiers résultats rapides, je pensais terminer cette 

thèse sans souci en 3 ans! Mais les circonstances en ont voulu autrement! La pandémie de 

COVID-19 a tout changé, créant de nombreux obstacles, en particulier en ce qui concerne la 

mobilité. Les restrictions de voyage, les fermetures de frontières et les quarantaines obligatoires 

ont rendu difficile la poursuite des travaux dans cette période: les échantillonnages de 

moustiques prévus à travers le Maroc ont dû être reportés, le déplacement entre les villes étant 

interdits, et l'approvisionnement en réactifs est devenu impossible dès fin-2019 et jusqu'en 

début 2022.  

          Néanmoins, avec l'aide et le soutien indéfectibles du Dr. Sarih, je me suis acharnée et j'ai 

pu obtenir presque chaque année des échantillons des sites dont nous voulions suivre la 

dynamique des gènes de résistance, et réaliser un vaste plan d'échantillonnage autour de ces 

sites initiaux pour évaluer la distribution spatiale de la résistance, et ses causes. J’ai aussi 

participé à des travaux concernant la surveillance du Virus du Nil Occidental chez C. pipiens 

au Maroc et des études sur le Sars-Cov-2, dont je suis co-autrice. 
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          Pendant cette période, les voyages en France aussi étaient impossibles, et le sont restés 

longtemps (jusqu'au début 2022?). Néanmoins, en tant que doctorante, et avec l'aide et le 

soutien du Dr. Sarih, j'ai pu bénéficier au tout début 2021 d'une autorisation pour un séjour en 

France de 4 mois, ce qui m'a permis de relancer mes travaux à l'ISEM, où une vie quasi normale 

avait repris. Au vu des conditions, le Dr. Sarih et le Pr. Labbé ont jugé opportun de prévoir un 

dernier séjour peu de temps après mon retour au Maroc, mais le Maroc et la France ayant une 

nouvelle fois refermé leurs frontières, j’ai attendu 9 mois pour revenir, pour 6 mois de nouveau.  

          Au final, cette situation catastrophique, qui aurait pu mettre un terme à l'aventure, a 

néanmoins eu des retombées très positives. Séjour après séjour au sein de l'ISEM, j'ai pu 

constater mon évolution au niveau scientifique comme personnel: développant mes 

compétences techniques et théoriques et plus généralement mon esprit scientifique, j’ai 

commencé à prendre des décisions concernant les voies de recherche, appris à faire des 

hypothèses et à les explorer, à analyser les données et à écrire des articles scientifiques. Bref, 

j'ai appris le métier de scientifique, sous l'encadrement du Pr. Pierrick Labbé et, bien qu'à 

distance, du Dr. Sarih, avec les conseils bienveillants de la Dr. Weill, et aidée par toute l'équipe 

du laboratoire. J'ai aussi tissé des liens forts avec les autres doctorants du laboratoire, 

maintenant des amis, et nous nous sommes entraidés tout au long de cette période compliquée. 

J’ai même eu l'opportunité et la chance de co-encadrer avec le Pr. Labbé une doctorante 

algérienne, Imen Halimi, et de lui transmettre ce que j'avais appris (malgré des difficultés 

personnelles qui l'empêche pour le moment de continuer, un article est en cours de rédaction 

dont je serai co-autrice).  

          C'est aussi pendant cette période que j'ai pu rencontrer et travailler avec Yuki Haba 

(doctorant) et la Dr. Lindy McBride de l’Université de Princeton-USA et la Dr. Megan Fritz de 

l’Université de Maryland-USA, qui m'ont permis d'étendre mon sujet initial une nouvelle fois 

vers d'autres questions. Je me suis ainsi intéressée à la diversité taxonomique de C. pipiens et 

aux adaptations spécifiques des différents taxons. Grâce à eux j'ai pu exploiter un nouveau volet 

de recherche concernant l’évolution et l’adaptation. Nous avons travaillé avec eux ensemble à 

distance pendant 2 ans avant de pouvoir se rencontrer en personne lors d'un congrès 

international à Kolymbari-Greece à l'été 2022. Au-delà du cadre merveilleux, ce congrès a été 

une nouvelle opportunité décisive, puisque j'ai pu rencontrer des experts scientifiques dans le 

domaine des vecteurs venus du monde entier pour partager un large éventail d’informations et 

de connaissances, de la biologie moléculaire aux applications, en passant par l'évolution. C’était 

aussi la première fois que je partageais mes résultats de recherche à l’international, une 

expérience particulièrement intéressante et formatrice. 
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          Après cette mise en contexte, il est temps d'aborder plus en profondeur les travaux 

scientifiques que j'ai pu réaliser, puisque malgré tous ces obstacles, tous ces revirements, et 

grâce à toutes ces rencontres, j'ai finalement réussi à aller au bout, ce manuscrit en est la preuve. 

Il est organisé en 4 chapitres:  

- Dans le premier chapitre, je propose une revue de la littérature sur l'ensemble des 

questions abordées au cours de cette thèse. 

- Le deuxième chapitre présente les travaux réalisés avec les collègues américains sur 

l’association entre l’autogénie et les formes moléculaires du complexe C. pipiens s.s. 

au Maroc. Un article présentant ces travaux a été publié en 2022 dans la revue 

internationale à comité de lecture Parasites and vectors. 

- Le troisième chapitre présente un premier état des lieux et une cartographie de la 

résistance aux principales familles d'insecticides chez C. pipiens au Maroc. Un article 

présentant ces travaux a été publié en 2021 dans la revue internationale à comité de 

lecture Pest management science. 

- Le dernier chapitre présente nos travaux pour approfondir cette première étude, en 

mettant en relation l'impact de l'anthropisation sur la résistance, et la dynamique de 

cette résistance au Maroc. Un article présentant ces travaux est actuellement soumis à 

la revue internationale à comité de lecture PLoS One. 

          Je terminerai cette présentation par une conclusion générale qui essaiera de faire le lien 

entre ces travaux en montrant comment ces travaux s'insèrent dans une compréhension 

fondamentale de l'évolution des espèces, mais aussi comment des études de ce type sont 

nécessaires pour lutter efficacement et durablement contre les maladies transmissibles. 
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Introduction générale 
L’importance croissante des maladies vectorielles émergentes et ré-émergentes est observée en 

santé animale et en santé publique. Les facteurs d’émergence sont les changements globaux 

dont le réchauffement climatique, les mouvements commerciaux, le changement des pratiques 

agricoles, urbanisation des milieux naturels (McMichael, 2004). Les changements climatiques 

pourraient avoir un impact direct sur la bio-écologie des Arthropodes vecteurs et favoriser la 

pullulation (Caminade et al., 2014; Paz, 2015; Tjaden et al., 2017).  l’apparition ou la disparition 

de certaines espèces pouvant être à l’origine de la réémergence ou de l’émergence de maladies 

vectorielles telles que la dengue, la fièvre de la vallée du Rift, la fièvre du Nil occidental (West 

Nile Virus), le chikungunya, Malaria, la Borréliose à tique, Rickettsiose etc… . Le contrôle des 

maladies à transmission vectorielle consiste à empêcher la transmission des agents pathogènes 

à travers des vecteurs hématophages tels que les tiques, les puces et les moustiques. Ces 

maladies représentent un problème majeur de santé publique, elles sont responsables de plus de 

17% de la charge mondiale des maladies infectieuses, et présente plus d’un million de décès 

chaque année (WHO and UNICEF, 2017). 

Au Maroc, plusieurs épizooties du virus du Nil Occidentale ont été déclarées au cours des 

dernières années dans plusieurs régions et qui a causé d’importants dégâts ( Tber Abdelhaq, 

1996; Schuffenecker et al., 2005; El Rhaffouli et al., 2012; Assaid et al., 2020, 2021). VNO est 

principalement transmis par les piqures de moustiques infectés, en particulier par les 

moustiques du genre Culex. Le complexe des espèces Culex pipiens est le principal vecteur de 

ce virus, notamment dans les zones urbaines et péri-urbaines. 

Les moustiques de Culex pipiens ont tendance à se reproduire dans des zones d’eau stagnante 

et de matières organiques en décomposition.  Le complexe C. pipiens comprend deux espèces 

très répandu dans le monde ; tandis que Culex quinquefasciatus est plus commun dans les 

régions tropicales, Culex pipiens s.s est une espèce commune dans les zones tempérées ( Knight, 

1977; Vinogradova, 2000; Farajollahi et al., 2011). 

Culex pipiens s.s se présente sous deux formes, pipiens et molestus, qui sont 

morphologiquement identiques mais présentant des différences comportementales et 

physiologiques (Vinogradova, 2000), ces deux formes coexistent au Maroc et s’hybrident 

(Amraoui et al., 2012). Les deux formes sont bien définies dans la partie nord de la répartition 

de l'espèce, où l'autogénie est strictement associée à la forme molestus. Cependant, la question 

de savoir si les deux restent distincts et montrent les différences caractéristiques de 

comportement est moins claire en Afrique du Nord, à la limite sud de leur aire de répartition 
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(Haba and McBride, 2022). 

Au Maroc, Culex pipiens est l’un des espèces de moustiques les plus courantes et est connu 

pour être vecteur du VNO. A l’heure actuelle, il n’existe pas de vaccins ou de traitements 

spécifiques pour la plupart des arbovirus. Les mesures préventives telles que la réduction des 

habitats de moustiques, l’utilisation de répulsifs et la surveillance épidémiologique sont les 

principales stratégies pour lutter contre ces maladies. Dans ce contexte, l’utilisation 

d’insecticides joue un rôle clé dans la prévention et le contrôle des maladies à transmission 

vectorielle en réduisant les populations des vecteurs qui transmettent les maladies. Les 

insecticides sont des produits chimiques qui sont utilisés dans différents contextes, notamment 

dans la santé que dans l’agriculture. 

Au Maroc, les insecticides sont largement utilisés, dans les années 1950, le traitement des larves 

a commencé par l’utilisation de DDT, un insecticide organochloré (OC). Cela a été utilisé 

jusqu’en 1978, date à laquelle un insecticide organophosphoré (OP), le téméphos, a été introduit 

(Faraj et al., 2010). Cependant, la lutte contre les moustiques est menacée par la résistance aux 

insecticides. La résistance aux insecticides est un trait héréditaire par sélection des mutations 

génétiques ou des adaptations qui leur permettent de tolérer des doses plus élevées 

d’insecticides, ce qui rend les insecticides moins efficaces pour contrôler les populations ce qui 

menace l’avenir de la lutte antivectorielle. 

La résistance aux insecticides est largement répandue dans le monde, et de multiples 

mécanismes de résistance des moustiques aux insecticides dus à la pression croissante des 

insecticides utilisés dans différents domaines. 

Deux grands groupes de mécanismes de résistance sont reconnus : la résistance métabolique et 

la modification de la cible. Chez C. pipiens (comme chez la plupart des espèces de moustiques), 

la résistance métabolique est un mécanisme par lequel les individus résistants peuvent éliminer 

ou détoxifier les insecticides plus rapidement que chez les individus sensibles par des enzymes 

de détoxifications. Ces enzymes peuvent se lier à l’insecticide et le transformer en un composé 

moins toxique ou le décomposer en molécules moins nocives qui peuvent être ensuite excrétées. 

Les principales classes d’enzymes de détoxifications sont les glutathion-S-transférases, les 

cytochromes P450 oxydases et les estérases (Labbé et al., 2005; Scott et al., 2015; Milesi et al., 

2018).  

La résistance par modification de la cible d’insecticide par lequel les moustiques développent 

des mutations génétiques qui altèrent la structure ou la fonction de la cible, rendant le produit 

inefficace contre ces individus résistants. Les principales modifications ciblées se traduisent 

par une sensibilité réduite à l’insecticide. Chez C. pipiens comme chez d’autres espèces, elles 



 7 

sont dus à des mutations des gènes codant pour des protéines sur lesquelles agissent les 

insecticides. Plusieurs mutations ont été décrites, dont la mutation kdr qui affecte le gène qui 

code pour le canal sodium voltage-dépendant en position 1014 par substitution de la leucine 

(L) à la phénylalanine (F), mutation qui est répandu dans le monde chez plusieurs espèces. Ce 

changement dans la séquence d’acides aminés réduit l’affinité des insecticides PYR et DDT 

pour le canal (Xu et al., 2005). Tandis que la mutation ace-1, confère une résistance aux OP et 

aux carbamates (CX). le gène ace-1 code pour l’enzyme acétylcholinestérase (AChE), deux 

mutations sont connues impliquées dans la résistance : la mutation G119S a été observée chez 

plusieurs espèces de moustiques y compris C. pipiens dans le monde entier (Weill et al., 2004), 

et la mutation F290V a été détectée chez le moustique C. pipiens dans les régions 

méditerranéennes (Alout et al., 2007). Et autre mutation au niveau du récepteur de l’acide 

gamma-aminobutyrique (GABA) codé par le locus Rdl, la mutation A302S confère la résistance 

à la dieldrine (OC) (Tantely et al., 2010). De plus, certains mécanismes permettent la résistance 

à plusieurs molécules insecticides, parfois de familles différentes : cette résistance croisée limite 

fortement le choix d'insecticides alternatifs. Enfin, la résistance aux insecticides influe sur les 

interactions entre les moustiques et les agents pathogènes qu’ils transmettent. Les gènes de 

résistance aux insecticides affectant la compétence vectorielle. 

Cependant, il est important de souligner que la résistance aux insecticides est un problème 

complexe et multidimensionnel. Pour résoudre le problème de la résistance aux insecticides, il 

est important d’élaborer et de mettre en œuvre des stratégies de lutte antivectorielle qui 

intègrent de multiples approches. De plus, de nouveaux insecticides avec différents mode 

d’action devraient être développés et utilisés en rotation pour éviter la sélection de populations 

résistantes. Le programme de suivi et de surveillance sont également essentiels pour la détection 

précoce de la résistance. 

Dans la présente thèse, nous sommes intéressés aux populations marocaines de C. pipiens, 

vecteur potentiel de VNO au Maroc. Nos travaux se concentre en premier lieu sur l’évaluation 

de l’association entre l’autogeny révélée par la dissection ovarienne et la forme moléculaire 

basé sur le marqueur CQ11 chez six populations marocaines de C. pipiens s.s. Puis on a travaillé 

sur la résistance aux insecticides chez C. pipiens au Maroc, dans ce contexte on a fait deux 

études, la première c’était d’évaluer et de cartographier les niveaux de résistance aux quatre 

familles d’insecticide et les différents mécanismes de résistance présents dans les populations 

naturelles du C. pipiens au Maroc. Et la deuxième étude était pour objectif d’étudier si et 

comment l’urbanisation et/ou l’agriculture avaient un impact similaire sur la résistance aux 

insecticides chez 18 populations de C. pipiens au Maroc, et ensuite nous avons évalué les 
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fréquences de quatre allèles de résistance connus dans les échantillons de cinq populations et 

suivi leur dynamique pendant quatre ans. 
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Chapitre I Le complexe Culex pipiens et la résistance aux insecticides 
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I.1 LES MALADIES À TRANSMISSION VECTORIELLE AU 

MAROC 
Une maladie à transmission vectorielle (MTV) est une maladie infectieuse dont l'agent 

pathogène (bactéries, parasites ou virus) réalise une partie de son cycle dans un hôte non-

humain, généralement un invertébré (phlébotomes, tiques, punaises, moustique, etc.); cet hôte 

intermédiaire, ou vecteur, va ainsi véhiculer puis inoculer le pathogène aux humains (Bley, 

2010). La plupart des MTV affectant la santé humaine sont aussi des zoonoses qui nécessitent 

un cycle d'amplification impliquant des vecteurs zoophiles et des hôtes vertébrés autres que 

l'homme (Weaver and Reisen, 2010). Ainsi, les MTV affectent les humains et les animaux qu'ils 

exploitent depuis très longtemps, et sont souvent mortelles. Selon l'Organisation mondiale de 

la santé, ils sont responsables de plus de 17 % des maladies infectieuses, causant plus de 700 

000 décès par an et la majorité de ces décès sont dus à des maladies transmises par les 

moustiques telles que le paludisme et la dengue, la fièvre du Nil Occidental, la fièvre jaune, la 

fièvre à virus Zika. Plusieurs de ces MTV se retrouvent de façon plus ou moins endémique au 

Maroc (WHO, 2020).  

Alors que l'essor des antibiotiques et des insecticides au XXème siècle semblaient devoir les 

faire fortement régresser, les maladies vectorielles émergentes et réémergentes prennent de plus 

en plus d'importance en santé animale et publique 

 

I.1.1 Le paludisme 

Le paludisme, ou "fièvre des marais", est une maladie humaine causée par un parasite 

protozoaire du genre Plasmodium (P.) dont les vecteurs sont les moustiques du genre Anopheles 

(An). Elle cause environ 219 millions de cas dans le monde et est responsable d’environ plus 

de 400 000 décès chaque année (WHO, 2020). Si des traitements existent, aucun vaccin n'est 

pour le moment complètement satisfaisant même si les recherches sont très actives dans ce 

domaine (da Silveira Mariano et al., 2023).  

Jusqu’à la fin de la première moitié du XXème siècle le paludisme présentait une grande 

endémie au Maroc. Néanmoins, les derniers cas autochtones de paludisme ont été enregistrés 

au Maroc en 2004. Par ailleurs, le Maroc présente toujours un risque de réémergence du 

paludisme, du fait de la présence des vecteurs An. labranchiae et An. sergentii dans des zones 

anciennement impaludées et de l’importation régulière des parasites P. falciparum et P. vivax 

(Benabdelkrim Filali et al., 2018). Ainsi, 75 cas importés ont été déclarés en 2007, et encore 54 

entre 2012 et 2016, principalement en provenance d’Afrique subsaharienne (Saoud et al., 2019). 
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En l’absence de chimioprophylaxie généralisée, il est donc nécessaire de renforcer la 

sensibilisation sanitaires des voyageurs en provenance de zones d’endémie. 

 

I.1.2 Le chikungunya et la dengue 

Le chikungunya et la dengue sont des maladies virales à transmission vectorielle, qui se 

manifestent par une fièvre accompagnée par des maux de tête, avec de rares cas de formes 

sévères (Deen et al., 2006). Jusqu’à présent il n’existe ni traitement spécifique ni vaccin contre 

ces maladies. Leurs principaux vecteurs sont les moustiques Aedes (Ae.) aegypti et Ae. 

albopictus (le "moustique tigre")( Kow et al., 2001; Failloux et al., 2002; Lounibos and Kramer, 

2016).  

Au Maroc, Ae. albopictus a été détecté pour la première fois en 2015 à Rabat (Bennouna et al., 

2017), et des cas importés de chikungunya et de dengue ont été diagnostiqués chez des 

voyageurs (Hilali et al., 2019), il y a donc un potentiel fort de transmission autochtone de ces 

virus. 

 

I.1.3 La Fièvre de la Vallée du Rift 

La fièvre de la Vallée du Rift (FVR) est une zoonose virale qui touche principalement le bétail. 

Les êtres humains peuvent néanmoins la contracter, soit par contact avec le sang, les liquides 

corporels ou les tissus des animaux infectés, soit par transmission vectorielle via les moustiques, 

en particulier Culex (C.) pipiens (WHO, 2018). A ce jour, aucun traitement curatif n'existe, 

seuls des traitements symptomatiques peuvent être utilisés pour traiter la fièvre et les douleurs 

corporelles. Si dans la majorité des cas les symptômes disparaissent après deux jours à une 

semaine, une hospitalisation est nécessaire dans les cas graves. Différents vaccins sont 

disponibles pour les animaux ( Heise et al., 2009; Lagerqvist et al., 2009; Faburay et al., 2016), 

mais en revanche aucun n'existe pour la prévention humaine (Petrova et al., 2020). 

Les épidémies de la FVR peuvent avoir des impacts sociaux majeurs, notamment d’importantes 

pertes économiques liées à de fortes réductions des échanges et du tourisme. Différentes 

épidémies et épizooties ont touché l'Afrique: la première recensée a touché du bétail au Kenya 

en 1931; une seconde en 1950-51 a entrainé la mort d’environ 100 000 moutons; en Égypte en 

1977, une épizootie/épidémie a entrainé plus de 600 décès humains (Laughlin et al., 1979);  une 

épizootie/épidémie a également touché le Sénégal en 1987 (Herve, 1997). Elle a depuis été 

signalée dans de nombreux pays africain, avec des intensités plus ou moins fortes (Fig. 1). En 
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septembre 2000, une explosion de FVR a été signalée en Arabie Saoudite et au Yémen, pour la 

première fois hors d'Afrique (Balkhy and Memish, 2003).  

Aucun cas de FVR n'a été signalé à ce jour au Maroc (Arsevska et al., 2016). Cependant, le 

virus circule toujours aux frontières communes avec la Mauritanie où de multiple foyers se sont 

produits en 1987, 1993, 2003 et 2012, entrainant de nombreux décès d’animaux et plusieurs 

décès humains. Une étude sérologique sur des chameaux au sud du Maroc, à la frontière avec 

la Mauritanie, a relevé des sérologies positives chez 15 individus issus des villes Dakhla, Smara 

et Laâyoune (El-Harrak et al., 2011). Une autre épidémie s’est produite en Mauritanie en 

Septembre 2020. L’OMS a donc classé le Maroc comme "Pays à risque d’émergence de la 

FVR" compte tenu les frontières communes avec la Mauritanie. Un rapport de l’Autorité 

européenne de sécurité des aliments de 2020 a également reconnu le risque d’introduction de 

virus de la Mauritanie au Maroc et en Europe (Nielsen et al., 2020). 

 

 

 

Figure 1: La carte de répartition de la Fièvre de la Vallée du Rift (“Répartition 

géographique de l’épidémie de FVR | Fièvre de la vallée du Rift (FVR) | CDC,” 2019). 
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I.1.4 Le virus du Nil Occidental et le virus Usutu 

Le virus du Nil Occidental (VNO) et le virus Usutu (USUV) sont des flavivirus transmis par 

les moustiques. Ces deux virus sont entretenus par un cycle sylvatique entre différentes espèces 

d’oiseaux, en tant qu’hôtes amplificateurs, et les moustiques Culex, en tant que vecteurs 

majeurs (Nikolay, 2015). Les humains et d’autres mammifères peuvent être infectés par des 

moustiques ; cependant ils ne sont pas en mesure de maintenir la transmission, et sont donc des 

cul-de-sacs épidémiologiques (Fig. 2) (Zannoli and Sambri, 2019).  

L’USUV co-circule avec le VNO dans de nombreux pays, en termes d’aire géographique de 

transmission, d’espèces hôtes et vectrices, puisque Culex pipiens est le vecteur le plus courant 

des 2 virus (Ben Hassine et al., 2014; Fros et al., 2015; Nikolay, 2015). 

 

 

 
Figure 2: Cycle de transmission du virus du Nil occidental (Martin and Simonin, 2019). 

Le virus Usutu a été découvert pour la première fois en Afrique du Sud en 1959 (McIntosh, 

1985). Ce virus se trouve principalement en Afrique (Figuerola et al., 2009; Nikolay et al., 

2011; Durand et al., 2016) et en Europe, où la première émergence a été signalée en Autriche 

en 2001 (Becker et al., 2012; Weissenböck et al., 2013, 2002; Nikolay, 2015; Rijks et al., 2016; 

Vilibic-Cavlek et al., 2019;). On le trouve aussi dans d’autres parties du monde ces dernières 

années, notamment au Moyen-Orient (Schvartz et al., 2020). USUV circule au Maroc: des 

preuves d’infection ont été rapportées chez les oiseaux sauvages en 2008 (Figuerola et al., 

2009), et chez les chevaux et les chiens de travail militaires en 2012 (Durand et al., 2016). 
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Le virus du Nil Occidental a été isolé pour la première fois dans le sang d'une femme en 

Ouganda en 1937 (Smithburn et al., 1940). L’infection par le VNO représente un lourd fardeau 

pour la santé humaine et animale en raison de sa capacité à provoquer des épidémies imprévues 

et importantes (May et al., 2011). Le virus a ainsi été responsable de milliers de cas de morbidité 

et de mortalité chez les oiseaux, les chevaux et les humains. Historiquement, les épidémies 

étaient localisées en Europe, en Afrique, au Moyen-Orient et dans certaines parties de l'Asie, et 

provoquaient principalement une maladie fébrile légère chez l'homme. Cependant, à la fin des 

années 1990, le VNO est devenu plus virulent et s'est propagé à travers les cinq continents, avec 

des flambées épidémiques ou épizootiques particulièrement fortes en Israël, en Grèce, en 

Roumanie, en Russie, aux Etats-Unis, au Canada et au Venezuela (Fig.3) (Rossi et al 2010; 

WHO, 2017).  

 

 

Figure 3: Carte du monde présentant les différents niveaux de risques au travers de la 

catégorisation des pays (Sébastien, 2019). 

En 2018, lors de la plus grande épidémie de VNO (accompagnée d'épizooties chez les chevaux 

et les oiseaux) enregistrée en Europe, à la fois en nombre de cas et en étendue géographique, 

on a relevé 2083 cas, dont 181 décès (la moyenne sur les cinq dernières années est de 500 cas 

par an; Fig. 4) (Barrett, 2018). 
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Figure 4 : Cartographie de la répartition des cas de VNO chez l’Homme dans les États 

membres de l’Union européenne et les pays voisins en 2018 (WHO, 2017). 

Le VNO circule également au Maghreb (Fig. 5), et C. pipiens y est aussi le principal vecteur 

(Amraoui et al., 2012).  

Au Maroc, le VNO a causé trois épidémies. Durant l’été 1996, des problèmes pathologiques 

avec paralysie des membres postérieurs ont été signalés aux services vétérinaires chez 94 

chevaux au nord-ouest du Maroc (région de Kénitra et Larache), ayant entrainé la mort pour 42 

d'entre eux, mais également un mort humain (El Harrack et al 1997). Des analyses sérologiques, 

virologiques et histologiques ont conduit à suspecter le VNO (El Ghoul, 2009). Une autre 

épidémie de VNO s’est déclarée en 2003 chez neuf chevaux, de nouveau dans la province de 

Kénitra: tous les chevaux présentaient des symptômes neurologiques (fièvre, paralysie du train 

postérieur); 5 ont été euthanasiés (Schuffenecker et al., 2005). En 2010 dans la région de 

Mohammedia (El Rhaffouli et al., 2012), la maladie associée au VNO a été confirmée chez 17 

chevaux (dont huit morts) (Wahid 2010). En 2011, des analyses sérologiques ont détecté la 

présence du virus des humains dans les environs de Meknès, Rabat et Kénitra (El Rhaffouli et 

al., 2012) et des chameaux au Sud du Maroc (Dakhla, Smara et Laâyoune) (El-Harrak et al., 

2011) (Fig.5). La circulation du VNO a de nouveau été détectée en 2018 et confirmée in 2019 

par des suivis sérologiques de populations humaines et d'oiseaux domestiques au Nord-Ouest 

du Maroc (Assaid et al., 2020, 2021). 
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En Algérie, une épidémie s’est produite en 1994, dans six oasis (région de Timimoune, Sahara 

central, Algérie), avec environ 50 cas (forte fièvre et symptômes neurologiques, parfois 

accompagnés de coma). En septembre 2012, un cas humain mortel est survenu dans la province 

de Jijel. En 2014-2015, le VNO a été trouvé circulant dans une population d’équidés au Nord-

Est de l’Algérie (Lafri et al., 2017), et dans des oiseaux sauvages capturés dans le nord de 

l'Algérie (Medrouh et al., 2020). 

En Tunisie, trois épidémies ont été enregistrées, en 1997 (111 cas avec 8 décès), en 2003 (112 

cas avec 9 décès), et en 2012 (86 cas de forme neuro-invasives dont 12 décès) (Bargaoui, 2012; 

Bouatef et al., 2012).  

 

Figure 5:la circulation du VNO au Maroc, en Algérie et en Tunisie (Benjelloun et 2016). 

Le Virus du Nile Occidental est un problème majeur de santé publique à travers le monde, et 

particulièrement au Maroc (Holt, 2018). A l’heure actuelle, aucun traitement efficace au VNO 

n’est disponible, les seuls recours sont des traitements purement symptomatiques. Les chevaux, 

Un virus atténué commercialisé aux Etats-Unis et quelques vaccins chimériques sont 

disponibles pour prévenir l’infection chez les chevaux, mais aucun vaccin n’est disponible pour 

les humains (De Filette et al., 2012). 

I.1.5 Eco-épidémiologie des MVT 

Dans la plupart des cas, les émergences et/ou réémergences de MTV peuvent être associées à 

des changements écologiques qui favorisent l'augmentation des densités de vecteurs et la mise 

en contact de ces vecteurs avec des hôtes alternatifs, comme les humains ou leur animaux. C'est 
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en particulier le cas dans les modifications du paysage liées aux activités anthropiques: la 

construction de barrages, l'irrigation, l'urbanisation,  la déforestation et les autres projets de 

développement humain peuvent tous générer des conditions favorables en particulier au 

développement des populations de moustiques à proximité des populations humaines, 

augmentant par-là les risques de circulation des agents pathogènes des maladies décrites plus 

haut (Gratz, 1999).  

 

I.2 LE COMPLEXE D'ESPÈCES CULEX PIPIENS  

I.2.1 Taxonomie 

Les insectes représentent par la diversité des formes, par l’étendue des habitats et par le nombre 

des espèces connues le taxon le plus important parmi les métazoaires (Eberle et al., 2020). 

Parmi près de 30 ordres, celui des diptères (Tab.1) se caractérise par la différentiation de la 

seconde paire d'ailes thoraciques en altères permettant de stabiliser le vol. Les moustiques 

appartiennent à la famille des Culicidae, les principaux vecteurs se retrouvant dans les sous-

familles des Anophelinae (dont le genre Anopheles comprends les vecteurs des Plasmodiums) 

et des Culicinae qui comprend notamment les genres Aedes (avec les vecteurs de la fièvre jaune 

et de la dengue) et Culex (avec les vecteurs d'arbovirus tels que FVR et VNO).  

Table 1: Taxonomie des moustiques d'intérêt médical dans l'ordre des insectes diptères (Delaunay et 

al., 2001) 

 

Au Maroc, on retrouve plusieurs espèces des genres Anopheles (9 espèces), Aedes (12 espèces) 

et Culex (12 espèces) (Trari et al., 2017). Parmi ces dernières, on retrouve en particulier 

plusieurs taxons appartenant au complexe d'espèces C. pipiens (voir ci-après).  

Diptéres

nématocères

moustiques
Culicidae

Taxorhynchitinae Anophelinae

Anopheles

Culicinae

Aedes Culex Mansonia Coquillettidia Haemagogus Sabettes Psorophora

Phlébotomes Simules Cératopogonides

Brachycères

Mouches Taons
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                                             Règne                                     : Métazoaire 

                                               Phylum   : Arthropoda 

                                                 Classe                                 : Insecta 

                                                   Ordre   : Diptera 

                                                     Famille     : Culicidae 

                                                       Sous famille   : Culicinae 

                                                         Genre   : Culex 

                                                           Espèce   : Culex pipiens 

I.2.2 Cycle de vie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Toutes les espèces de Culicinae, y compris C. pipiens, sont des insectes à métamorphose 

complète. Cela signifie que, durant leur vie, ils passent successivement par des stades bien 

différenciés. Les œufs ont un flotteur apical et sont collés par la femelle les uns aux autres pour 

former une nacelle, déposée à la surface de l'eau (Fig.6). L’éclosion des œufs libère dans le 

"gîte larvaire" aquatique des larves qui, après quatre mues, se transforment en nymphes. Les 

formes adultes en émergent à l’air libre en fendant l’enveloppe nymphale qui leur sert de 

flotteur pour déplier leurs ailes avant de s’envoler (Fig.6). La durée de ce cycle varie 

Figure 6: Cycle de vie du moustique C. pipiens (Carver et al., 2015). La photo représente les 

œufs en radeau et la femelle adulte du genre Culex. 
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considérablement en fonction de la température atmosphérique et de la nourriture des larves et 

des femelles, mais dure en général entre 10 et 14 jours chez C. pipiens.  

 

I.2.3 Identification morphologique 

Larve: L’identification de la larve du genre Culex se base sur deux critères au niveau de 

l’abdomen. Le premier critère est la position de l’orifice respiratoire, au niveau du siphon, qui 

s’ouvre à l’extrémité d’un tube cylindrique (Fig. 7A). Le deuxième critère est constitué par les 

différentes pièces qui ornementent le siphon, à savoir plusieurs touffes de soies ventrales et un 

peigne basal formé de nombreuses dents distales (Fig. 7B). L’identification de la larve de 

l’espèce C. pipiens se base sur plusieurs critères: un siphon à bords droits, des écailles sans 

épines médianes au 8ème segment avec 2 à 5 branches pour la soie 1-S du siphon, et une 

branche pour la soie caudale 1-X (Brunhes et al., 2000). 

 

Figure 7: L’identification de la larve du genre Culex (Brunhes et al., 2000). 

Adulte: L’identification de l’adulte du genre Culex se base sur trois critères après avoir 

déterminé le sexe: (A) la longueur des palpes maxillaires (Fig. 8A, flèche rouge) nettement 

inférieure à celle de la trompe (le proboscis, Fig. 8A, flèche bleue); (B) l’aile du moustique au 

niveau de l’alula qui est ornementée par une frange d’écailles (Fig. 8B, flèche rouge); (C) les 

soies préspiraculaires et postspiraculaires insérées au niveau du thorax et qui sont absentes chez 

Culex (Fig. 8C, flèche bleue). 

L’identification de l’adulte de l’espèce C. pipiens se base sur plusieurs critères: (A) aire 

postspiraculaire sans écailles, (B) aire préalaire sans écailles, (C) soies mésémipérales 

inférieures, (D) nervure costale entièrement sombre, et (E) écailles claires recouvrant la coxa 

(Fig.9). 
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Figure 8: les critères d'identification de l'adulte du genre Culex (Brunhes et al., 2000). 

 

Figure 9:les critères d'identification de l'adulte de l'espèce Culex pipiens (Brunhes et al., 

2000). 
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I.2.4 Répartition géographique et taxonomie du complexe C. pipiens 

Le complexe d'espèces C. pipiens se retrouve sur l'ensemble de la planète (Fig. 10). Il est 

composé de 4 espèces majeures C. pipiens sensu stricto, C. quinquefasciatus, C. australicus et 

C. globocoxitus, mais aussi de diverses formes et sous-espèces dont le statut taxonomique est 

moins établi, C. p. pallens, C. p. molestus, etc. (Knight, 1977; Farajollahi et al., 2011; Aardema 

et al., 2022). Alors que C. australicus et C. globocoxitus sont limités à l’Australie, C. pipiens 

s.s. se retrouve dans l'ensemble des régions tempérées et C. quinquefasciatus dans les zones 

tropicales de chaque contient (Fig.12), avec des zones d'hybridation en Amérique, en Asie et 

en Australie (Harbach et al., 1985; Vinogradova, 2000; 2003). 

 

Figure 10: Distribution des principales espèces du complexes Culex pipiens, C. pipiens s.s. 

en rose, C. quinquefasciatus en gris foncé (Haba and McBride, 2022). 

L’espèce tempérée C. pipiens s.s est généralement décrite comme comprenant deux formes, C. 

p. molestus et C. p. pipiens, dont le statut taxonomique est très discuté (Vinogradova, 2000; 

Harbach, 2012; Yurchenko et al., 2020). Elles sont très difficiles à distinguer d'un point de vue 

morphologique, mais on décrit généralement des différences physiologiques et écologiques 

importantes, au moins dans certaines parties de leur aire de répartition (Vinogradova, 2000). 

Ainsi en Europe du Nord, et de façon canonique, la forme molestus est décrite comme étant 

souterraine, sténogame (s’accouple dans des espaces confinés), mammophile (repas sanguin 

sur des mammifères, y compris les humains) et homodynamique (reste actif pendant l’hiver); 

on lui attribue également une caractéristique métabolique unique, l'autogénie, c’est-à-dire la 

capacité de pondre une première fois sans repas sanguin préalable (Harbach et al., 1984). A 

l'inverse, la forme pipiens d'Europe du Nord est décrite comme vivant en surface, eurygame 

(s'accouple dans les espaces ouverts), ornithophile (repas sanguin principalement sur des 

oiseaux) et hétérodynamique (subit une diapause hivernale) (Harbach et al 1984). Ces 

différentiations semblent toutefois être moins vraies dans le Sud de l'Europe (Haba and 
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McBride, 2022), et ce sujet a fait l'objet d'un de mes travaux de thèse pour l'Afrique du Nord, 

détaillé au chapitre II du présent document. 

I.2.5 Impacts humains de C. pipiens 

Comme indiqué plus haut, on retrouve les espèces du complexe C. pipiens sur l'ensemble de la 

planète. Les gîtes aquatiques chargés en matière organique lui sont particulièrement favorables, 

parce qu'elle est l'une des rares espèces vivantes à les supporter et qu'elle s'adapte rapidement 

à des concentrations importantes de xénobiotiques (voir plus bas) (Berchi et al., 2012; 

Nchoutpouen et al., 2019; Djoufounna et al., 2022) . Ce type de gîtes est retrouvé de façon 

caractéristiques dans des zones impactées par les activités humaines, en particulier en milieu 

urbain (Berchi et al., 2012). On retrouve donc ces moustiques en fortes densités dans des zones 

proches des habitats humains.  

Cette espèce n'hésite pas à s'introduire dans les maisons (son nom anglais est d'ailleurs "house 

mosquito") et pique essentiellement la nuit. Elle génère donc un fort impact de nuisance 

(piqures répétées, troubles du sommeil), ce qui affecte notamment les activités touristiques dans 

les zones où elle prolifère, et donc l'économie des pays concernés: c'est particulièrement le cas 

des pays du Maghreb pour lesquels le tourisme représente un part très importante du PIB (par 

exemple au Maroc, le tourisme a représenté 18.9 % du PIB en 2019 - (“La Coupe du monde 

favorise le tourisme au Maroc | Atalayar - Las claves del mundo en tus manos,” n.d.).   

En outre, par son rôle de vecteur de plusieurs agents pathogènes à fort impacts sanitaires et 

économiques (voir plus haut), C. pipiens est également une espèce particulièrement à risque du 

point de vue de la santé publique. L’hybridation entre les deux formes de C. pipiens s.s. est 

d'ailleurs un sujet important d'un point de vue de la transmission des MTV, car de nombreux 

virus transmis par C. pipiens ont pour réservoirs des oiseaux (voir plus haut). Ainsi le passage 

des virus de la forme ornithophile pipiens vers la forme molestus mammophile pourrait générer 

un pont facilitant la circulation de ces virus, et des maladies qu'ils engendrent. Par exemple, il 

a été montré que les hybrides en Amérique du Nord sont moins discriminants entre les hôtes 

que les individus de forme pure (Fritz et al., 2015). 

En absence de traitement efficace et de vaccin pour la plupart des arbovirus transmis par C. 

pipiens (VNO, FVR, Usutu, etc…), le contrôle des populations de moustiques, ou lutte 

antivectorielle, reste la principale stratégie pour limiter la transmission des agents pathogènes. 

C'est également le seul moyen de réduire leur nuisance. 

 



 23 

I.3 LA LUTTE ANTIVECTORIELLE 
La lutte antivectorielle (LAV) a un objectif de minimiser les risques de l’installation durable 

d’une maladie dans certaines régions (endémisation) ou d’épidémisation (“La lutte anti-

vectorielle | Direction des Affaires Sanitaires et Sociales de Nouvelle-Calédonie,” n.d.).  

Une des premières tentatives de contrôle de la circulation de pathogènes remonte à l’époque 

romaine, pour contrôler la fièvre connue actuellement comme le paludisme: Julius Caesar a 

ainsi proposé d’assécher le marais pontin autour de Rome en plantant des arbres (Sallares, 

2002). Si la proximité des marais avait bien été identifiée comme un prédicteur de la maladie 

(on retrouve ce lien dans "paludisme" ou "maladie des marais" (palus) en français), en revanche 

on n'en connaissait à l'époque pas le vecteur (on invoquait plutôt des esprits maléfiques des 

marais: "malaria" en italien signifie "mauvais air"). Néanmoins, en détruisant les gites de 

reproduction des moustiques, cette technique d'ingénierie écologique a effectivement limité la 

transmission des pathogènes pour longtemps (et réduit en même temps la nuisance). Le rôle des 

moustiques comme vecteurs du paludisme a été reconnu au XIXème siècle (Bado, 1996). C'est 

à partir de cette époque que des actions ciblées sur les gîtes larvaires, asséchement, mais aussi 

traitements au pétrole (pour empêcher les larves de respirer) et/ou au vert de Schweinfurt 

(acéto-arsénite de cuivre, aussi appelé vert de Paris), un des premiers pesticides utilisé pour le 

contrôle des maladies vectorielles. En 1940, l’utilisation de l'insecticide DDT a constitué une 

avancée majeure dans la lutte contre les maladies vectorielles (Dunlap, 2008). Actuellement, 

on dispose de plusieurs moyens de LAV.  

 

I.3.1  La lutte physique 

Premier moyens de LAV, historiquement, la lutte physique reste une des plus efficaces et des 

plus durables. Il s'agit en général d'aménagements des sites qui servent à des gites de 

reproduction larvaire, en asséchant les zones humides, en éliminant les sites où l’eau stagne, et 

en éliminant les abris potentiels comme les plantes aquatiques (Rozendaal 1999). Si elle est 

efficace pour limiter les populations de vecteurs, cette méthode de modification des 

écosystèmes pose de nombreuses questions d'ordre écologique, notamment en détruisant des 

zones humides à fort intérêt écologique et rendant de nombreux services écosystémiques aux 

humains (dépollution et purification de l'eau, recyclage de la matière organique, etc.), éliminant 

ainsi avec les moustiques toute une faune et flore associées à ces milieux, dont nombre de 

prédateurs (aquatiques comme aériens: larves d'arthropodes comme les dytiques ou les 
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odonates, amphibiens, oiseaux ou chiroptères; (Sugiura, 2020) qui pourraient être utilisés en 

lutte biologique. 

 

I.3.2 La lutte biologique 

Plus récente et ciblant surtout les larves, elle consiste en l’utilisation d'organismes vivants, 

prédateurs, parasites ou pathogènes, pour réduire les populations de vecteurs (Bawin et al., 

2015). Pour les Culicinae, l’utilisation de certains poissons tels que le guppy (Paskewitz, 1995 

and Chandra et al., 2013) ou de crustacés tels que les copépodes ont montré une bonne efficacité 

chez Culex, Anopheles et Aedes (Mahesh Kumar et al., 2012; Howard, 2013; Murugan et al., 

2015a, 2015b; Anbu et al., 2016; Chandramohan et al., 2016;). Une autre forme présentée 

comme biologique consiste à relarguer des spores de bactéries produisant des toxines mortelles 

pour les moustiques (Bti, Bs) (Becker, 1997; Lacey, 2007). Ces moyens de luttes sont 

généralement présentés comme bénéfiques pour l’environnement, on parle aussi de lutte 

écologique.  

Néanmoins la prolifération incontrôlée des organismes utilisés pour la lutte peut parfois se 

révéler avoir des effets délétères pour l’écosystème: c'est le cas par exemple des gambusies 

("mosquito fish") relâchés dans les fossés de drainage dans le Sud de la France et qui, outre les 

larves de moustiques, tendent à prédater tous les invertébrés et donc à appauvrir drastiquement 

ces milieux (Spillmann, 1961; Hurlbert and Mulla, 1981) ; on peut aussi citer l'exemple 

classique en écologie évolutive du virus de la myxomatose relâché en Australie pour contrôler 

les populations sauvages de lapins, et qui, après avoir évolué vers moins de virulence pour les 

lapins (au point d'être maintenant bénin), touche en revanche de façon dramatique les lapins 

domestiques et les lèvres ibériques (Fouchet et al., 2006; Kerr, 2012; Águeda-Pinto et al., 

2022;). 

 

I.3.3 La lutte chimique 

Cette forme de lutte consiste à utiliser des produits actifs capable de tuer les insectes. La lutte 

contre les insectes nuisibles par utilisation des substances actives remonte à l’antiquité. Il y a 

près de 3000 ans, les grecs utilisaient le soufre et l’arsenic comme insecticides, alors que les 

romains éliminaient les insectes des vignobles grâce aux vapeurs d’asphalte (Flint et al., 1981; 

Flint and Van den Bosch, 2012). Les Chinois recouraient à la poudre du chrysanthème oriental 

(le pyrèthre) pour tuer les puces et les poux, et à des composés d’arsenic pour éliminer les 

insectes nuisibles dans leurs jardins (Sun et al., 2020). On a aussi utilisé le jus de tabac jusqu'au 
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XXème siècle pour éliminer la gale du mouton (McCrae, 1906). Après une longue histoire 

d’utilisation de plantes et d’extraits de plantes, ces produits ont été supplantés par les 

insecticides de synthèse à partir de la seconde guerre mondiale. Néanmoins, des résistances ont 

rapidement été détectées contre la plupart de ces insecticides (voir plus bas). 

 

I.3.4 La lutte génétique  

Les méthodes les plus récentes pour lutter contre ces vecteurs, encore en cours de 

développement et générant de forts débats éthiques, font appel à des modifications du 

patrimoine génétique. La technique de l’insecte stérile (TIS), vise à stériliser les mâles, rendant 

ainsi les femelles incapables de pondre des œufs viables. La stérilisation passe soit par des 

agents physiques (rayons X, radiations atomiques), soit par des agents chimiques (alkylants, 

antimétabolites, antihormones, phéromones ou antibiotiques) (Coz, 1978). La stérilisation de 

C. pipiens a été testée pour la première fois dans les années 70 à Montpellier, en relâchant des 

mâles porteurs d'une translocation chromosomique transmissible responsable d'erreurs de 

méioses. Plus récemment des approches de génie génétique (basées notamment sur le système 

CRISPR-Cas9) cherchent à introduire des gènes modifiés (construction de moustiques OGM) 

entrainant soit la stérilité, soit augmentant l'immunité contre un pathogène, et capable de se 

répandre dans les populations sauvages via l'addition d'autres mécanismes génétiques (gene 

drive; (Courtier-Orgogozo et al., 2017, 2020)). Le pertinence, l'innocuité et les performances 

de ces approches sont actuellement très discutées (Meghani and Boëte, 2018; Reeves et al., 

2018). 

D’autres approches se fondent sur l'utilisation d'endoparasites, naturels ou introduits selon les 

espèces de moustiques, les bactéries Wolbachia. Le but de ces approches est d'utiliser les 

capacités d'invasion de ces endosymbiotes manipulateurs de la reproduction de leur hôte pour 

une forme indirecte de gene drive, ou de tirer parti des incompatibilités cytoplasmiques dont 

elles sont responsables et qui entrainent la production d'œufs stériles ou la mort embryonnaire 

(Laven, 1971; Atyame et al., 2011; Duron et al., 2011; Sicard et al., 2019). Un autre bénéfice 

est que chez certaines espèces, l'infection par Wolbachia peut entrainer des résistances à 

l'infection par certains virus (ex. Ae. aegypti et le virus de la dengue) (Moreira et al., 2009; Bian 

et al., 2010; Walker et al., 2011). Si elles n'entrainent que peu de modifications dans le cas 

d'espèces naturellement infectées par ces Wolbachia (ex. C. pipiens), ces techniques sont elles 

aussi plus discutées quand il s'agit d'introduire l'endosymbiote dans des espèces où il est 

originellement absent (ex. An. gambiae). Les infections transférées artificiellement génèrent 

toutefois parfois un bénéfice supplémentaire, puisque certaines souches hôtes présentent des 
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caractéristiques utiles pour le contrôle des maladies, telles que des résistances aux pathogènes 

(Ross and Hoffmann, 2021). 

 

I.4 LES INSECTICIDES ET LEURS MODE D’ACTION 
Les insecticides sont des substances actives ou des préparations à effet biocide utilisées pour 

contrôler les vecteurs et les ravageurs. Depuis les années 1930, deux types d'insecticides sont 

utilisés, des produits issus de la synthèse chimique et des extraits issus essentiellement de 

plantes (Brooke et al., 2001). Actuellement, il existe une trentaine de familles d’insecticides de 

synthèse, principalement développées pour l'agriculture et la lutte contre les ravageurs. Seules 

quatre familles sont majoritairement utilisées pour la lutte antivectorielle et la santé publique 

(Fig.11). Le DDT, un insecticide organochloré, a été le premier à être utilisé à l’échelle 

mondiale à partir de 1939. Par la suite, d’autres familles d’insecticides synthétiques ont été 

pulvérisées: les organophosphorés dès 1950, les carbamates vers 1960 et les pyréthrinoïdes à 

partir de 1972. 

 

Figure 11 : Principales classes d'insecticides et leurs parts de marché (Nauen, 2006; Labbé 

et al., 2017). 

I.4.1 Les organochlorés 

Les organochlorés (OC) sont des composés chimiques avec au moins un atome de chlore. Ce 

sont des substances toxiques neurotropiques qui altèrent le fonctionnement des canaux 

sodiques-voltage-dépendants (csvd), indispensables à la transmission de l’influx nerveux. Le 

Dichloro-diphényl-trichloroéthane (DDT) est le premier insecticide utilisé, il est synthétisé 

pour la première fois par Othmar Zeilder en 1874, mais ses propriétés particulièrement 
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intéressantes en tant qu’insecticide ont été repérées en 1939 par Paul Hermann Müller, qui a 

reçu le prix Nobel de physiologie et médecine en 1948 pour ces travaux. Le DDT cible 

principalement les canaux sodiques qu'il stabilise à l’état ouvert, ce qui les inactive et provoque 

un effet knock-down chez les cibles (Davies et al., 2007). 

Il a principalement été utilisé pour le contrôle du paludisme, dans le cadre  du premier 

programme d'éradication implémenté dès 1955 par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). 

Entre 1940 et 1970, le DDT était l’insecticide le plus utilisé dans le monde, et a permis 

d'éliminer le paludisme endémique de nombreux pays d'Europe (France, Grande-Bretagne, 

Italie, etc.),  d'Amérique du Nord et du Sud (Brésil), ou en Afrique du Nord (Egypte). 

Néanmoins, à partir des années 1960, on commence à se rendre compte que cet insecticide à 

très longue durée de vie s'accumule dans les écosystèmes où il cause de nombreux dommages 

sur la faune non-cible, notamment les oiseaux (Le printemps silencieux Carlson) et on le 

soupçonne d'être cancérigène. A partir des années 1970, de plus en plus de pays en interdisent 

l'usage, avant son interdiction mondiale en 2001, dans le cadre de la Convention de Stockholm: 

comme de nombreux polluants organiques persistants, les effets toxiques du DDT sur 

l’environnement, l’animal et l’homme sont reconnus. Néanmoins, la Convention et l'OMS 

continuent à autoriser l'usage du DDT dans les endroits où le paludisme est un problème de 

santé majeur, en particulier en Afrique.  

D'autres insecticides organochlorés ont progressivement été utilisés, ciblant d'autres récepteurs, 

en particulier le récepteur de l'acide γ-aminobutyrique (GABA) un autre neurotransmetteur: le 

lindane en 1946, l’aldrine et la dieldrine en 1949, l’endrine et l’heptachlore en 1952 et 

l’endosulfan en 1960. Comme le DDT, la plupart ont été interdits, ou leur usage restreint, à 

cause de leur trop longue persistance dans les écosystèmes. 

 

I.4.2 Les organophosphorés 

Les organophosphorés (OP) sont des composés chimiques comportant au moins un atome de 

phosphore lié directement à un atome de carbone. Ils sont le résultat des recherches sur les gaz 

de combat par l'Allemagne pendant la seconde guerre mondiale. Bien qu'ils n'aient pas ou peu 

été utilisés pendant ce conflit, des gaz de cette famille ont été utilisés en tant qu’armes 

chimiques en 1980-1988 par l’armée irakienne contre les iraniens et en 1995 dans l’attentat du 

métro de Tokyo au Japon (Soltaninejad and Shadnia, 2014).  

Dans les années 1970, les pesticides OP comme le malathion sont substitués aux OC, 

notamment en agriculture, parce qu'ils sont moins toxiques et très efficaces. Les OP sont des 

composés neurotoxiques connus par leur effet anticholinestérasique. L'acétylcholinestérase 
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(AChE) est une enzyme-clé du système nerveux central, est responsable de l’hydrolyse du 

neurotransmetteur acétylcholine dans les synapses cholinergiques. Chez les insectes (ou les 

humains pour les gaz de combat), les OP inhibent l’AChE, entrainant une prolongation de la 

durée de l’influx nerveux, la paralysie, puis la mort (Motoyama and Dauterman, 1972; Weill et 

al., 2003a). Les principaux insecticides de cette famille utilisés en santé publique sont le 

malathion, le chlorpyrifos et le téméphos. On les utilisent principalement comme larvicides en 

les dispersant dans les gîtes larvaires. 

 

I.4.3 Les carbamates 

Les carbamates (CX) sont une famille de composés organiques porteurs d'esters substitués de 

l'acide carbamique ou d'un amide substitué (Kamrin, 1997). Les CX ont été utilisés en 

agriculture à partir des années 50 (WHO, 2006). Comme les OP, ce sont des neurotoxiques qui 

inhibant l'acétylcholinestérase, avec un mode d’action identique. Néanmoins, ils présentent 

généralement une toxicité plus marquée, nécessitant des doses moindres par rapport aux OP, 

mais avec un cout très élevé (Lee et al., 2011). Ils ont donc été nettement moins utilisés en santé 

publique que les OP, même si on observe une augmentation récente de leur utilisation, 

notamment le bendiocarbe, dans le cadre d'aspersions intra-domiciliaires ou pour des 

moustiquaires imprégnées afin de lutter contre le paludisme dans certains pays où il devient 

nécessaire de contourner la résistance aux insecticides de la famille des pyréthrinoides 

(Oxborough, 2016; Tangena et al., 2020). 

 

I.4.4 Les pyréthrinoïdes 

Les pyréthrinoides (PYRs) sont des pyréthrines synthétiques développées durant les années 60 

et utilisées à partir des années 70, notamment pour remplacer le DDT. Des pyréthrines 

naturelles sont trouvées dans les fleurs de pyrèthre de Dalmatie ou de chrysanthème de Perse 

(Power and Sudakin, 2007). Elles possèdent un pouvoir biocide, mais sont sensibles à l’air, à 

la lumière ou à la chaleur (Elliott et al. 1978). La familles des PYRs a été développée pour 

corriger ces défauts et permettre un effet biocide plus stable. Il s'agit actuellement de la famille 

d'insecticides la plus utilisée dans le monde pour la lutte contre la nuisance des insectes. Ils 

présentent notamment une faible toxicité pour les humains et les animaux. Leur action est 

similaire à celle du DDT, puisqu'ils perturbent eux-aussi la transmission de l’influx nerveux en 

bloquant les canaux sodium voltage-dépendant (csvd) avec un effet knock-down rapide 
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(Vijverberg et al. 1982). On les utilisent principalement comme adulticides (fumigations), en 

imprégnation de moustiquaires ou pour les aspersions intra-domiciliaires sous forme liquide. 

 

I.5 LA RÉSISTANCE AUX INSECTICIDES 
Les insecticides jouent un rôle central dans la lutte contre les principaux vecteurs de maladies, 

et sont aussi massivement utilisés pour l'agriculture. Cependant, l'exposition répétée et peu 

contrôlée à ces biocides a très rapidement, et plusieurs fois à l'échelle mondiale, sélectionné des 

mécanismes de résistance aux insecticides.  

La résistance est définie comme la capacité héréditaire de certains variants d’un organisme à 

survivre à des doses d’un élément toxique qui tueraient les autres individus de la même espèce. 

Les insecticides sont des molécules chimiques qui perturbent des fonctions essentielles chez les 

insectes dans le but d'entrainer la mort (Labbé et al., 2017). Tout modification qui réduit la 

mortalité entrainée par ces molécules et qui se transmet à la descendance correspond à une 

forme de résistance. Il s'agit donc d'une adaptation, résultant de la sélection naturelle des 

variants qui survivent à l'exposition aux insecticides. La résistance aux insecticides représente 

ainsi un excellent modèle et très fécond modèle pour  étudier l’adaptation et l’évolution dans la 

nature (Raymond et al., 2001).  

Néanmoins, le problème de la résistance est aussi depuis les années 1950 le plus grand défi 

auquel sont confrontés les entomologistes, en raison de l'accroissement ininterrompu des 

résistances multiples et croisées chez la plupart des insectes nuisibles, ravageurs comme 

vecteurs. 

 

I.5.1 Des résistances à toutes les principales familles d'insecticides 

Le premier cas de résistance a été répertorié en 1914 chez la cochenille de San José contrôlée 

au sulfure de calcium (Melander, 1914). La détection de la résistance est généralement faite par 

la constatation sur le terrain de l'échec répété des traitements à des doses qui auparavant 

éliminaient l'ensemble des populations exposées. Pour les vecteurs de MVT, il existe 

aujourd'hui des doses diagnostiques d'insecticides, permettant la détection rapide d'individus 

résistants et une évaluation de leur fréquence, validées par l’OMS. 

Avant même l'utilisation massive du DDT pour la lutte contre le paludisme, on a recensé les 

premiers cas de résistance à cet insecticide, avec une sélection chez la mouche domestique 

constatée dès 1946 en Suède et au Danemark, puis chez C. pipiens en Italie et Ae. sollicatans à 

Hawaï dès 1947. Actuellement, des résistances au DDT ont été documentées chez la plupart 
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des vecteurs de maladies humaines, moustiques (Culex sp., Aedes sp. et Anopheles sp.), mouche 

domestique, phlébotomes et poux de corps  (Roberts and Andre, 1994; Hemingway and Ranson, 

2000) . 

De même, alors que la dieldrine a été utilisée pour la première fois à la fin des années 1940, la 

résistance à cet insecticide a été rapportée dès les années 50 dans le nord de Nigeria (Davidson, 

1956). Actuellement la résistance à la dieldrine est détectée chez plus de 277 arthropodes y 

compris les principaux moustiques vecteurs de MTV (Culex sp., Aedes sp. et Anopheles sp.), et 

pour plus de 60% des espèces était déjà détectée avant 1960 (Ffrench-Constant et al., 1993; 

ffrench-Constant et al., 2000a). 

Le remplacement dans les années 1970 du DDT, trop toxique, par les PYRs a d'abord permis 

de contourner la résistance au DDT. Cependant, les deux familles d'insecticides partageant la 

même cible, certains variants présentaient des résistances croisées (ex. kdr). Des résistances 

aux PYR ont donc été rapidement sélectionnées chez les insectes ciblés: de fortes résistance ont 

ainsi été détectées dès le début des années 1990 chez An. gambiae (Elissa et al., 1993), puis 

chez C. quinquefasciatus (Chandre et al., 1998), et sont aujourd'hui répandues chez la plupart 

des moustiques vecteurs (Culex sp., Aedes sp. et Anopheles sp.) (Liu et al., 2006; Labbé et al., 

2017). 

Enfin, on a détecté les premières résistances aux OP peu de temps après leurs premières 

applications: dans la région de Montpellier (Sud de la France), les OP ont été répandus à partir 

de 1969, et la première résistance significative a été détectée dès 1972 (Pasteur and Sinègre, 

1975). À présent, la résistance aux OPs est détecté chez la plupart des vecteurs, moustiques 

(Culex sp., Aedes sp. et Anopheles sp.), mouche domestique, mouche noire, phlébotomes et 

puces (Roberts and Andre, 1994; Hemingway and Ranson, 2000). Il en est de même pour les 

CXs (Brattsten, 1990).  

Globalement, on voit donc que la résistance aux insecticides chez les moustiques se développe 

d’une façon inquiétante: en induisant l’augmentation de la densité des moustiques dans la 

nature, elle augmente potentiellement aussi la transmission des maladies dont ils sont les 

vecteurs (même si ce n'est pas toujours le cas (Alout et al., 2013; Atyame et al., 2019).  

 

I.5.2 Des mécanismes de résistance très variés 

Comprendre les mécanismes de la résistance aux insecticides est crucial pour prédire comment 

la résistance peut se développer, se propager et évoluer dans les populations d’insectes, et donc 

cruciale aussi pour concevoir des stratégies de lutte efficaces.  
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Plusieurs mécanismes de résistance aux insecticides ont été identifiés, qui peuvent interférer 

avec toutes les étapes: exposition du vecteur à l'insecticide, pénétration au sein de l'organisme, 

diffusion, jusqu’au déclenchement d’effets cytotoxiques en se liant à sa cible (Fig. 12) (Barres 

et al., 2016). On identifie en général 3 grands types de résistance:  comportementale, cuticulaire 

et biochimique.  

La première ligne de défense est la résistance comportementale (Fig 12-1) par laquelle les 

moustiques évitent le contact avec les insecticides. Ce type d’adaptation peut être un facteur 

important limitant l’efficacité de la lutte antivectorielle. Dans ce contexte, trois mécanismes 

peuvent être impliqués, dans l'ordre: (1) la résistance comportementale qualitative, les 

moustiques évitant temporairement, spatialement ou trophiquement le contact avec l’insecticide 

(par exemple, si les moustiques mutants cherchent leur repas sanguin au moment où les hôtes 

ne sont pas protégés par les moustiquaires, et évitent les traitements intérieurs en se nourrissant 

principalement à l’extérieur); (2) la résistance comportementale quantitative qui intervient pour 

réduire la durée de contact avec l’insecticide soit par thermorégulation, et/ou automédication 

curative. Au cas où ces deux premiers mécanismes ne peuvent pas éviter le contact avec 

l’insecticide, le moustique pourrait limiter les dommages grâce à (3) la tolérance 

comportementale qui atténue les effets délétères causés par l’insecticide (Russell et al., 2011; 

Carrasco et al., 2019; Hubbard and Gerry, 2021; Musiba et al., 2022;).  

Des modifications du comportement des moustiques ont été documentées, notamment chez An. 

gambiae en réponse à l'utilisation massive de moustiquaires imprégnées: dans certaines 

populations, cette espèce généralement endophile, endophage et nocturne a été décrite comme 

devenant exophile (repos hors des maisons, dans la végétation), exophage et semi-diurne 

(piqûre à l'extérieur, de préférence le matin) (Magnin et al., 1985). Des modification similaires 

ont été rapportées pour l'espèce An. minimus sl en Thaïlande, où des aspersions intra-

domiciliaire ont éliminé les individus endophiles et sélectionné les individus exophiles (Green 

et al., 1990). Une autre étude a démontré un changement dans le comportement de piqure du 

vecteur du paludisme An. funestus au Bénin suite à la couverture universelle des moustiquaires 

imprégnées d’insecticide de longue durée (Moiroux et al., 2012). Des modifications liées au 

comportement alimentaire ont été détectées chez le vecteur de la malaria dans les régions 

d’Afrique subsaharienne (Sougoufara et al., 2017). Il est important d’étudier et d’identifier les 

adaptations comportementales des moustiques pour mettre en place des stratégies efficaces 

pour lutter contre la transmission vectorielle. 
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De même des modifications de la cuticule entrainant une diminution de la pénétration de 

l'insecticide dans l'organisme de l'insecte cible (Fig 12-2) ont été documentées chez certains 

moustiques (Balabanidou et al., 2016). 

 

Figure 12: Les mécanismes de résistance développés contre les pesticides (Barres et al., 
2016). Les individus résistants sont porteurs des mécanismes qui sont absents ou régulés 
différemment des individus sensibles, et qui interfèrent avec l’action des pesticides, leur 
permettant de survivre. Les mécanismes de résistance peuvent interférer avec toutes les étapes 
d’action des pesticides: (1) résistance comportementale prévenant l'exposition; (2) résistance 
cuticulaire limitant la pénétration de l'insecticide; résistance métabolique par détoxication de 
l'insecticide avant qu'il n'atteigne sa cible: (3) réduction de l’accumulation du pesticide au 
niveau de son site cible par excrétion par des transporteurs, (4) clivage intracellulaire ou (5) 
séquestration par liaison moléculaire, (6) détoxification renforcée grâce à des isoformes plus 
actives contre le pesticide ou (7) surproduction d’enzymes neutralisant les pesticides; résistance 
par modification de la cible: surexpression pour diluer l'effet de l'insecticide (8) ou par 
mutation au niveau du site de liaison (9). Enfin des mécanismes de compensation (10) ou de 
mitigation (11) des effets de l'insecticide peuvent être sélectionnés, on parle alors plutôt de 
tolérance. Ces mécanismes de résistance/tolérance ne s’excluent pas mutuellement et peuvent 
être combinés au sein d’un même individu (Barres et al., 2016; Corbel and N’Guessan, 2013; 
Délye, 2013; Ishii and Holloman, 2015). 

Cependant, les mécanismes les plus documentés, les plus courants, et qui semblent générer les 

niveaux de résistance les plus importants, restent les mécanismes de résistance biochimique 

(Fig 12-3 à 11). On observe deux grands types de résistance biochimique: i) la résistance 

métabolique (Fig 12-3 à 7) qui limite ou élimine l’insecticide avant qu'il atteigne sa cible, et ii) 

la résistance par modification de la cible, qui empêche l'insecticide de se lier à sa cible et donc 

d'altérer son fonctionnement ( Liu, 2015; Labbé et al., 2017; Karunaratne et al., 2018). 
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I.5.2.1 La résistance métabolique 

Les insectes possèdent plusieurs voies métaboliques qui dégradent l’insecticide et le rendent 

moins ou non toxique, de ce fait plus facilement excrétable. Il existe plusieurs catégories 

d’enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques dont les principales familles 

d’enzymes comprennent les glutathion-S-transférases (GSTs), les monooxygénases à 

cytochrome P450 (P450s) et les carboxylestérases (COEs) (Amezian et al. 2021). Plusieurs 

mécanismes métaboliques peuvent être présents chez la même espèce pour la résistance à une 

même classe d'insecticides, comme le cas d’Ae. aegypti (Brengues et al., 2003; Strode et al., 

2008) et d’An. gambiae du Cameroun (Etang et al., 2007), où les P450s, les GSTs et les COEs 

contribuent à la résistance observée au DDT et aux PYRs (Labbé et al., 2017).  

 

I.5.2.1.1 Glutathion-S-transférases 

Les glutathion-S-transférases (GST) sont une superfamille d’isoenzymes impliquées dans la 

détoxification cellulaire des composés xénobiotiques et endogènes en catalysant la conjugaison 

de la forme réduite du glutathion (GSH) au substrat (Chasseaud, 1979; Mannervik, 1986; Hayes 

and Pulford, 1995). Les arthropodes GST conférent une résistance via le métabolisme direct ou 

la séquestration des produits chimiques, mais aussi indirectement en offrant une protection 

contre le stress oxydatif induit par l’exposition aux insecticides (Vontas et al., 2001; Yamamoto 

et al., 2009; Pavlidi et al., 2018). 

A ce jour, l’activité GST a été associée à la résistance à toutes les principales classes 

d’insecticides (Enayati et al., 2005; Li et al., 2007; Che-Mendoza et al., 2009; Riveron et al., 

2014; Yamamoto and Yamada, 2016; Pavlidi et al., 2017). Pour évaluer la contribution des 

GST à la résistance aux insecticides, les premières études comprenaient deux approches : (i) la 

mesure des niveaux d’activité totale de la GST dans les homogénats bruts et (ii) les études 

biologiques de synergie avec l’utilisation d’inhibiteurs de la GST. Ces deux méthodes 

permettent une première caractérisation rapide de l'implication des GST dans la résistance, mais 

elles ne fournissent aucune information supplémentaire à propos des GST spécifiques ni les 

mécanismes appliqués. Postérieurement, des progrès technologiques de séquençage du génome 

ont conduit à de nouvelles technologies à haut débit pour examiner l’expression quantitative 

des gènes. Cela a déclenché l’identification des GST jouant un rôle dans la résistance et la 

détoxification, évaluées par leur expression constitutive ou leur potentiel d’induction lors d’une 

courte exposition à des substances toxiques (Pavlidi et al., 2018). 



 34 

Il existe deux grandes classes de GST, microsomales et cytosoliques. Les GST cytosoliques 

constituent la grande famille de gènes vaste et diversifié, ils sont classés en six grandes sous-

classes : Delta (d), Epsilon €, Sigma (s), Omega (o), Theta (t) et Zeta (z). Chez les insectes, 

plus de la moitié des gènes GST appartiennent aux classes delta et epsilon (Ranson et al., 2001). 

Le gène GSTd4 a été associé à la résistance aux PYR chez An. arabiensis et An. gambiae 

(Kostaropoulos et al., 2001). Chez les souches résistantes d’An. sinensis, les GSTd2 et GSTe2 

sont associés à la résistance aux PYR (Tao et al., 2022). Chez An. funestus à travers l’Afrique 

un groupe de GST s’est avéré surexprimé, dont GSTe1, GSTe2 et GSTe5 au Ghana, au Malawi, 

GSTe3 au Cameroun, Ouganda et GSTe7 au Ghana, où ils conférent la résistance au DDT 

(Kouamo et al., 2021). De même, trois mutations au niveau du locus GSTe2 ont été identifiées 

comme associées à la résistance aux OP et DDT chez An. maculipennis s.s (I114T, L119F et 

F120L) (Saatlou et al., 2019). Néanmoins, la base moléculaire détaillée par laquelle les gènes 

GST confèrent la résistance chez Culex reste mal caractérisée (Riveron et al., 2014; Saatlou et 

al., 2019). 

I.5.2.1.2 Cytochromes P-450 monooxygénases 

Les monooxygénases à cytochrome P450 (P450s) sont des enzymes ubiquitaires impliquées 

dans le métabolisme endogène retrouvées dans l'ensemble des métazoaires: chez les insectes, 

ces activités sont essentielles à la synthèse et à la dégradation de l’ecdysone et les hormones 

juvéniles, et aussi dans le métabolisme des phéromones. Les P450s sont également importantes 

dans le métabolisme des xénobiotiques, et permettent ainsi l’adaptation des insectes aux 

produits chimiques, tels que les insecticides (Gould 1984; Bergé et al. 1998). Ces enzymes 

entrainent soit une bioactivation, soit, plus souvent, une détoxification des insecticides qui 

deviennent facilement excrétables. La majorité des P450s nécessitent la flavoprotéine NADPH-

cytochrome-P450-réductase, et parfois le cytochrome b5, pour leur activité (Feyereisen, 1999; 

Scott and Wen, 2001). Les P450s sont impliquées dans les réactions de biotransformation et de 

détoxication des différentes classes d’insecticides: les P450s oxydent (i.e. activent un atome 

d’oxygène dans) une grande variété de substrats, et ce mécanisme de défense est impliqué dans 

de nombreuses réactions contre un large éventail de xénobiotiques, notamment les insecticides 

(Labbé et al., 2017). Les cytochrome P450 monooxygénases sont trouvés principalement dans 

les cellules du tube digestif, des tubes de Malpighi et des corps gras de l’insecte. Les gènes 

codant les monooxygénases à cytochrome P450, les Cyp, constituent une grande famille 

impliquée dans une grande variété de fonctions métaboliques. Chez les insectes, le génome peut 

porter une centaine de Cyp différents, tous issus d’un gène ancestral commun (Feyereisen, 

1999).  
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Les P450s constituent probablement le mécanisme de résistance le plus fréquent, mais avec des 

niveaux de résistance souvent assez faibles (Labbé et al., 2017). Il est reporté que les P450s 

sont responsables de la résistance aux OCs y compris les CDs (Oppenoorth, 1965), OPs 

(Oppenoorth, 1985), CXs (Tsukamoto and Casida, 1967) et PYRs (Nicholson and Sawicki, 

1982). La résistance est généralement associée à la surexpression des P450s: cette surexpression 

résulte généralement d’une transcription augmentée, plutôt que d’une amplification de gène. 

Néanmoins, la grande diversité des P450s rend difficile l’identification des mécanismes exacts 

à l’origine de la résistance observée, et donc des gènes responsables (Dermauw et al., 2020). 

Plusieurs études ont cependant réussi à démontrer que la surexpression de certains gènes Cyp 

est impliquée directement dans la résistance à certains insecticides. Chez D. melanogaster, 

Cyp6g1 est impliqué dans la résistance au DDT, et Cyp6g2 pour la résistance aux OPs (Daborn 

et al., 2007); la surexpression de Cyp4 a également induit la résistance aux PYRs (Amichot et 

al., 1993). Chez les moustiques aussi, plusieurs gènes Cyp ont été impliqués dans le 

métabolisme de résistance aux PYRs: Cyp6f1 chez C. quinquefasciatus (Kasai et al., 2000) et 

Cyp4 chez C. p. pallens (Shen et al., 2003). Les P450 appartenant aux familles Cyp6 et 

Cyp9 semblent associées à la résistance chez les Aedes et les Anopheles aux PYR (David et al., 

2013; Liu, 2015; Moyes et al., 2017; Smith et al., 2018). Chez les populations africaines d'An. 

gambiae, l’implication des AgCyp6P3, AgCyp6M2 et AgCyp9K1 dans la résistance a été 

détectée (David et al., 2013). Chez les populations malaisiennes d’Ae. albopictus, AalCyp6P12 

a été fortement associé à la résistance aux PYR, tandis que AalCyp6N3 était associé à la 

résistance aux CX et au DDT (Ishak et al., 2016). Malgré les progrès dans l’étude de la 

résistance aux insecticides liée aux CYP, leur rôle exact n’est pas entièrement clair (Vontas et 

al., 2020). 

 

I.5.2.1.3 Carboxyl-estérases ou estérases 

Les carboxyl-estérases (COEs) appartiennent à une autre superfamille d’enzymes métaboliques 

présentes dans l'ensemble des êtres vivants (microbes, plantes et animaux) ( Marshall et al., 

2003; Satoh and Hosokawa, 2006; Jeon et al., 2011) . Chez les insectes, les estérases sont 

impliquées dans la reproduction, dans le métabolisme des hormones, dans la digestion et aussi 

dans la neurotransmission (Haubruge and Amichot, 1998). Ces enzymes sont retrouvées au 

niveau du cytoplasme, dans les cellules du tube digestif, des tubes de Malpighi, du système 

reproducteur et du corps gras (Haubruge and Amichot, 1998). La plupart des COEs ont un 

résidu sérine dans une triade catalytique nécessaire à l’hydrolyse, elles se lient à un groupe ester 

puis rompent cette liaison ester par un processus d'acylation-désacylation (Stok et al., 2004). 
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L’élévation de l’activité des COEs est un des principaux mécanismes de résistance aux OPs, 

aux CXs et aux PYR (Li et al., 2007). Chez les individus résistants, la quantité de COEs peut 

atteindre jusqu’à 500 fois celle des individus sensibles (Mouchès et al., 1987); ces estérases 

sont produites en excès grâce à des amplifications du nombre de copies dans le génome des 

gènes qui les codent, ou par une augmentation de leur expression (Fig. 17, (Bass and Field, 

2011)). Ce mécanisme a été signalé dans les trois genres de moustiques de grande importance 

médicale, Aedes, Anopheles et Culex (Weetman et al., 2018; Lucas et al., 2019; Cattel et al., 

2020). 

Chez C. pipiens, où cette forme de résistance a été le plus étudié, deux loci, Est-3 et Est-2, 

codent pour les estérases A et estérase B, respectivement. Ces deux loci sont très proches,  

séparés par un fragment d’ADN intergénique variant entre 2 et 6 kb et se comportent comme 

un unique superlocus nommé Ester (Raymond et al., 2001). À ce jour, 13 allèles ont été 

identifiés comme conférant une résistance aux OPs (les estérases surproduites correspondantes 

indiquées entre parenthèses): EsterA1(A1), Ester2(A2-B2), Ester4(A4-B4), Ester5(A5-B5), 

Ester8(A8-B8), Ester8(A8-B8), Ester9(A9-B9), EsterB6(B6), EsterB7(B7), EsterB10(B10), 

Ester11(A11-B11), EsterB12(B12) et EsterA13(A13) (Ben Cheikh et al., 2014a, 2014b; Cui et al., 

2006, 2007b; Raymond et al., 1998). Certains allèles résistants sont retrouvés sur l'ensemble de 

la planète, comme c'est le cas d'Ester2, qui se retrouve en Afrique, en Asie, en Europe, en 

Amérique du Nord et dans les Caraïbes (Raymond et al., 2001), et qui, d'une origine unique, a 

introgressé dans plusieurs espèces du complexe (C. pipiens, C. quinquefasciatus, (Labbé et al., 

2005)); d'autres se retrouvent dans des zones géographiques plus restreintes: par 

exemple, Ester 8, Ester 9, Ester B10 et Ester 11 sont endémiques à la Chine (Weill et al., 2001; 

Cui et al., 2007b, 2007a;) et les allèles Ester1 et Ester4 au bassin occidental méditerranéen 

(Poirié et al., 1992; Severini et al., 1997). 
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Figure 13: Gènes impliqués dans la résistance aux OP chez C. pipiens (Weill et al. 2003). 

 

I.5.2.2 Modification de la cible 

Une modification de la conformation de la protéine cible de l’insecticide qui, sans entraver 

totalement la fonction de la protéine, peut toutefois diminuer son affinité et sa capacité de 

fixation in induit une résistance (Hollingworth and Dong, 2008). Les individus résistants sont 

porteurs d’une ou plusieurs mutations touchant les gènes codant pour ces protéines, on parle 

d’allèle de résistance. Trois protéines sont les cibles des principales familles d'insecticides: le 

canal sodium voltage-dépendant (csvd), l’acétylcholinestérase (AChE) et le récepteur GABA. 

Des allèles des gènes codant pour ces protéines sont donc responsables de résistances. 

 

I.5.2.2.1 Le canal sodium voltage dépendant (csvd) 

Ces csvd sont des canaux ioniques spécifiques aux ions sodium Na+, des glycoprotéines situées 

dans la membrane plasmique des cellules nerveuses, et dont le rôle est d’assurer la propagation 

de l'influx nerveux en permettant la dépolarisation de proche en proche sur l'axone (Lund, 

1984). De nombreux insecticides appartenant à la famille des PYRs et le DDT (OC) se fixent 

sur les canaux csvd des insectes, retardant leur fermeture, ce qui perturbe la transmission des 

influx nerveux, entrainant ainsi une paralysie (effet "knock down" ou kd), puis la mort (Vais et 

al., 2001; Soderlund and Knipple, 2003). L’ampleur de l’effet kd dépend du type de 

l’insecticide: les PYRs de type II (deltaméthrine ou λ-cyalothrine) provoquent  un effet kd plus 

important que ceux de type I (perméthrine). Des mutations sur les gènes encodant les csvd (le 

gène vgsc pour voltage-gated sodium canal) permettent une résistance aux PYRs et au DDT, 
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qui se traduit phénotypiquement par une résistance à l’effet knock down ou « kdr » (reconnu 

pour la première fois chez la mouche domestique (Busvine, 1951; Milani, 1954). Par extension, 

les allèles de résistance de ce locus vgsc sont souvent appelés eux-mêmes allèles kdr (Labbé et 

al., 2017). La mutation kdr la plus répandue chez les insectes est la mutation L1014F, la 

substitution de la leucine (TTA) par une phénylalanine (TTT), dans le segment 6 du domaine 

II (Fig. 14) (Burton et al., 2011). Deux autres mutations ont été identifiées chez les mouches 

domestiques (L1014H) et (M918T, mutation super-kdr quand elle est associée à L1014F) 

(Knipple et al., 1994; Park and Taylor, 1997; Soderlund and Knipple, 2003; Dong, 2007), et 

plusieurs ont été rapportées chez les moustiques. Chez An. gambiae, la mutation L1014F étaient 

présente en Afrique de l’Ouest et la mutation L1014S en Afrique de l'Est, mais la migration a 

permis leur large diffusion (Verhaeghen et al., 2006; Namountougou et al., 2013; Djègbè et al., 

2018). La mutation N1575Y permet une augmentation de la résistance chez An. gambiae si elle 

est associée aux mutations L1014F ou S (seule elle n'a pas d'effet, Wang et al., 2015). Chez Ae. 

aegypti en Amérique Latine et les Caraïbes, deux mutations ont été détectées associées à la 

résistance, V1016I et V1016G (Saavedra-Rodriguez et al., 2007; García et al., 2009; Maestre-

Serrano et al., 2019).  La principale mutation trouvée chez C. pipiens est L1014F (Martinez-

Torres et al., 1998, 1999), bien que la mutation L1014C ait été rapportée, uniquement chez C. 

pipiens molestus en Chine (Scott et al. 2015). 

 

 

Figure 14: Schéma du canal socdium voltage-dépendant (csvd) (Bass et al., 2014). 

 

I.5.2.2.2 Le récepteur de l’acide gamma-aminobutyrique (GABAr) 

L’acide γ-aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur dans le 

système nerveux chez les insectes. Il se fixe sur son récepteur (GABAr), permettant le contrôle 

du passage des ions chlore (Cl-) à travers la membrane synaptique, et donc la diminution de 

l’excitabilité de la cellule nerveuse (Hemingway and Ranson, 2000). Le GABAr est la cible 
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d’un certain nombre d’insecticides, y compris des cyclodiènes (CD) tels que la dieldrine 

(Tanaka et al. 1984), des PYRs de type II (Gammon and Casida, 1983; Lawrence and Casida, 

1983) et des avermectines (Lees and Beadle, 1986). La fixation de ces insecticides au GABAr 

inhibe le fonctionnement des canaux chlorures, ce qui déclenche une hyperpolarisation, 

perturbe le fonctionnement du système nerveux, et entraine ainsi la mort de l’insecte (Haubruge 

and Amichot, 1998). 

La résistance aux CDs est due à une diminution de la sensibilité du GABAr, induite par la 

présence d’une mutation au niveau du gène Rdl ("resistance to dieldrin") codant pour le GABAr,  

la substitution d’une alanine par une sérine à la position 302 (A302S, détectée d'abord chez D. 

melanogaster (Ffrench-Constant et al., 1993). En occupant le site de liaison à l’insecticide, le 

résidu sérine déstabilise sa conformation, ce qui augmente le temps d’ouverture du canal 

chlorure et limite la transmission de l’influx nerveux (Ffrench-Constant et al., 1993). Chez An. 

gambiae, la mutation A302G confère la résistance aux CDs et se retrouve partout en Afrique 

(Ffrench-Constant et al. 1993; Chandre et al. 1999; Hemingway et al. 2004), bien qu'une autre 

substitution, A296G, ait également été observée (Du et al., 2005). De même, la substitution 

A296S a été observée chez An. arabiensis, An. stephensi et Ae. aegypti (Ffrench-Constant et 

al., 2000b; Du et al., 2005). On retrouve la mutation A302S pour la résistance à la dieldrine 

chez C. quinquefasciatus et Ae. albopictus (Tantely et al., 2010; Amelia-Yap et al., 2020; 

Gomard et al., 2022).  

 

I.5.2.2.3 L’acétylcholinestérase (AChE) 

L’acétylcholinestérase (ACHE) est une enzyme du système nerveux central; son rôle est de 

mettre fin à la transmission synaptique en hydrolysant le neurotransmetteur acétylcholine 

(ACh) (Fig. 19).  L’AChE est la cible des OPs et des CXs (Massoulié and Bon, 1993), qui 

inhibent l'activité de l’AChE, provoquant l'accumulation de l'ACh dans la synapse, ce qui 

conduit à une hyperexcitation continue, prolonge l’influx nerveux, et entraine ainsi la mort par 

tétanie. La résistance aux OPs et aux CXs résulte de mutations qui suppriment ou diminuent 

l’inhibition de l’AChE synaptique (Fig. 15) (Raymond et al. 2001; Weill et al. 2003).  
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Figure 15: Rôle de l'acéthylcholinestérases1 (AChE1) dans la transmission synaptique 

(Weill et al. 2003). 

 

Chez les mouches (dont D. melanogaster), un seul gène ace code pour l'AChE, alors qu'il en 

existe deux, ace-1 et ace-2 chez la plupart des insectes, dont les moustiques (Weill et al., 2002; 

Huchard et al., 2006). Chez les moustiques, c'est l’AChE1, codée par ace-1, qui est l’enzyme 

responsable de l’hydrolyse de l'ACh synaptique, le rôle physiologique de l’AChE2 (ace-2) 

restant inconnu. Chez les mouches, le gène ace-1 a été perdu au cours de l'évolution, et c'est 

l'AChE2 qui a repris le rôle de l'AChE1. 

Chez les moustiques, la résistance est principalement due à des mutations affectant le site 

catalytique de l'AChE1. C'est le cas notamment de la plus courante, la mutation G119S qui    

substitue à une glycine (GGG) en position 119 du gène ace-1 une sérine (AGC). On retrouve 

cette mutation chez de nombreuses espèces des genres Anopheles et Culex, où elle semble être 

apparue et avoir été sélectionnée de façon récurrente et indépendante; elle était absente chez 

Ae. aegypti et Ae. albopictus, porteurs de codons ne permettant généralement pas l'apparition 

de G119S par une unique mutation (Weill et al. 2004; mais voir Muthusamy and Shivakumar, 

2015). La mutation G119S s'est produite au moins 4 fois indépendamment dans le complexe C. 

pipiens : deux fois chez C. pipiens s.s. et deux fois chez C. quinquefasciatus ( Weill et al., 

2003b; Milesi et al., 2017) . On retrouve une autre mutation du gène ace-1, F290V, dans les 

populations méditerranéennes du complexe C. pipiens (Alout et al. 2007; 2009), et une autre 

(F331W) a été décrite exclusivement chez C. tritaeniorhynchus (Nabeshima et al. 2004).  

 

Lors de ma thèse, je me suis particulièrement attachée à i) identifier les allèles de résistance 

présents au Maroc chez C. pipiens, en particulier pour les mutations de cibles et pour les 
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estérases, ii) à suivre leur évolution dans différentes populations références à travers le Maroc, 

et iii) à évaluer l'impact des conditions environnementales, en particulier en lien avec les 

activités humaines (agriculture et urbanisation), sur la fréquence de ces allèles de résistance. 

Ces travaux font l'objet des chapitres III et IV du présent document. 
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Chapitre II Autogénie et taxonomie du complexe Culex pipiens au 
Maroc: l'Afrique du Nord révèle une situation plus complexe 

qu'anticipée. 
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II.1 INTRODUCTION 
Les moustiques sont un groupe monophylétique composé d’environ 3500 espèces. Chez la 

majorité, les femelles adultes possèdent des pièces buccales adaptées pour se nourrir de sang. 

Le sang est important, et dans la plupart des cas nécessaire, pour la maturation ovarienne: chez 

la majorité des espèces, les femelles ne peuvent pondre en cas d’absence de repas sanguin, on 

dit qu'elles sont anautogènes (i.e. incapables de produire des œufs sur leurs seules réserves). 

Chez ces femelles anautogènes, le développement des œufs suit un processus distinct appelé 

vitellogenèse, qui est le dépôt de protéines produites par le corps gras dans les ovocytes en 

développement. La vitellogenèse n'est activée qu'après un repas de sang, par quatre voies de 

signalisation (Hansen et al., 2004; Attardo et al., 2005; Jarvela et al., 2021): i) l'hormone 

juvénile III (JH) est la principale hormone régulant le développement des follicules 

prévitellogénique, agissant sur le corps gras et influençant la capacité d'une femelle à réguler 

l'expression des précurseurs de la protéine vitelline (YPP) (Noriega, 2004; Jarvela et al., 2021) ; 

ii) une fois qu'une femelle obtient un repas de sang, les cellules neurosécrétrices médianes du 

cerveau libèrent un peptide analogue à l'insuline (ILP) et l'hormone ecdystéroïdogène ovarienne 

(OEH), les deux incitant les ovaires à produire l'ecdysone (ECD), une hormone stéroïde qui 

active la synthèse des protéines du vitellus dans le corps gras pour être absorbées par les 

ovocytes (Dhara et al., 2013) ; iv) l'ILP contribue également à la digestion du repas sanguin, 

libérant les acides aminés nécessaires à la production des YPP ; la voie de signalisation de la 

cible de la rapamycine (TOR) détecte ces augmentations des niveaux d'acides aminés et 

contribue à l'activation de l'expression du gène YPP. 

Chez certaines espèces de moustiques (et d'autres familles de diptères hématophages), les 

femelles peuvent développer au moins leur premier lot d’œufs sans repas de sang. Ce trait est 

appelé autogénie (O’Meara, 2001), et a été caractérisé pour la première fois en 1929 chez C. 

pipiens molestus (Roubaud, 1929). L'évolution de l'autogénie nécessite des modifications 

spécifiques de la vitellogenèse pour le développement d'œufs sans repas de sang. Contrairement 

à l'anautogénie, la physiologie de la maturation ovarienne chez les moustiques autogènes a reçu 

moins d’attention, et l’une des espèces les mieux étudiées est le moustique rockpool 

(Georgecraigius atropalpus) (Gulia-Nuss et al., 2012, 2015; Telang et al., 2006, 2013). La 

production de vitellus, dont le corps gras, commence quelques heures après l’éclosion des 

femelles adultes autogènes et les mêmes voies de signalisation sont impliquées que dans le cas 

des individus anautogènes. Les voies de signalisation OEH, ILP et acides aminés/TOR 

contrôlent aussi la maturation des œufs, sauf que la libération de l'OEH, et probablement de 
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l'ILP, se fait les 6 à 12 premières heures après l'émergence (Gulia-Nuss et al., 2012). L'état 

nutritionnel des femelles autogènes après l'émergence est important dans le développement des 

œufs, mais ne détermine pas le statut auto/anautogène: les femelles anautogènes ne peuvent pas 

devenir autogènes dans un site riche en nutriments, et les femelles autogènes peuvent produire 

des œufs sans repas de sang même dans milieux pauvres, bien qu'en moindre nombre. 

Cependant, l’autogénie peut être obligatoire (i.e. les femelles pondent toujours leur premier lot 

d’œufs sans repas de sang), ou facultative (les femelles ne pondent un radeau d’œufs autogènes 

que s'il n y a pas de source de sang) (Tsuji et al., 1990; Attardo et al., 2005). Il semble donc que 

l'autogénie soit génétiquement codée, et elle fait d'ailleurs l'objet de recherches de génomique 

en ce sens (Haba and McBride, 2022). 

Le moustique domestique C. pipiens s.s est l’un des plus importants moustiques vecteurs de 

maladies dans les zones tempérées. Dans la partie nord de sa répartition géographique (Europe 

du Nord), on distingue classiquement deux formes canoniques, pipiens et molestus. Ces deux 

formes présentent des morphologies indiscernables, mais des différences comportementales et 

physiologiques (Fig.13). La forme molestus semble strictement souterraine (elle a d'abord été 

détectée  dans les métros de Londres et d’autres villes européennes; (Jobling, 1938; Mattingly, 

1951) avec des mœurs adaptées à cet environnement (sténogamie et absence de diapause 

hiverbale) et une mammophilie marquée, alors que les moustiques occupant les habitats de 

surface correspondent strictement à la forme pipiens, nécessite de grands espaces pour se 

reproduire, sont principalement ornithophiles et entre en diapause l'hiver (Fig. 13). Les analyses 

génétiques montrent d'ailleurs que ces deux formes sont nettement divergentes en Europe du 

Nord, et un test rapide mis au point par Bahnck et Fonseca sur la région flanquante du locus 

CQ11 permet de caractériser les individus facilement et de façon robuste (Bahnck and Fonseca, 

2006). Cependant, la différence la plus frappante est que les femelles de la forme molestus sont 

autogènes alors que les femelles de la forme pipiens sont strictement anautogènes (Haba and 

McBride, 2022).  
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Figure 16: Les caractéristiques canoniques des deux formes de Culex pipiens s.s.  

 

Cependant, si les deux formes de C. pipiens s.s. sont nettement distinctes en Europe du Nord, 

il est clair depuis longtemps que la situation est plus complexe en Europe du Sud: la forme 

molestus ne semble plus aussi inféodée au espaces souterrains (alors que la forme pipiens reste 

strictement aérienne; (Nudelman et al., 1988; Gomes et al., 2009), et le locus CQ11 montre que 

les deux formes peuvent s’hybrider. On observe ainsi un gradient latitudinal d’hybridation entre 

les deux formes, allant de l’absence d’hybridation au Nord à un flux de gènes limité mais 

notable au Sud (Byrne and Nichols, 1999; Vinogradova, 2000; Haba and McBride, 2022). 

Néanmoins, l'autogénie semble toujours strictement associée à la forme molestus. 

La situation en Afrique du Nord est nettement peu vague, car peu d’études sont disponibles: 

deux études en Tunisie et une en Algérie suggèrent cependant que les deux formes coexistent 

dans les populations, avec des taux d'hétérozygotes au locus CQ11 similaires à ceux attendus 

sous panmixie (Krida et al., 2015a; Korba et al., 2016; Beji et al., 2017). Il semblerait donc que 

le gradient latitudinal observé en Europe se prolonge en Afrique du Nord ; avec une 

différenciation des formes encore moins marquée (Mattingly, 1951; Chevillon et al., 1998; 

Haba and McBride, 2022). Le plus intrigant est que les rares études disponibles suggèrent que 

la stricte association entre autogénie et formes observées en Europe pourrait être moins marquée 

dans la région nord-africaine de la distribution. Ainsi, en Égypte seule une minorité de femelles 

décrites comme molestus peuvent pondre sans repas de sang (Knight and Abdel Malee, 1951; 

Nudelman et al., 1988), et en Tunisie l’autogénie est majoritairement retrouvée chez des 

individus portant les allèles CQ11 de molestus, mais aussi chez des individus porteurs d'allèles 

pipiens (Beji et al., 2017). Les effectifs étudiés restent néanmoins très limités à cause de la 
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difficulté pratique à caractériser le caractère autogène, qui nécessite d'élever plusieurs semaines 

au laboratoire les femelles prélevées sur le terrain et de les faire pondre individuellement, avec 

par conséquent un rendement très faible. 

Au Maroc, on trouve à la fois les deux formes molestus et pipiens, et des analyses antérieures 

du marqueur CQ11 ont, comme dans d’autres régions d’Afrique du Nord, révélé un niveau 

élevé d’hybridation (Arich et al., 2021a). Dans la présente étude, nous avons profité de cette 

situation pour évaluer l’association entre l’autogénie et les allèles CQ11 dans les populations 

naturelles marocaines de C. pipiens s.s. Nous nous sommes en particulier appuyés sur le 

développement récent d'une technique de caractérisation de l'autogénie par dissection ovarienne 

pour obtenir des effectifs suffisants pour soutenir nos conclusions (Jarvela et al., 2021).
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Abstract 
Background: Mosquitoes of the Culex pipiens complex are found across the globe and are the focus of many 
research studies. Among the temperate species C. pipiens sensu stricto (s.s.), two forms are usually described: molestus 
and pipiens. These two forms are indistinguishable in terms of morphology but show behavioral and physiological 
differences that may have consequences for their associated epidemiology. The two forms are well defined in the 
northern part of the species distribution, where autogeny is strictly associated with the molestus form. However, 
whether the two remain distinct and show the characteristic differences in behavior is less clear in North Africa, at the 
southern edge of their range.

Methods: The association between autogeny, as determined by ovarian dissection, and molecular forms, based on 
the CQ11 microsatellite marker, was studied in six Moroccan populations of C. pipiens.

Results: An overall low prevalence of autogeny was found at three of the Moroccan regions studied, although it 
reached 17.5% in the Agadir population. The prevalence of form-specific CQ11 alleles was quite similar across all 
populations, with the molestus allele being rarer (approx. 15%), except in the Agadir population where it reached 
43.3%. We found significant deficits in heterozygotes at the diagnostic CQ11 locus in three populations, but the three 
other populations showed no significant departure from panmixia, which is in line with the results of a retrospective 
analysis of the published data. More importantly, we found no association between the autogeny status and CQ11 
genotypes, despite the many females analyzed.

Conclusions: There was limited evidence for two discrete forms in Morocco, where individuals carrying pipiens and 
molestus alleles breed and mate in the same sites and are equally likely to be capable of autogeny. These observations 
are discussed in the epidemiological context of Morocco, where C. pipiens is the main vector of several arboviruses.
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Background
Culex  (C.) pipiens has been, and still is, the focus of 
attention of many biologists, vector and evolutionary 
biologists in particular, who study their vectorial capac-
ity for various viruses and pathogens (e.g. [1–4]), their 
resistance to insecticides [5–10], their reproduction [11, 
12] and/or their phylogenic origin [13–16]. Culex pipi-
ens is one of the most geographically widespread species 
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of mosquitoes. It is considered to be a species complex 
that includes C. pipiens sensu stricto (s.s.), C. quinquefas-
ciatus,  C. australicus and  C. globocoxitus [2, 17]. While 
C. australicus and C. globocoxitus are restricted to Aus-
tralia, C. quinquefasciatus and C. pipiens s.s. are spread 
across the globe, with the former in tropical/subtropi-
cal regions and the latter in temperate regions, although 
there are hybridization zones in the Americas and Asia 
[13].

"e C. pipiens s.s. found in temperate regions is usu-
ally described as comprising two forms, C. p. pipiens 
(referred to as pipiens hereafter) and C. p. molestus 
(referred to as molestus hereafter), whose evolutionary 
relationships remain under debate (for a detailed review 
see [18]). "ey display indistinguishable morphologies, 
but show behavioral and physiological differences that 
greatly influence their vector competencies, including, 
for example, their intrinsic capacity to host and transmit 
viruses and pathogens [13].

"e molestus form is usually described as subter-
ranean, occupying environments with limited surface 
access, while the pipiens form lives above-ground. Both 
forms display adaptations to their typical environment, 
although it is probable that the molestus adaptations 
actually precede their colonization of the underground 
regions [18]: molestus mate in confined spaces (stenog-
amy), feed on mammals, including humans (mammo-
philia), and remain active during winter (homodynamic), 
while pipiens by contrast mate in open spaces (euryg-
amy), feed predominantly on birds (ornithophilic) and 
undergo winter diapause (heterodynamic) [19].

"e most striking difference between these two forms 
lies in the capacity of molestus females to lay their first 
eggs without a blood meal, referred to as autogeny, while 
the pipiens females are usually described as being anau-
togenous. In anautogenous females, a blood meal is 
required to activate vitellogenesis, i.e. follicle develop-
ment and deposition of yolk proteins, through signaling 
pathways that likely involve juvenile hormone, insulin-
like peptide, ecdysone and target of rapamycin (TOR) 
[20–24]. In autogenous females, the same signaling path-
ways control egg maturation within the first few hours 
after emergence, without a blood meal [25]. Autogeny 
appears to be genetically encoded: while a nutrient-rich 
larval habitat allows autogenous females to lay a larger 
first clutch of eggs, they can produce eggs without a 
blood meal even in poor environments; conversely, anau-
togenous females cannot become autogenous even in a 
nutrient-rich site [22].

"e situation is further complicated by the existence of 
a latitudinal gradient in hybridization between these two 
forms, from no hybridization at all in northern Europe, to 
limited gene flow in southern Europe [13, 18, 26]. "is is 

particularly visible in the distribution of a marker flank-
ing a microsatellite locus called CQ11 [27]. "is marker 
(referred to as CQ11 hereafter) has two alleles, each spe-
cific to one of the forms found in northern Europe [14]. 
In southern Europe, while the molestus allele is largely 
dominant in belowground populations, above-ground 
populations harbor a mix of molestus and pipiens alleles, 
but with fewer heterozygotes than expected in a panmic-
tic population [14, 28, 29].

Relatively less is known on the status of C. pipiens forms 
in North Africa. In the few studies available, two from 
Tunisia and one from Algeria, all populations appear to 
be well mixed, with both CQ11 alleles present, and het-
erozygote frequencies are similar to those expected for 
panmixia [30–32]. "ese observations support the pres-
ence of a latitudinal gradient [18] and suggest that North 
African C. pipiens populations are somewhat intermedi-
ate between the two northern extremes. Nevertheless, 
more data are needed to confirm the generality of this 
pattern.

More importantly, while the autogenous or anautoge-
nous characters are strongly associated with the molestus 
and pipiens forms, respectively, in northern Europe, this 
association is less clear in the few studies available for 
the North African region of the species distribution. For 
example, in Egypt, most individuals are morphologically 
characterized as molestus, but only few females can lay 
eggs without a blood meal [33], and in Tunisia, autogeny 
is found in individuals carrying both molestus and pipiens 
CQ11 alleles [32]. "erefore, it remains unknown how, if 
at all, the CQ11 alleles are associated with autogeny in 
these mixed C. pipiens populations from North Africa.

Morocco presents a most suitable opportunity to 
address this question: similar to the situation in Tunisia 
and Algeria, a previous analysis showed that both alleles 
of the CQ11 marker segregate in natural populations, 
with many heterozygotes [34]. In the present study, we 
took advantage of this situation to assess the association 
between autogeny, revealed through ovarian dissection, 
and CQ11 genotypes.

Methods

Mosquito collections and identi"cation
Culex pipiens larvae were collected using the dipping 
sampling method [35] in July 2021 in six regions of 
Morocco. Various types of breeding sites, either above- 
or belowground, and different climatic regions represent-
ative of the country were sampled (Fig. 1; Table 1). Living 
larvae were transported to the insectary for identification 
using the key of Mediterranean Africa mosquitoes [36]: 
C. pipiens larvae were identified based on abdominal 
characters (a single branch of the caudal seta 1-X, 2–5 
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Tanger

Larache

Mohamedia
Casablanca

Marrakech

Agadir

Fig. 1 Localities sampled during this study. White dots represented aboveground collection sites; white stars represent underground collection 
sites

Table 1 Collection sites of Culex pipiens populations sampled in Morocco

Region Breeding site Bioclimate Locality Latitude Longitude Description

Tanger Aboveground Humid Oued Houd 35°46′44.3″N 5°50′50.1″W Wastewater drain

Larache Aboveground Sub-humid Lokouss 35°10′55.7″N 6°07′56.8″W Wet meadows

Mohammedia Aboveground Sub-arid Ouled Hmimou 33°40′25.33″N 7°26′42.5″W Sewer water

Casablanca Belowground Sub-arid Tit mellil 33°34′37.38″N 7°28′23.64″W Abandoned septic tank

Marrakech Aboveground Arid Souihla 31°38′12.7″N 8°10′07.0″W Irrigation canals

Agadir Aboveground Hyper-arid Oued Souss 30°21′39.8″N 9°29′22.6″W Wastewater drain con-
nected to the Souss 
river
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branches of the siphon seta 1a-S and no median spine on 
the segment VIII scales). Only larvae identified as C. pipi-
ens were used in subsequent experiments. Samples were 
collected from densely populated larval sites to minimize 
the possibility of collecting siblings from the same egg 
rafts.

!e larvae were provided with a protein-rich diet 
(1.5 mg protein-rich cat kibble (Friskies® [Nestlé Purina 
Petcare, St. Louis, MO, USA]) and 0.50 mg of yeast per 
larva every 2  days) and reared to adults in the labora-
tory at 28 ± 1 °C, a relative humidity of 80% and a 16:8 h 
(light:dark) photoperiod [36].

Autogeny status assessment
Females were characterized as autogenous or anautog-
enous by dissection of their ovaries, following the pro-
tocol developed in M.L. Fritz’s laboratory [22]. Briefly, 
pupae were placed in individual tubes until emergence, 
then placed in cages containing 10% sucrose, where 
females were allowed to age for 1 to 4  days. Ovaries 

were dissected under a stereomicroscope on a Petri 
dish filled with 90% ethanol. !e females were assigned 
as autogenous or anautogenous directly by visualizing 
the development of the post-emergence follicles, 96  h 
after emergence (Fig.  2; note that whether they were 
able to mate or not before dissection had no effect on 
the categorization). Classical methods require keeping 
the females alive for at least 8–10  days, to mate them 
and let them lay eggs; however, these methods tend to 
underestimate autogeny frequency (a female laying no 
eggs can be either anautogenous or simply unwilling to 
lay eggs in the given laboratory environment). Moreo-
ver, females must be isolated when the aim is to asso-
ciate genotype and autogeny status, which decreases 
oviposition rate (the presence of specific mosquito 
oviposition pheromones from other females stimulates 
oviposition by gravid females; [37]). !is dissection-
based protocol prevents these biases and constraints, 
allows the processing of many females, and a rapid and 
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Fig. 2 Ovarian development 96 h post-emergence in anautogenous and autogenous Culex pipiens females. Photos of the dissected ovaries of 
different females are presented. Autogenous (a unmated, b mated) and anautogenous (c unmated, d mated) females are easily distinguishable 
when none had access to a blood meal: the follicules in autogenous females are more developed (i.e. bigger and longer) than those in 
anautogenous females (i.e. round and smaller), with mating having only limited visible effects. mg, midgut; ov, ovary
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direct assessment of autogeny status and genotype for 
each individual.

CQ11 genotyping
DNA was extracted from each genotyped female using 
the DNAzol method according to the manufacturer’s 
protocol [38]. We determined the CQ11 genotypes of the 
collected individuals via multiplex PCR tests [27], using 
the primers pipCQ11R, molCQ11R and CQ11F in a sin-
gle PCR reaction. !e PCR reactions were performed in 
a 40-μl reaction volume at the following cycling condi-
tions: 30 s at 94 °C; 40 cycles of 30 s at 54 °C and 40 s at 
72 °C. Amplified fragments were visualized on a 2% aga-
rose gel: a single DNA fragment of 200  bp corresponds 
to the pipiens form allele, a single DNA fragment of 
250 bp corresponds to the molestus form allele and indi-
viduals displaying both fragments are considered to be 
heterozygous.

Data analysis
All computations were performed using the  freely avail-
able R software (v.4.1.2; http:// www.r- proje ct. org; !e 
R Core Team). Departures from Hardy–Weinberg equi-
librium were tested for each sample using the genepop 
R package [39]. !e correlation between autogeny fre-
quency and CQ11 alleles was analyzed using Fischer 
exact tests [40].

Results and discussion
Two forms of Culex pipiens s.s. are recognized, pipiens 
and molestus, described as morphologically identical, but 
with different behaviors and occupying different habi-
tats [18]. While the distinction between these two forms 
is clear in northern Europe, it is much less so in North 
Africa, where the few studies published to date hint at 
a breakdown of the association between form-specific 
genetic markers and form-specific behaviors/physiolo-
gies, such as autogeny [30–32]. In the present study, this 
problem was addressed in Morocco, with our question 
being whether two genetically and behaviorally distinct 
forms can be found in the southern part of the C. pipiens 
s.s. range. More specifically, we collected mosquito lar-
vae from six sites (Fig. 1; Table. 1) that represent Moroc-
co’s five bioclimatic zones and all of the most highly 
populated geographic areas (large parts of Morocco are 
deserts), and assessed both the prevalence of autogeny 
and its local association with the pipiens/molestus CQ11 
alleles.

The prevalence of autogeny is variable in Morocco
Larvae identified as C. pipiens were reared to adults 
under laboratory conditions. Females were dissected 

to analyze their ovaries, as the post-emergence follicle 
state allows assessment of which females are autogenous 
(i.e. able to lay eggs without a blood meal) and which 
are anautogenous [22]. Figure  2 shows the characteris-
tic aspects of the ovaries of autogenous and anautog-
enous females (here from the Agadir population). In the 
absence of a blood meal, the follicules are well developed 
in autogenous females, whether they are mated of not, 
but not in anautogenous females; this difference allows 
an unambiguous characterization. !is very efficient 
autogeny assessment method does not require females to 
lay eggs and is thus more accurate (i.e. unbiased and with 
higher throughput).

Between 100 and 120 females from each population 
collected were typed. !e frequencies of autogeny in the 
sampled populations are shown in Table 2. Autogeny was 
found in half of the populations, but at different frequen-
cies, ranging from 1 to 4% in Tangier and Casablanca, 
to 17.5% in Agadir. Autogeny is thus present across 
Morocco, in all types of climates (from humid in Tangier 
to hyper-arid in Agadir).

Autogeny was found in both above- (Tangier and 
Agadir) and belowground (Casablanca) breeding sites, 
and the frequency does not appear higher in the below-
ground versus aboveground populations (although the 
sampling of belowground populations remains very 
limited, as they were not found in most sampled areas). 
!ese results are similar to those previously obtained 
in central North Africa: in Tunisia, autogeny was found 
expressed in aboveground sites with frequencies rang-
ing from 1.43% to 33.3% [30, 32], and autogeny was 
described in mosquitoes occupying an aboveground 
habitat in Algeria [31]. However, in these studies, and 
when quantified, the frequency of autogeny was assessed 
using crosses in the laboratory, generally in low numbers. 
!e dissection-based method used in the present study 
allowed processing ≥ 100 females per population, thus 
providing quantitatively robust and unbiased estimations 
of autogeny frequency. By contrast, in Russia, northern 
Europe and northeastern USA, region characterized by 
a cold climate, autogenous individuals are found exclu-
sively in underground sites [26, 41–43].

CQ11 allele frequencies are similar across Morocco 
and across all types of breeding sites
As in previous studies [34, 44, 45], the genotype at the 
CQ11 locus was used to understand the character of 
Moroccan populations (e.g. pipiens-like, molestus-like, 
intermediate or harboring both discrete types). It should 
be noted that, as a single locus, CQ11 is not absolutely 
reliable for individual genotyping; however, it does pro-
vide rapid and economical diagnosis of mosquitoes at the 
population level [27]. Other single-locus methods have 
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been proposed that have proved to be less consistent (see 
[46]), and while microsatellite markers appear to be more 
reliable, they are significantly more technical and expen-
sive (e.g. [14]).

As autogeneous females were rare in most popula-
tions, we genotyped all autogenous females in all popula-
tions, but only 60 anautogenous females out of the 100 
characterized for autogeny, except for the Agadir popu-
lation where autogeny was more prevalent, so that all 
120 females were genotyped. !e results are presented 
in Table  2. Both molestus and pipiens CQ11 alleles 
were found to be present in all populations, with strik-
ingly similar genotype frequencies: 10–16% molestus 
allele homozygotes (except in the Larache population 
where it was only approximately 2%), 54–63% pipiens 
allele homozygotes and 23–35% heterozygotes (Table 2). 
Agadir again appears to be different in terms of geno-
type frequency, with 43% molestus allele homozygotes, 
36% pipiens allele homozygotes and 20% heterozygotes. 
Overall, this suggests that the climate does not strongly 
influence CQ11 genotype frequencies, despite the high 
contrast between the humid north and hyper-arid south 
environments in Morocco were the different populations 
were sampled in this study.

!e frequencies of the three CQ11 genotypes are 
similar to what is expected under panmixia in Larache 
(Fis =  −  0.1213, P = 0.67), Mohammedia (Fis = 0.2081, 
P = 0.16) and Casablanca (Fis = 0.2092, P = 0.12). 
However, for Agadir (Fis = 0.6, p = 0.000), Marrakech 
(Fis = 0.297, P = 0.046) and Tanger (Fis = 0.410, P = 0.002), 
we observed a significant deficit of heterozygotes, which 
suggests that two populations with more limited gene 
flow coexist in the same area and tend to lay eggs in the 
same breeding sites.

Data from previously published studies reporting on 
the CQ11 genotypes in a natural population of C. pipi-
ens s.s. in Morocco [34, 45, 47, 48] were re-analyzed to 
test for departure from panmixia. !e results are indi-
cated in Additional file 1: Table S1. !ey are similar to the 
results of the present study in that only a few populations 
showed a significant departure from panmixia. Moreo-
ver, it appears that these departures are transient, as for 
a given locality the results are quite variable, depend-
ing on the study and year of sampling (Additional file 1: 
Table S1).

Finally, the frequency of the molestus allele in the 
belowground site (Casablanca) was found to be similar 
to that in the aboveground sites (Table. 2). Again, similar 

Table 2 Distributions of Culex pipiens forms in Morocco

The origin of the samples (Regions), the total number of dissected specimens, the autogeny status (autogeneous or anautogeneous) and the percentage of each 
form are also indicated. The CQ11 microsatellite genotypes were analyzed: the number of genotyped specimens and the number (and percentage) of each genotype 
are also indicated. Homozygotes for the pipiens allele are indicated as pipiens, homozygotes for the molestus allele are indicated as molestus and individuals carrying 
both alleles are indicated as heterozygote

Regions No. dissected 
specimens

Autogeny status CQ11F marker

Autogeny status N (%) No. of genotyped 
individuals

pipiens molestus heterozygotes

Tanger 100 Autogenous 1 (1%) 1 0 (0.0%) 1 (100.0%) 0 (0.0%)

Anautogenous 99 (99%) 60 37 (61.6%) 9 (15.0%) 14 (23.3%)

Total (%) 61 60.6% 16.3% 22.9%

Larache 100 Autogenous 0 (0%) – – – –

Anautogenous 100 (100%) 60 38 (63.3%) 1 (1.6%) 21 (35.0%)

Total (%) 60 63.3% 1.6% 35.0%

Mohammedia 100 Autogenous 0 (0%) – – – –

Anautogenous 100 (100%) 60 36 (60.0%) 6 (10.0%) 18 (30.0%)

Total (%) 60 60.0% 10.0% 30.0%

Casablanca 100 Autogenous 4 (4%) 4 1 (25.0%) 3 (75.0%) 0 (0.0%)

Anautogenous 96 (96%) 60 34 (56.6%) 6 (10.0%) 20 (33.3%)

Total (%) 64 54.0% 14.0% 31.2%

Marrakech 100 Autogenous 0 (0%) – – – –

Anautogenous 100 (100%) 60 36 (60%) 8 (13.3%) 16 (26.6%)

Total (%) 60 60.0% 13.3% 26.6%

Agadir 120 Autogenous 21 (17.5%) 21 8 (38.0%) 9 (42.8%) 4 (19.0%)

Anautogenous 99 (82.5%) 99 35 (35.3%) 43 (43.4%) 21 (21.2%)

Total (%) 120 35.8% 43.3% 20.8%
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results were reported in previously published studies 
(Additional file 1: Table S1). Although the limited num-
ber of populations sampled in the present study does not 
allow us to make a broad generalization, our results are 
in accordance with those reported in previous studies 
from more eastern sites in Algeria and Tunisia, where the 
molestus allele can be found in both above- and below-
ground habitats [31, 32]. "e presence of two discrete 
forms with genetic and ecological differences is thus less 
clear in North Africa.

Overall, these results support the notion that pipi-
ens and molestus may not exist as two discrete forms in 
Morocco and, more generally, in the North African part 
of the C. pipiens s.s. range, or at least that they cannot be 
discriminated there using the CQ11 marker [49, 50].

CQ11 genotype and autogeny appear independent 
in Morocco
Due to the paucity of autogenous females found in most 
populations (Table 1), it was only possible to test for an 
association between CQ11 genotypes and autogeny in 
the Agadir population. In this aboveground population, 
> 120 females were analyzed, of which 17% were autoge-
nous, and pipiens and molestus alleles were found in simi-
lar proportions. However, the frequencies of the different 
CQ11 alleles in autogenous and anautogenous females 
are strikingly similar (Table  2), and no statistical asso-
ciation between forms and autogeny was found (Fisher’s 
exact test, P = 1), despite evidence for a somewhat struc-
tured population at this location (i.e. a heterozygote defi-
cit; see above). Moreover, the two other populations with 
a heterozygote deficit (Tanger and Marrakech) did not 
display high levels of autogeny.

While the results from previous studies from Tuni-
sia [30, 32] suggest this absence of correlation between 
autogeny and the molestus alleles at the aboveground 
sites (but with a low statistical power, < 20 females per 
site), the high number of females from the same popu-
lation analyzed in the present study provides clear sup-
port for this lack of correlation. On the southern side of 
the Mediterranean Sea, there is no association between 
autogeny and genetic variation at a locus that clearly dis-
tinguishes autogenous and anautogenous individuals in 
regions on the northern side. For example, in Italy, autog-
eny was found to be totally absent in populations with 
high pipiens allele frequencies [51], and autogeny has 
similarly been linked to belowground sites and the moles-
tus form in the northern part of the C. pipiens range [52]. 
However, other studies found that autogeny is also pre-
sent in the pipiens form in populations from Washington 
DC [16], and from Portugal (where gene flow between 
the two forms, although more limited than in Morocco, 
was evidenced using microsatellites [29]).

Autogeny, usually considered to be a key form-specific 
capacity, thus appears to be a more labile characteris-
tic than previously thought, and not to be linked to key 
form-specific genetic variants in North Africa (as well as 
form-specific ecological preferences for breeding sites). 
Two alternative hypotheses (not necessarily exclusive) 
could explain this pattern. First, extensive interbreeding 
between the two differentiated forms in this region may 
have homogenized their differences (secondary con-
tact). Second, variable North African populations may 
represent the ancestral state, with autogeny becoming 
associated with the molestus allele at CQ11 during the 
differentiation of the two forms elsewhere, through drift 
and/or selection (differentiation during colonization). 
Note that this second hypothesis could allow for the 
undetectable coexistence (at least with currently available 
diagnostic tools) of the two molestus and pipiens forms 
in North African populations. More extensive studies, 
including a worldwide sampling effort, are required to 
discriminate the most probable evolutionary scenario.

Conclusions
In conclusion, we found that there is limited evidence 
for discrete pipiens and molestus forms across Morocco: 
individuals carrying pipiens and molestus alleles breed in 
the same sites, with no specific ecology (below- or above-
ground sites), and both share the ability to lay eggs with-
out a blood meal (i.e. autogeny).

While these observations are fascinating from an evo-
lutionary biology point of view, they are quite worrying 
in the context of epidemiology. In North Africa, species 
of the C. pipiens complex are considered to be the prin-
cipal vectors for the transmission of arboviruses, such as 
West Nile virus (WNV) [53] and Rift Valley Fever virus 
(RVFV) [54–56]. Both viruses circulate mostly in birds, 
which are the preferred blood meal source of the pipiens 
form. However, the molestus form is usually described as 
mammophilic. "ese mixed or intermediate populations 
could thus act as a bridge vector between mammals and 
birds [14, 57]. For example, in North America, it has been 
shown that hybrids between the two forms are actually 
less discriminating between hosts than pure-form indi-
viduals [58]. "ese mixed or intermediate populations 
could explain the numerous outbreaks of WNV reported 
in Morocco: in 1996, 94 equine cases, including 42 
deaths, and one human case [59, 60]; in 2003 and 2010, 
many horses cases reported [61–64]. In addition, the 
circulation of the WNV was detected in 2018 [65] and 
confirmed in 2019 by a serological survey in human pop-
ulations and domestic birds in the northwest of Morocco 
[66]. It is also possible that host preferences may indeed 
be shared, potentially increasing pathogen transmission 
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from birds to humans in these regions, and allowing 
the spread of these characteristics in other parts of the 
C. pipiens s.s. complex range. It is therefore urgent that 
these preferences be investigated in North Africa. More-
over, this is also true for resistance genes: in C. pipiens s.s. 
from Morocco, alleles providing resistance to all the clas-
sic insecticide families have been found to be associated 
with all CQ11 allele genotypes [34, 45, 48], which, by eas-
ing their spread in the species complex, could complicate 
the control of the diseases transmitted by this vector.
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Additional file 1 
 

Table S1: CQ11 genotype data from previously published studies in Morocco. CQ11 genotype 
data for C. pipiens s.s. in Morocco retrieved from the literature are indicated with, for each 
sample, the locality of sampling, the date (year), the type of breeding site (when reported in the 
publication, "-" when not), the number of individuals of each CQ11 genotypes (homozygotes 
for the pipiens allele, for the molestus allele and heterozygotes), and the reference. In each case, 
we tested for departure from panmixia, as for the data of the present study (see Material and 
Methods): p-values < 0.05 are in italics, they are bolded when still significant after sequential 
Bonferroni correction (Hochberg, 1988). As Fis can be biased for low individuals numbers 
(typically N <30) or low minority allele frequency (typically f <0.05) [ref], we only analyzed 
the samples satisfying these conditions (or at least very close, N ≥28).  
 
1 In this publication, a single population was sampled, sub-samples being tested for different insecticides. The 
numbers indicated here are the sums of all sub-samples. 
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Amraoui, F., Tijane, M., Sarih, M., Failloux, A.-B. Molecular evidence of Culex pipiens form 
molestus and hybrids pipiens/molestus in Morocco, North Africa. Parasites & Vectors 5, 83.  
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Locality Year Breeding site pipiens molestus heterozygotes Fis P-value Reference 

Tanger 
2015 - 48 2 37 -0.179 0.13 Bkhache et al., 2016 
2015 - 45 1 22 -0.106 0.67 Bkhache et al., 2016 
2018 Aboveground 38 1 19 -0.096 0.66 Arich et al., 2021 

Larache 2018 Aboveground 25 4 31 -0.196 0.24 Arich et al., 2021 

Mohammedia 

2010 Belowground 8 19 5 0.655 0.0004 Amraoui et al., 2012 
2010 Aboveground 15 5 8 0.361 0.08 Amraoui et al., 2012 
2016 Aboveground 299 48 186 0.066 0.16 Tmimi et al., 20181 
2018 Aboveground 27 7 24 0.069 0.76 Arich et al., 2021 

Casablanca 
2010 Aboveground 9 5 15 -0.037 1 Amraoui et al., 2012 
2015 - 38 80 36 0.546 0 Bkhache et al., 2016 
2015 - 35 2 5 0.388 0.05 Bkhache et al., 2016 

Marrakech 
2015 - 26 0 18 -0.246 0.16 Bkhache et al., 2016 
2015 - 20 9 20 -0.012 1 Bkhache et al., 2016 
2018 Aboveground 18 10 32 -0.078 0.6 Arich et al., 2021 

Agadir 2018 Aboveground 11 9 37 -0.292 0.03 Arich et al., 2021 
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II.3 DISCUSSION 
Cette étude décrit donc l'association du caractère autogène et des formes moléculaires CQ11 

dans six populations représentant les cinq zones bioclimatiques du Maroc.  

Contrairement aux observations du nord de l’Europe et des Etats-Unis où les individus 

autogènes se trouvent exclusivement dans les sites souterrains (Byrne and Nichols, 1999; 

Vinogradova and Shaikevich, 2007; Huang et al., 2008; Becker et al., 2010), les prévalences de 

l’autogénie au Maroc sont variables et ne semblent plus élevées dans la population souterraine 

par rapport aux populations de surface. Ces résultats confirment donc les observations en 

Tunisie (Krida et al., 2015b; Beji et al., 2017) et en Algérie (Korba et al., 2016). Toutefois, dans 

ces études, la prévalence de l’autogénie est quantifiée à l’aide des croisements en laboratoire, 

généralement en faible nombre. Dans notre étude, la dissection des ovaires a permis de traiter 

plus de 100 femelles par population, générant donc des estimations quantitativement nettement 

plus robustes. 

Le marqueur CQ11 n’est pas absolument fiable pour caractériser chaque moustique 

individuellement dans les endroits où se produisent des flux génétiques, mais il fournit un 

diagnostic rapide et économique à l'échelle des populations (Bahnck and Fonseca, 2006). Dans 

notre étude, la plupart des populations étudiées montrant une prédominance (54 à 63%) 

d'homozygotes pour l'allèle pipiens, 10 à 16% d'homozygotes pour l'allèle molestus et 23 à 35% 

d’hétérozygotes, sauf pour la population d’Agadir avec 43% d’homozygotes pour l'allèle 

molestus, 32% d’homozygotes pour l'allèle pipiens et 20% d’hétérozygotes. Dans l’ensemble, 

cela suggère que le climat n’influence pas fortement les fréquences du génotype CQ11. Par 

ailleurs, on observe d'importants déficits en hétérozygotes dans plusieurs échantillons, mais qui 

semblent transitoires en comparant aux données historiques pour les mêmes sites. Comme en 

Algérie et en Tunisie, l’allèle molestus peut être trouvé dans les habitats de surface comme 

souterrains (Korba et al., 2016; Beji et al., 2017). La présence de deux formes distinctes avec 

des différences génétiques et écologiques est donc moins claire en Afrique du Nord qu'en 

Europe.  

En étudiant en particulier la population d'Agadir, le résultat le plus marquant de notre étude est 

que les fréquences des allèles CQ11 chez les femelles autogènes et anautogènes sont 

étonnamment similaires, sans aucune association statistique entre les formes et l’autogénie, 

alors que cette population présentait un déficit marqué en hétérozygotes suggérant l'existence 

de deux populations différenciées, et malgré un très grand nombre d'individus testés. Cette 
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conclusion très robuste rejoint les études tunisiennes, qui allaient dans ce sens mais avec trop 

peu d'échantillons pour conclure (Krida et al., 2015a; Beji et al., 2017). 

Ainsi, si dans la littérature le caractère autogène était toujours lié à la forme molestus et 

souterraine, nous pouvons donc conclure que du côté sud de la méditerranée il n’y a pas 

d’association entre l’autogénie et la variation génétique à un locus qui distingue clairement les 

individus autogènes et anautogènes du côté nord, en Europe (ex. en Italie, l’autogénie est 

totalement absente dans les populations à haute fréquence d’allèles pipiens; (Di Luca et al., 

2016). En Afrique du Nord, l’autogénie semble donc être une caractéristique plus labile qu'on 

le pensait, et non liée à des variations génétiques spécifiques. Deux hypothèses alternatives (pas 

forcément exclusives) pourraient expliquer cela: i) tout d’abord, le métissage extensif entre les 

deux formes différenciées dans la région d’Agadir pourrait avoir homogénéisé des différences 

préalablement fixées (contact secondaire); ii) l'autre hypothèse est que les populations 

homogènes d'Afrique du Nord pourraient représenter l’état ancestral, l’autogénie ne devenant 

associée à l’allèle molestus que lors de la migration vers le Nord des deux formes, par dérive 

et/ou sélection (différenciation lors de la colonisation). A noter que la deuxième hypothèse 

pourrait permettre la coexistence indétectable des deux formes molestus et pipiens dans les 

populations maghrébines. 

Par ailleurs, le mélange des deux formes en Afrique du Nord, avec des préférences 

écologiques partagées, pourrait représenter une difficulté supplémentaire pour le contrôle des 

maladies dont ces moustiques sont les vecteurs (VNO et FVR), ces virus pouvant circuler plus 

facilement entre mammifères (dont humains) et oiseaux si les préférences d'hôtes sont elles 

aussi mélangées, de même que les allèles de résistance aux insecticides utilisés pour contrôler 

ces vecteurs. 
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Chapitre III Évaluation des niveaux de résistance et les 
différents mécanismes impliqués dans la résistance chez le vecteur 

du Virus du Nil Occidental Culex pipiens au Maroc. 
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III.1 INTRODUCTION  
Les maladies à transmission vectorielle émergentes et ré-émergentes prennent de plus en plus 

d’importance en santé animale et humaine (WHO and UNICEF, 2017). Le Virus du Nil 

Occidental (VNO, voir Chapitre I) fait partie de ces maladies. Des épizooties dues au VNO ont 

été observées à travers les cinq continents, et notamment en Europe et au Maroc (Abdelhaq, 

1996; El Harrack et al., 1997; Tber WHO, 2017; Barrett, 2018; Assaid et al., 2020, 2021) . Au 

Nord de l’Afrique, l’espèce de moustique vecteur la plus répandue est C. pipiens, et c’est un 

vecteur compétent du VNO: on pense que cette espèce a été responsable de plusieurs épizooties 

au Maroc (Le Guenno et al., 1996; El Harrack et al., 1997; Schuffenecker et al., 2005; Amraoui 

et al., 2012). 

Dans les régions au Sud de la Méditerranée, les changements socio-économiques des dernières 

décennies ont favorisé le développement rapide des centres urbains, parfois dotés d’installations 

sanitaires insuffisantes pour accueillir les fortes migrations humaines depuis les zones rurales. 

Or les moustiques C. pipiens s.s prolifèrent dans les sites fortement pollués par les matières 

organiques produites par l’activité humaine (voir Chapitre 1): cette augmentation plus ou 

efficacement régulée de la densité humaine des villes crée donc des conditions favorables pour 

la prolifération de C. pipiens s.s.. Par ailleurs, comme on l'a vu précédemment (voir Chapitre 

2), il ne semble pas y avoir d'association particulière entre les allèle du locus CQ11 et l'écologie 

de ces moustiques urbains: les formes traditionnellement reconnues comme molestus ou pipiens 

ne semblent pas y être clairement différenciées, et les différents allèles sont associés à des gîtes 

hypo- comme épigées, à l'autogénie ou la non-autogénie, etc., (Arich et al., 2022)). 

En l’absence de traitement et de vaccins efficaces contre le VNO, le contrôle des populations 

de moustiques vecteurs reste donc le seul moyen pour prévenir la transmission de cet arbovirus, 

et le cas échéant le contrôler. Au cours des années 50, le Maroc a commencé des traitements 

larvaires avec du DDT (WHO, 2007). En 1978, un insecticide organophosphoré (OP), le 

téméphos a été introduit pour le remplacer (Faraj et al., 2010), puis les pyréthrinoïdes (PYR) 

ont été introduits comme adulticides, notamment dans le cadre d'utilisations domestiques 

(sprays anti-moustiques).  

Cependant, des résistances à ces insecticides sont connues dans plusieurs endroits du monde 

(Haubruge and Amichot, 1998; Hemingway et al., 2004; Nkya et al., 2014; Labbé et al., 2017) 

. Cette résistance est le résultat d'une adaptation darwinienne des moustiques à la pression 

croissante des insecticides utilisés en santé publique et en agriculture (voir Chapitre 1), et 

menace de rendre ces molécules inefficaces pour la lutte antivectorielle. Par ailleurs, une étude 
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récente a montré que les mécanismes de résistance aux insecticides améliorent la compétence 

vectorielle pour le VNO, ce qui entraine donc un risque accru d’épidémies (Atyame et al., 

2019). 

Pour anticiper et mettre en place une gestion éclairée de la résistance aux insecticides dans le 

cadre de plans de prévention et/ou de gestion des épidémies de VNO, il est nécessaire de 

connaître les mécanismes présents dans une région donnée et leur fréquence. Malheureusement, 

avant ma thèse, très peu de travaux avaient été menés au Maroc sur les mécanismes de 

résistance aux insecticides chez C. pipiens (Tmimi et al., 2018; Bkhache et al., 2019); cela est 

d'ailleurs toujours vrai pour la majorité des vecteurs de maladie au Maroc, puisqu'à part C. 

pipiens, seuls An. labranchiae et An. sergentii ont été étudiés à ce jour (Faraj et al., 2010; Filali 

et al., 2019).  

L’objectif de la présente étude visait donc à ; i) évaluer et cartographier les niveaux de 

résistances aux insecticides et ii) étudier les différents mécanismes de résistance présents dans 

les populations naturelles de C. pipiens s.s. au Maroc. 

Comme indiqué plus haut, seuls les OP et les PYR sont aujourd'hui utilisés pour la 

démoustication au Maroc; cependant, du fait de leur préférence écologiques pour des gîtes où 

s'accumulent toutes sortes de résidus, les larves de C. pipiens s.s. peuvent être exposées à 

d'autres familles d'insecticides, par exemple ceux utilisés en agriculture (Nkya et al., 2014). 

Nous avons donc choisi d'évaluer la résistance aux quatre principales familles d’insecticides 

(PYR, OP, CX et OC) dans cinq régions du Maroc à climat différent, Tanger et Larache (nord), 

Mohammedia (nord-ouest), Marrakech (centre) et Agadir (sud-ouest). Nous avons ensuite 

recherché et mesuré la fréquence des allèles de résistance des locus Ester (estérases; allèle 

Ester2, résistance métabolique aux OP et CX), Rdl (récepteur de l’acide gamma-

aminobutyrique GABA; mutation de cible A302S), vgsc (canal sodique voltage-dépendant; 

mutation de cible L1014F kdr) et ace-1 (acétylcholinestérase AChE1; mutations de cible G119S 

et F290V; pour plus de détails sur les différents mécanismes de résistance et les différents 

allèles, voir Introduction). Nous avons aussi étudié les possibles associations entre les allèles 

de résistances et les allèles CQ11 pipiens ou molestus.   
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Abstract

BACKGROUND: Mosquitoes of the Culex pipiens complex are the vectors of several arboviruses and are thus subjected to insec-
ticide control worldwide. However, overuse of insecticides selects for resistance. While assessing the resistance status of the
vectors is required for effective and sustainable disease control, resistance has so far only been sparsely studied in Morocco.
In this study, we establish a first countrywide assessment of the levels of resistance to various insecticides and the potential
responsible mechanisms involved.
Cx. pipiens larvae were collected from natural populations of five regions of Morocco, and their taxonomic status was deter-
mined (molecular forms). The level of their susceptibility to insecticides was assessed by single-diagnostic-dose bioassays.
Molecular identification of known resistance alleles was investigated to determine the frequency of target-site mutations.

RESULTS: This study confirms that Moroccan populations are an interbreeding mix of pipiens and molestus forms, with large
gene flow for the resistance alleles. We also found that Cx. pipiens mosquitoes are resistant to all insecticide families, all over
Morocco: resistance is high for insecticides used in mosquito control, but also present for other pesticides. Resistance alleles
are similarly more frequent for mosquito control insecticides. However, their distribution is heterogeneous in the five regions,
with significant genetic differentiation between populations, revealing the crucial role of local insecticide treatment practices.

CONCLUSION: This study provides reference countrywide data that highlight the need for further research to refine the distri-
bution of resistance in Morocco and to understand the role of agriculture/urban residuals in its spread.
© 2020 Society of Chemical Industry

Keywords: target-site resistance; metabolic resistance; arbovirus vectors; molestus; pipiens

1 INTRODUCTION
Emerging and re-emerging vector-borne diseases are becoming
increasingly important in animal and public health. According to
theWorld Health Organization, they are responsible for more than
17% of infectious diseases and cause more than 1 million deaths
each year.1

Most vector-borne diseases affecting human health are zoono-
ses that require a cycle of amplification involving zoophilic mos-
quitoes and vertebrate hosts other than humans.2 This is the
case for many arboviruses (arthropod-borne viruses): the mos-
quito Culex pipiens is, for example, the vector of several arbovi-
ruses such as West Nile (WNV), Rift Valley Fever and St Louis
encephalitis viruses.3 The reservoirs of WNV are birds, with epi-
demics occurring as a result of virus transmission to equidae
and humans. Epizootics/epidemics have been regularly observed
in Europe, with 1684 confirmed cases in December 2018, includ-
ing 181 deaths, according to the European Centre for Disease Pre-
vention and Control,4 and in Morocco, where outbreaks of WNV
were reported in 1996, 2003 and 2010.5–8

Mosquitoes of the Cx. pipiens complex proliferate in sites heavily
polluted by organicmatter produced by human activities (sewage
treatment plants, sewers and wastewater collectors, etc.). In the

southern Mediterranean regions in particular, the socioeconomic
changes of recent decades have favored the fast development of
urban centers, sometimes with inadequate sanitation facilities.
Rural exodus to already-densely populated cities has created
favorable conditions for Cx. pipiens proliferation. Several forms
of the Cx. pipiens complex coexist in Morocco and hybridize9:
the pipiens form is capable of diapause, anautogenic and eury-
game, whereas the molestus form is autogenous and
stenogamous,10–14 and does not diapause.15 Cx. pipiens
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mosquitoes are now the predominant urban mosquito species,
leading to an increased risk of arboviral epizootics and epidemics.
In the absence of effective treatment and vaccines against these

arboviruses, mosquito population control is the main strategy for
limiting pathogen transmission. In this context, the use of insecti-
cides plays a key role in the prevention and control of vector-
borne diseases. In Morocco during the 1950s, treatment of larvae
began with the use of DDT, an organochlorate insecticide. This
was used until 1978 when an organophosphate insecticide (OP),
temephos, was introduced.16 However, mosquito control is
threatened by insecticide resistance. Insecticide resistance is
widespread worldwide, and multiple mechanisms of mosquito
resistance to insecticides due to the increasing pressure of insec-
ticides used in public health but also in agriculture.17–20 Twomain
groups of resistance mechanisms are recognized: metabolic resis-
tance and resistance through modification of the insecticide tar-
get. In Cx. pipiens (as in most mosquito species), metabolic
resistance results from strong increases in the expression of
detoxifying enzymes that inactivate or sequester insecticidal mol-
ecules. These enzymes belong mostly to three major families: glu-
tathione s-transferases, cytochrome P450 oxidases and esterases.
The latter, causing resistance to OP and carbamate
(CX) insecticides, is the most studied in this species.21–23 The main
target modifications result in reduced susceptibility to the insecti-
cide. In Cx. pipiens, they are due to mutations in the genes encod-
ing (i) the voltage-gated sodium channel (vgsc locus; L1014F kdr
mutations), the target of the pyrethroid insecticides (PYR),24

(ii) acetylcholinesterase (AChE1; ace-1 locus, G119S and F290V
mutations), the target of OP and CX insecticides,25,26 and (iii) the
gamma aminobutyric acid receptor (GABA; Rdl locus, A302Smuta-
tion), the target of dieldrin (OC).27 Moreover, certain mechanisms
allow resistance to several insecticide molecules, sometimes of
different families: this cross-resistance severely limits the choice
of alternative insecticides.28–30 Finally, it has recently been shown
that resistance can increase Cx .pipiens' vectorial competence for
WNV, which may therefore lead to an increased risk of
epidemics.31

To anticipate and establish informed management of insecti-
cide resistance as part of plans for the prevention and/or manage-
ment of vector-borne disease outbreaks, the mechanisms present
in a given region and their frequency must be known.32 In con-
trast to Tunisia and Algeria, where various resistance alleles have
been detected in Cx. pipiens mosquitoes, often at high
frequencies,33,34 very little work has been done in Morocco on
themechanisms of insecticide resistance (this is also true for other
vectors, as only Anopheles labranchiae has been studied so far16).
Nevertheless, we have recently reported that wild populations of
Cx. pipiens in Mohammedia have developed resistance to OC, OP,
CX and PYR insecticides.35

The objective of the present study was thus to assess and map
the resistance levels and different resistance mechanisms present
in natural populations of the Cx. pipiens species complex in
Morocco. Only OPs and PYRs are used for mosquito control in
Morocco, but mosquitoes can be exposed to other insecticide
families, for example those used in agriculture.20 Therefore, resis-
tance to the four families of insecticides usually used in vector
control (PYR, OP, CX and OC) was evaluated for both molestus
and pipiens forms in five regions of Morocco: Tangier (north), Lar-
ache (northwest), Mohammedia (center west), Marrakech (center)
and Agadir (south west). Resistance mechanisms were character-
ized and the resistance alleles frequency analyzed in the different
populations and taxons. In all of them, we found resistance to all

insecticides, but with varying frequencies. This work constitutes
a first reference to assess the dynamics of insecticide resistance
in Morocco, with the ultimate goal of establishing a temporal
and predictive projection of the risk of transmission to assist the
health authorities in their vector control strategy.

2 METHODS
2.1 Mosquito samples
Cx. pipiens was collected as larvae using the dipping sampling
method during summer 2018 in five regions of Morocco (one
sample per region), in various types of breeding sites and in differ-
ent climatic regions representative of the country (Fig. 1): (i) sewer
water in humid climate (Tanger, 35°46044.300 N, 5°50050.100 W),
(ii) wet meadows in subhumid climate (Larache, 35°10055.700 N6°
07056.800 W), (iii) sewer water in humid climate (Mohammedia,
33°40025.3300 N, 7°26042.500 W), (iv) irrigation canals in arid climate
(Marrakech, 31°38012.700 N, 8°10007.000 W) and (v) sewage water
mixing in Souss river in sub-arid climate (Agadir, 30°21039.800 N,
9°29022.600 W). The strain Slab was used as the susceptible refer-
ence strain.36 Part of the larvae were analyzed directly using bio-
assay, the others were brought back to the laboratory and
reared until adulthood for molecular analyses.

2.2 Bioassays
Mortality following insecticide exposure was determined by
single-diagnostic-dose bioassays on fourth-instar larvae collected
in the field and brought to the laboratory. The insecticides, pro-
poxur (CX), temephos (OP), permethrin (PYR), dieldrin (OC) and
chlorpyrifos (OP), were purchased from Dr Ehrenstorfer GmbH,
Germany. Each compound was dissolved in ethanol, with a final
concentration of ethanol of 1% for all doses and all insecticides.
For each insecticide, two cups were prepared for the Slab as sus-
ceptible strain, and four cups for the tested population. Two cups
of tested populations were prepared without insecticide as con-
trol. In each cup, 20–30 larvae were added to 100 mL of water.
The lowest dose of insecticide killing all the Slab larvae (100%
mortality) was then added to each cup (the doses have been
found through bioassays on Slab strain larvae with various does
of insecticide): 2 mg L−1 for propoxur, 0.0003 mg L−1 for teme-
phos, 0.005 mg L−1 for permethrin, 0.01 g L−1 for dieldrin and
0.003 mg L−1 for chlorpyrifos. We then recorded the mortality
after 24 h.

2.3 Molecular analyses
For each population, ≈60 mosquito larvae were analyzed by PCR
tests to characterize their taxonomy and genotypes for five resis-
tance mutations. The DNA fragments were separated on 1.5%
agarose gel electrophoreses and visualized by ethidium bromide
staining under ultraviolet light.

2.3.1 Molecular identification of Cx. pipiens forms
DNAwas extracted individually using the DNAzol method accord-
ing to the manufacturer's protocol. Multiplex PCR tests were used
to identify the Cx. pipiens complex, as described by Bahnck & Fon-
seca.37 The CQ11 locus was used to distinguish the two forms of
Cx. pipiens (pipiens and molestus) and their hybrids, using the
primers pipCQ11R and molCQ11R, with the following PCR condi-
tions: 30 s at 94 °C, 30 s at 54 °C and 40 s at 72 °C. The different
sizes of the amplified DNA fragment, 200 bp for pipiens and
250 bp for molestus, allows the two forms and their hybrids to
be distinguished in a single PCR reaction.
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2.3.2 Detection of the L1014F mutation in the vgsc locus
The PASA diagnostic test of Martinez-Torres et al.38 was used to
genotype the samples for the vgsc L1014F mutation, except that
two separate PCRs were performed in parallel on each mosquito,
PCR1 for the susceptible S alleles (L1014), using the primers Cgd1,
Cgd2 and Cgd3, and PCR2 for the resistance R allele (F1014), using
Cgd1, Cgd2 and Cgd4. PCR conditions were 1 min at 94 °C, 2 min
at 48 °C and 2 min at 72 °C for 40 cycles. PCR1 amplifies a com-
mon fragment for all individuals, and a specific fragment if the
mosquito carries an S allele. PCR2 amplifies a common fragment
for all individuals, and a specific fragment if the mosquito carries
an R allele. The two PCRs together thus allow the homozygotes
and heterozygotes to be distinguished.

2.3.3 Detection of the G119S and F290V mutations in the ace-1
locus
The PCR-RFLP diagnostic test of Weill et al.39 was used to geno-
type the individuals for the ace-1 G119S mutation. Briefly, a
374 bp fragment was amplified from exon 3 using the primers
CpEx3dir and CpEx3rev, with the following PCR conditions: 30 s
at 95 °C, 30 s at 52 °C and 1 min at 72 °C for 30 cycles. The PCR
product was then digested by the restriction enzyme AluI, accord-
ing to the manufacturer's instructions (Jena Bioscience, Jena,

Germany). The S allele is not digested, whereas the R allele is
cleaved into two fragments, which allows the homozygotes and
heterozygotes to be distinguished.
The PASA diagnostic test of Alout et al.26 was used to genotype

the individuals for the ace-1 F290Vmutation. Briefly, a 543 bp con-
trol fragment was amplified using the primers CxEx5dir and
CxKrev2, a 148 bp fragment specific to phenylalanine was ampli-
fied using the primers Valdir/CxKrev2 and a 435 bp fragment spe-
cific to valine was amplified using the primers Valrev/ CxEx5dir,
with the following PCR conditions: 30 s at 94 °C, 30 s at 51 °C
and 40 s at 72 °C for 30 cycles.

2.3.4 Detection of A302S mutation in the Rdl locus
The PCR-RFLP diagnostic test of Tantely et al.27 was used to geno-
type the individuals for the Rdl A302S mutation. Briefly, a 232 bp
fragment was amplified by PCR with mqGABAdir and mqGA-
BArev, with the following PCR conditions: 30 s at 94 °C, 30 s at
52 °C and 1 min at 72 °C for 30 cycles. The PCR product was then
digested by the restriction enzyme BstAPI according to the man-
ufacturer's instructions (Jena Bioscience). The R allele is not
digested, whereas the S allele is cleaved into two fragments,
which allows the homozygotes and heterozygotes to be
distinguished.
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Figure 1. Localities sample during this study in Morocco. The various climatic regions are represented by gray shades (see legend).
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2.3.5 Detection of the Ester2 allele at the Ester locus
The PCR-RFLP diagnostic test of Berticat et al.40 was used to geno-
type the individuals for Ester2 (A2-B2). The EsterA allele fragments
were amplified using the primers EstAdir and EstArev, whereas
the EsterB allele fragments were amplified using the primers EstB-
dir and EstBrev, with following PCR conditions: 30 s at 95 °C, 30 s
at 52 °C and 1 min at 72 °C for 30 cycles for EsterA, and 30 s at
95 °Cr, 30 s at 52 °C and 1min at 72 °C for 30 cycles for the EsterB.
The PCR product was then digested by the restriction enzymes
HaeIII for EsterA and HinfI for EsterB according to the manufac-
turer's instructions (Jena Bioscience).

2.4 Statistical analyses
All computations were performed using free R software (v.3.3.1,
http://www.r-project.org, The R core Team).
Frequency data for the different mutations were analyzed

using the genepop R package: the Hardy–Weinberg equilibrium
was verified for each sample and the genotypic differentiation
of the different samples from Morocco was evaluated using
Fst.

41,42

For each resistance mutation independently, the number of
individuals for each genotype (NG, i.e. RR, RS and SS numbers)
were also compared between the different forms of Cx. pipiens
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Figure 2. Larval mortality after exposure in the different sampled localities. For each locality, the mortality rate after 24 h of exposure of fourth-instar
larvae in single-diagnostic-dose bioassay (seemethods) to various insecticides, temephos (Tem, 0.0003 mg L−1), chorpyrifos (Chl, 0.003 mg L−1), propoxur
(Pro, 2 mg L−1), permethrin (Per, 0.005 mg L−1) and dieldrin (Die, 0.01 g L−1), or in the unexposed controls (Cont).

Table 1. Diversity and distribution of the Cx. pipiens forms in Morocco. The number of individuals from each form or hybrid and their frequencies in
the sampled populations are indicated

Tanger Larache Mohammedia Marrakech Agadir
Forms N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

pipiens 38 (63.33) 25 (41.67) 27 (45.76) 18 (30) 11 (20.34)
molestus 1 (1.67) 4 (6.67) 7 (11.86) 10 (16.67) 9 (15.25)
Hybrids 19 (31.67) 31 (51.67) 24 (40.68) 32 (53.33) 37 (62.71)
Total 58 60 59 60 59
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(FORM) and in the different localities (LOC). The significance of the
observed differences was assessed with the following multino-
mial log-linear model (MLLM) using the nnet R package: NG= FORM
+ LOC + FORM: LOC, where FORM is a three-level factor (pipiens,moles-
tus or hybrid), LOC is a five-level factor (one for each locality) and
FORM:LOC represents the interaction between the two factors. The
models were simplified as follows (Crawley 2007): significance of
the different terms was tested starting from the higher-order
terms using likelihood ratio tests (LRT). Nonsignificant terms
(P > 0.05) were removed. Factor levels that were not significantly
different (LRT) were grouped.

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Moroccan Cx. pipiens are resistant to most common
insecticides
To assess the diversity and prevalence of insecticide resis-
tances in Cx. pipiens from Morocco, we first used single-diag-
nostic-dose bioassays on field-collected fourth-instar larvae
from five regions (Fig. 1). The proportion of individuals surviv-
ing the minimal dose killing all Slab larvae (i.e. the reference
susceptible strain) is shown in Fig. 2 for various insecticides
from different families. Resistance to temephos (OP), chlorpyr-
ifos (OP) and permethrin (PYR) was found to be very prevalent
in all five populations, with mortality rates ranging from 4.34%
to 26.5% for both OP, and from 4.3% to 19.33% for permethrin.
By contrast, mortality was generally high with propoxur (CX)
(range = 63% in Tanger to 93% in Larache), and moderate to
high for dieldrin (OC) (range = 50% in Larache to 96% in Mar-
rakech). Resistance to all main families of insecticides is thus
present in mosquito natural populations from Morocco. This
confirms previous studies and suggests that many types of
insecticides are used in Morocco. Only OPs and PYRs are
allowed for public health, which could explain the high level
of resistance observed for these families. However, the

presence of resistance to CXs and OCs also suggests that mos-
quitoes are exposed to other sources of insecticides, for exam-
ple from agriculture or urban residuals, as found for several
mosquitoes.43–46

3.2 Moroccan Cx. pipiens populations are a mix of two
molecular forms with many hybrids
Two distinct forms of the Cx. pipiens complex, pipiens and moles-
tus, are morphologically identical but have significant behavioral
and physiological differences. In the northern regions of Europe,
Russia and the USA, these forms occupy different habitats, respec-
tively surface and underground, whereas in Morocco a study
found that both forms can co-occur in breeding sites.9 To analyze
the taxonomic diversity of Cx .pipiens in the different sampled
localities, we genotyped 60 mosquitoes per population using
the CQ11 PCR diagnostic test.37 We found that most individuals
appear as hybrids (from 31.7% in Tanger to 61.7% in Agadir),
and that the pipiens form (18.3% to 63.3%) was more common
than the molestus form (1.7% to 16.7%) in these populations
(Table 1).
These results thus confirm that the two forms coexist in the

same breeding sites in Morocco. Note, however, that while the
CQ11 PCR diagnostic test is sufficient to demonstrate hybridiza-
tion at the population level, it provides only a crude approxima-
tion for the frequency of this hybridization as it can be less
accurate at the individual level. Further studies based onmore dis-
criminating tests (e.g. microsatellites,) are thus required for better
estimation of the gene flow between the two forms.

3.3 Common target-site, but also metabolic resistance
mutations, are present in Morocco, but their
frequencies vary
We thenmeasured the frequency of the most common resistance
mutations, i.e. mutations at three locus encoding target proteins

Table 2. Resistance mutations frequencies in Morocco

ace-1 G119S ace-1 F290V vgsc L1014F

Samples N f(R) Fis P N f(R) Fis P N f(R) Fis P

Tanger 60 0.195 −0.018 1 60 0.033 −0.026 1 57 0.34 −0.2 0.15
Larache 59 0.242 −0.311 0.01 60 0.192 −0.229 0.10 57 0.38 −0.25 0.09
Mohammedia 60 0.083 −0.083 1 58 0.112 −0.118 1 57 0.08 0.4043 0.03
Marrakech 61 0.172 −0.2 0.19 59 0.051 −0.045 1 59 0.11 0.0576 0.52
Agadir 59 0.161 −0.058 1 58 0.009 – – 59 0.31 −0.432 5.10−4

Rdl A302S Ester2

Samples N f(R) Fis P N f(R) Fis P

Tanger – – 58 0.328 −0.009 1
Larache – – 54 0.583 0.3605 0.01
Mohammedia 56 0.188 0.2466 0.08 59 0.737 0.3512 0.01
Marrakech – – 59 0.636 0.2397 0.09
Agadir – – 56 0.482 −0.207 0.18

For each population, the number N of mosquitoes analyzed is indicated (Note: the numbers can vary from one mutation to another because some
individuals could not amplify for all mutations tested, probably for technical reasons, e.g. conservation, resulting in poor quality for the extracted
DNA). f(R) indicates the frequency of the resistance allele, Fis measures an excess (Fis < 0) or deficit (Fis > 0) of heterozygotes compared to the pan-
mixia expectation (Hardy–Weinberg equilibrium), and P indicates the probability that these deviations are statistically significant (bold when
significant).
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(vgsc, ace-1 and Rdl) and a gene encoding detoxifying esterases
(Ester).
(1) The A302S Rdlmutation allows resistance to dieldrin, an OC insec-

ticide. For logistical reasons, it was tested only in Mohammedia
and found at a frequency of 0.19,with similar frequencies between
themolecular forms (LRT, χ2= 1.5, df= 4, P= 0.83). While dieldrin
has been prohibited for a while, the persistence of Rdl resistance
alleles is common in Cx. pipiens populations and could be due to
other pesticides, used against termites, for example.

(2) The L1014F vgsc mutation (kdr), found worldwide in Cx.
pipiens (see review in Scott et al.22) and in other
mosquitoes,47 allows resistance to PYR insecticides. As sug-
gested by previous studies, the L1014F mutation is present
in Morocco35,48: we found it in all populations tested, its fre-
quency ranging from 0.08 in Mohammedia to 0.38 in Larache
(Table 2). Two populations showed a significant departure
from panmixia: a deficit of heterozygotes in Mohammedia
and excess in Agadir (Table 2).

No clear geographical pattern emerges, but there is significant
geographic structuration at this locus (Fig. 3(A)). This is confirmed

by statistical analyses using the MLLM: we found no significant
interaction of the Culex form and the locality on the genotypic fre-
quencies distribution (LRT, χ2 = 11.6, df = 20, P = 0.93), no effect
of the form (LRT, χ2 = 3, df = 6, P = 0.80), but the locality effect
was significant (LRT, χ2 = 78.5, df = 8, P = 9.9 × 10−14). PYR treat-
ments thus appear pervasive in Morocco, although probably not
homogenous in their intensity. Moreover, the high level of PYR
resistance compared to the L1014F vgsc mutation frequencies
(particularly in Mohammedia or Marrakesh; Figs 2 and 3) suggests
that other mechanisms, most probably overproduction of detoxi-
fying enzymes from the cytochrome P450 oxidase family,22 also
contribute to this resistance in Morrocco (but they were not
tested here).

(3) At the ace-1 locus, two mutations allow resistance to OP and
CX insecticides. The F290V substitution is found only in Cx.
pipiens, around the Mediterranean Sea, usually at low frequen-
cies.26,34,49 By contrast, the G119S substitution is found world-
wide, close to fixation in some populations and has been
selected independently in many pest species.25,39,50 While
the G119S mutation had already been described in
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Figure 3. Distribution of the resistance mutations frequencies in Morocco. For each locus and each mutation (A, B, C and D), and for each population
sampled (numbers as in Fig. 1), the frequencies of the resistant allele are represented by the grey sectors in each circle. The genetic differentiation
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Morroco,35,51 this is the first report for F290V in this country.
We found both mutations in all regions, generally at relatively
low frequencies, from <0.01 in Agadir to 0.19 in Larache for
F290V, and from 0.08 in Mohammedia to 0.24 in Larache for
G119S (Table 2). For both mutations, all populations dis-
played tendencies towards an excess of heterozygotes
(FIS < 0), although only one was significant, for G119S in Lar-
ache (Table 2). Such heterozygote excess has already been
described in other populations of Cx. pipiens and may sug-
gest the presence of duplicated alleles associating a suscep-
tible and a resistant copy of ace-1.23,34,49,52,53 These alleles
are quite frequent in Cx. pipiens: they are selected because

they display intermediate resistance and cost, which is adap-
tive in an environment with heterogeneous insecticide
treatments.54–56 However, further studies are required to
confirm the presence and assess the identity of this or these
alleles.

While the F290V mutation appeared more frequent on the cen-
tral coast, with strong geographic structuration (Fig. 3(B)), no clear
geographical pattern emerges for G119S, with only very limited
geographic structuration (Fig. 3(C)). The MLLM revealed signifi-
cant locality effect in both cases (LRT, F290V: χ2 = 40.8, df = 8,
P = 2.2 × 10−6; G119S: χ2 = 19.7, df = 8, P = 1.09 × 10−2), but

Table 3. Linkage disequilibrium

Pop Locus1 Locus2 P value

Mohammedia kdr ace-1(F290V) 0.85
kdr ace-1(G119S) 1.00
kdr Rdl 0.91
kdr Ester 0.44
ace-1(F290V) ace-1(G119S) 1.00
ace-1(F290V) Rdl 1.00
ace-1(F290V) Ester 0.08
ace-1(G119S) Rdl 0.39
ace-1(G119S) Ester 0.43
Rdl Ester 0.30

Agadir kdr ace-1(F290V) 1.00
kdr ace-1(G119S) 0.14
kdr Ester 0.59
ace-1(F290V) ace-1(G119S) 1.00
ace-1(F290V) Ester 0.18
ace-1(G119S) Ester 0.38

Marrakech kdr ace-1(F290V) 0.01
kdr ace-1(G119S) 0.20
kdr Ester 0.34
ace-1(F290V) ace-1(G119S) 0.16
ace-1(F290V) Ester 0.30
ace-1(G119S) Ester 0.02

Tanger kdr ace-1(F290V) 0.48
kdr ace-1(G119S) 0.03
kdr Ester 0.10
ace-1(F290V) ace-1(G119S) 1.00
ace-1(F290V) Ester 1.00
ace-1(G119S) Ester 0.78

Larache kdr ace-1(F290V) 0.35
kdr ace-1(G119S) 0.78
kdr Ester 0.07
ace-1(F290V) ace-1(G119S) 1.00
ace-1(F290V) Ester 0.72
ace-1(G119S) Ester 0.09

All populations kdr ace-1(F290V)90 V) 0.26
kdr ace-1(G119S)119S) 0.15
kdr Ester 0.14
ace-1(F290V)90 V) ace-1(G119S)119S) 0.96
ace-1(F290V)90 V) Ester 0.33
ace-1(G119S)119S) Ester 0.08

For each population (Pop), the P value of the linkage disequilibrium between two loci (locus 1 and locus 2) is indicated; P values >0.05 are italicized,
but none remained significant after multiple testing correction (Bonferoni). The overall disequilibrium (over all populations, Fisher method) is in bold.
These statistics were computed using genepop.
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again no effect of the form (LRT, F290V: χ2 = 4.7, df = 6, P = 0.58;
G119S: χ2 = 0.99, df = 6, P = 0.98) and no interaction (LRT, F290V:
χ2 = 15.6, df = 18, P = 0.62; G119S: χ2 = 12.3, df = 20, P = 0.9).

(4) Several alleles of the Ester locus also allow resistance to OP
insecticides: among them Ester2 is found all over the world21,57

and appears to be the only Ester allele found in Morocco. It
was found in all populations at relatively high frequencies,
from 0.33 in Tanger to 0.74 in Mohammedia. Two populations
showed significant departures from panmixia, deficits in het-
erozygotes in Larache and Mohammedia that are probably
due to Wahlund effects (Table 3). No clear geographical pat-
tern emerges, but we found significant geographic structura-
tion for this locus (Fig. 3(D); MLLM, LRT; significant locality
effect: χ2 = 51.2, df = 8, P = 2.4 × 10−14; no form effect:
χ2 = 3,6, df = 6, P = 0.73; no interaction: χ2 = 24.4, df = 18,
P = 0.14). The high prevalence of OP resistance in Moroccan
Culex populations probably reflects the continuous use since
1978 of temephos and chlorpyrifos to control mosquito larvae
in this country.35 It also explains why the ace-1 mutations
(G119S and F290V) remain at lower frequencies than Ester2,
as the latter confers generally a higher resistance to OPs.21,57

4 CONCLUSION
Overall, we found that resistance is pervasive in Moroccan popu-
lations of Cx. pipiens. We found no effect of the taxonomic form,
which further suggests high gene flow between pipiens and
molestus in Morocco, at least for the resistance alleles. While resis-
tance levels and resistance allele frequencies against insecticides
used for mosquito control in Morocco, OP and PYR, are high in all
the populations, we also found that Cx. pipiens populations are
moderately resistant to more insecticide families. This suggests
that they are exposed to many other pesticides than those used
for mosquito control. The origin of these pesticides, whether from
agriculture or urban residuals, should be investigated further to
understand and measure their impact on resistance, which also
requires a detailed knowledge of the histories of local treatments
(a quite challenging endeavor). Our study is of course only a first
assessment of the resistance distribution in Morocco, and more
samples frommany localities will be required to refine it, but gen-
eral observations can already be made.
Resistance patterns are relatively similar between populations

(Fig. 2), but we nevertheless found significant heterogeneity
between the various localities. This suggests that the local selec-
tion intensity varies, and thus highlights the role of the local insec-
ticide treatment practices or local pesticide exposure in the
spread of resistance. Moreover, we did not find any linkage dis-
equilibrium between the different mutations in any populations
(Table 3): this suggests that the mosquitoes are also exposed to
various selective pressures at the local scale. Part of this
absence of linkage disequilibrium could also be due to the
nature of the resistance mechanisms selected locally: similar
PYR resistance levels are found in Larache and Mohammedia
(Fig. 2), while L1014F frequencies are very different (Fig. 3),
which strongly suggests the presence of other mechanisms
(P450 oxidases).
More worryingly, the fact that OP and PYR resistances are

already quite prevalent all over Morocco could impede mosquito
control, while alternative insecticides are very limited. Beyond the
nuisance and its impact on tourism, control failures could in this

country lead to increased arbovirus transmission, as the WNV is
actively circulating in Morocco,58 which increases the risk of epi-
zootics and epidemics. This risk is further increased by the preva-
lence of resistance, as a study recently showed that resistance
alleles tend to increase Cx. pipiens competence for arboviruses.31

This work must thus be furthered and refined to help the health
authorities define sustainable and effective vector control
strategies.

ACKNOWLEDGEMENTS
This study was funded by Institut Pasteur of Morocco and Institut
des Sciences de l'Evolution de Montpellier. We thank Mr. Abbani
Labaoui for his help in the mosquito collection.

REFERENCES
1 Organization WH and UNICEF, Global Vector Control Response 2017–

2030. World Health Organization, Geneva (2017).
2 Weaver SC and Reisen WK, Present and future arboviral threats. Anti-

viral Res 85:328–345 (2010).
3 Amraoui F, Krida G, Bouattour A, Rhim A, Daaboub J, Harrat Z et al.,

Culex pipiens, an experimental efficient vector of West Nile and Rift
Valley fever viruses in the Maghreb region. PLoS One 7:e36757
(2012).

4 Barrett AD, West Nile in Europe: an increasing public health problem.
J Travel Med 25:tay096 (2018).

5 Tber Abdelhaq A, West Nile fever in horses in Morocco. Bull Off Int Epi-
zoot 108:867–869 (1996).

6 El Harrack M, Le Guenno B and Gounon P, Isolement du virus West Nile
au Maroc. Virologie 1:248–249 (1997).

7 Schuffenecker I, Peyrefitte CN, El Harrak M, Murri S, Leblond A and
Zeller HG, West Nile virus in Morocco, 2003. Emerg Infect Dis 11:
306 (2005).

8 El Rhaffouli H, El Harrak M, Lotfi C, El Boukhrissi F, Bajjou T, Laraqui A
et al., Serologic evidence of West Nile virus infection among
humans, Morocco. Emerg Infect Dis 18:880 (2012).

9 Amraoui F, Tijane M, Sarih M and Failloux A-B, Molecular evidence of
Culex pipiens form molestus and hybrids pipiens/molestus in
Morocco, North Africa. Parasit Vectors 5:83 (2012).

10 Spielman A, Population structure in the Culex pipiens complex of mos-
quitos. Bull World Health Organ 37:271 (1967).

11 Kassim NFA, Webb CE and Russell RC, Culex molestus Forskal (Diptera:
Culicidae) in Australia: colonisation, stenogamy, autogeny, oviposi-
tion and larval development. Aust J Entomol 51:67–77 (2012).

12 Pasteur N, Rioux JA, Guilvard E and Pech-Perieres J, A new report of
naturally anautogenous and stenogamic populations of Culex
pipiens pipiens L. in the south of France (author's transl). Ann Parasi-
tol Hum Comp 52:205–210 (1977).

13 Urbanelli S, Bullini L and Villani F, Electrophoretic studies on Culex quin-
quefasciatus say from Africa: genetic variability and divergence from
Culex pipiens L.(Diptera: Culicidae). Bull Entomol Res 75:291–304
(1985).

14 Ishii T, On the Culex pipiens group in Japan part III. A historical review of
its research 4. Review of the adult character (3). J Sci Univ Tokushima
13:29–62 (1980).

15 Farajollahi A, Fonseca DM, Kramer LD and Kilpatrick AM, “Bird biting”
mosquitoes and human disease: a review of the role of Culex pipiens
complex mosquitoes in epidemiology. Infect Genet Evol 11:
1577–1585 (2011).

16 Faraj C, Adlaoui E, Elkohli M, Herrak T, Ameur B and Chandre F, Review
of temephos discriminating concentration for monitoring the sus-
ceptibility of anopheles labranchiae (Falleroni, 1926), malaria vector
in Morocco. Malar Res Treat. 2010:1–5 (2010). https://www.hindawi.
com/journals/mrt/2010/126085/ [accessed 12 February 2020].

17 Haubruge É and Amichot M, Les mécanismes responsables de la résis-
tance aux insecticides chez les insectes et les acariens. BASE 2
(1998).

18 Hemingway J, Hawkes NJ, McCarroll L and Ranson H, The molecular
basis of insecticide resistance in mosquitoes. Insect Biochem Mol Biol
34:653–665 (2004).

Cx. pipiens insecticide resistance in Morocco www.soci.org

Pest Manag Sci 2021; 77: 1178–1186 © 2020 Society of Chemical Industry wileyonlinelibrary.com/journal/ps

1185



 71 

 

 

 

19 Labbé P, Alout H, Djogbénou L, Pasteur N and Weill M, Evolution of
resistance to insecticide in disease vectors, in Genetics and Evolution
of Infectious Disease. Elsevier, London UK, pp. 363–409 (2011).

20 Nkya TE, Akhouayri I, Kisinza W and David J-P, Impact of environment
on mosquito response to pyrethroid insecticides: facts, evidences
and prospects. Insect Biochem Mol Biol 43:407–416 (2013).

21 Labbé P, Lenormand T and Raymond M, On the worldwide spread of
an insecticide resistance gene: a role for local selection. J Evol Biol
18:1471–1484 (2005).

22 Scott JG, Yoshimizu MH and Kasai S, Pyrethroid resistance in Culex
pipiens mosquitoes. Pestic Biochem Physiol 120:68–76 (2015).

23 Milesi P, Assogba BS, Atyame CM, Pocquet N, Berthomieu A, Unal S
et al., The evolutionary fate of heterogeneous gene duplications: a
precarious overdominant equilibrium between environment, sub-
lethality and complementation. Mol Ecol 27:493–507 (2018).

24 Xu Q, Liu H, Zhang L and Liu N, Resistance in the mosquito, Culex quin-
quefasciatus, and possible mechanisms for resistance. Pest Manag
Sci Former Pestic Sci 61:1096–1102 (2005).

25 Weill M, Lutfalla G, Mogensen K, Chandre F, Berthomieu A, Berticat C
et al., Comparative genomics: Insecticide resistance inmosquito vec-
tors. Nature 423:136–137 (2003).

26 Alout H, Berthomieu A, Hadjivassilis A and Weill M, A new amino-acid
substitution in acetylcholinesterase 1 confers insecticide resistance
to Culex pipiens mosquitoes from Cyprus. Insect Biochem Mol Biol
37:41–47 (2007).

27 Tantely ML, Tortosa P, Alout H, Berticat C, Berthomieu A, Rutee A et al.,
Insecticide resistance in Culex pipiens quinquefasciatus and Aedes
albopictus mosquitoes from La Reunion Island. Insect Biochem Mol
Biol 40:317–324 (2010).

28 Golenda C and Forgash AJ, Fenvalerate cross-resistance in a
resmethrin-selected strain of the house fly (Diptera: Muscidae).
J Econ Entomol 78:19–24 (1985).

29 Scott JG, Cross-resistance to the biological insecticide abamectin in
pyrethroid-resistant house flies. Pestic Biochem Physiol 34:27–31 (1989).

30 Bisset J, Rodriguez M, Soca A, Pasteur N and Raymond M, Cross-
resistance to pyrethroid and organophosphorus insecticides in the
southern house mosquito (Diptera: Culicidae) from Cuba. J Med
Entomol 34:244–246 (1997).

31 Atyame CM, Alout H, Mousson L, Vazeille M, Diallo M, Weill M et al.,
Insecticide resistance genes affect Culex quinquefasciatus vector
competence for West Nile virus. Proc R Soc B 286:20182273 (2019).

32 WHO, Global Report on Insecticide Resistance in Malaria Vectors:
2010–2016. World Health Organization, Geneva (2018).

33 Benjelloun A, El Harrak M, Calistri P, Loutfi C, Kabbaj H, Conte A et al.,
Seroprevalence of West Nile virus in horses in different Moroccan
regions. Vet Med Sci 3:198–207 (2017).

34 Alout H, Labbé P, Pasteur N andWeill M, High incidence of ace-1 dupli-
cated haplotypes in resistant Culex pipiensmosquitoes from Algeria.
Insect Biochem Mol Biol 41:29–35 (2011).

35 Tmimi F-Z, Faraj C, Bkhache M, Mounaji K, Failloux A-B and Sarih M,
Insecticide resistance and target site mutations (G119S ace-1 and
L1014F kdr) of Culex pipiens in Morocco. Parasit Vectors 11:51 (2018).

36 GeorghiouGP,Metcalf RL andGiddenFE, Carbamate-resistance inmosqui-
tos: selection ofCulex pipiens fatigansWiedemann (=C. quinquefasciatus
say) for resistance to Baygon. Bull World Health Organ 35:691 (1966).

37 Bahnck CM and Fonseca DM, Rapid assay to identify the two genetic
forms of Culex (Culex) pipiens L.(Diptera: Culicidae) and hybrid
populations. Am J Trop Med Hyg 75:251–255 (2006).

38 Martinez-Torres D, Chevillon C, Brun-Barale A, Bergé JB, Pasteur N and
Pauron D, Voltage-dependent Na+ channels in pyrethroid-resistant
Culex pipiens L mosquitoes. Pestic Sci 55:1012–1020 (1999).

39 Weill M, Malcolm C, Chandre F, Mogensen K, Berthomieu A,
Marquine M et al., The unique mutation in ace-1 giving high insecti-
cide resistance is easily detectable in mosquito vectors. Insect Mol
Biol 13:1–7 (2004).

40 Berticat C, Dubois M-P, Marquine M, Chevillon C and Raymond M, A
molecular test to identify resistance alleles at the amplified esterase
locus in the mosquito Culex pipiens. Pest Manag Sci Former Pestic Sci
56:727–731 (2000).

41 Raymond M, GENEPOP (version 1.2): population genetics software for
exact tests and ecumenicism. J Hered 86:248–249 (1995).

42 Weir BS and Cockerham CC, Estimating F-statistics for the analysis of
population structure. Evolution 38:1358–1370 (1984).

43 Milesi P, Lenormand T, Lagneau C,Weill M and Labbé P, Relating fitness
to long-term environmental variations in natura. Mol Ecol 25:
5483–5499 (2016).

44 Mouhamadou CS, de Souza SS, Fodjo BK, Zoh MG, Bli NK and
Koudou BG, Evidence of insecticide resistance selection in wild
anopheles coluzzii mosquitoes due to agricultural pesticide use.
Infect Dis Poverty 8:64 (2019).

45 Tabbabi A, Daaboub J, Laamari A, Ben-Cheikh R, Feriani M, Boubaker C
et al., Impacts of agricultural practices on pyrethroid resistance in
Culex pipiens pipiens, an important vector of human diseases, from
Tunisia. Trop Biomed 36:542–549 (2019).

46 Brown FV, Logan RAE andWilding CS, Carbamate resistance in a UKpo-
pulation of the halophilic mosquito Ochlerotatus detritus implicates
selection by agricultural usage of insecticide. Int J Pest Manag 65:
284–292 (2019).

47 Coleman M, Hemingway J, Gleave KA, Wiebe A, Gething PW and
Moyes CL, Developing global maps of insecticide resistance risk to
improve vector control. Malar J 16:86 (2017).

48 Bkhache M, Tmimi F-Z, Charafeddine O, Faraj C, Failloux A-B and
SarihM, First report of L1014F-kdr mutation in Culex pipiens complex
from Morocco. Parasit Vectors 9:644 (2016).

49 Alout H, Labbé P, Berthomieu A, Pasteur N and Weill M, Multiple dupli-
cations of the rare ace-1 mutation F290V in Culex pipiens natural
populations. Insect Biochem Mol Biol 39:884–891 (2009).

50 Alout H, Berthomieu A, Cui F, Tan Y, Berticat C, Qiao C et al., Different
amino-acid substitutions confer insecticide resistance through ace-
tylcholinesterase 1 insensitivity in Culex vishnui and Culex tritaenior-
hynchus (Diptera: Culicidae) from China. J Med Entomol 44:463–469
(2007).

51 Bkhache M, Tmimi F-Z, Charafeddine O, Filali OB, Lemrani M, Labbé P
et al., G119S ace-1 mutation conferring insecticide resistance
detected in the Culex pipiens complex in Morocco. Pest Manag Sci
75:286–291 (2019).

52 Labbé P, Berthomieu A, Berticat C, Alout H, Raymond M, Lenormand T
et al., Independent duplications of the acetylcholinesterase gene
conferring insecticide resistance in the mosquito Culex pipiens. Mol
Biol Evol 24:1056–1067 (2007).

53 Osta MA, Rizk ZJ, Labbé P, Weill M and Knio K, Insecticide resistance to
organophosphates in Culex pipiens complex from Lebanon. Parasit
Vectors 5:132 (2012).

54 Labbé P, Milesi P, Yébakima A, Pasteur N, Weill M and Lenormand T,
Gene-dosage effects on fitness in recent adaptive duplications:
ace-1 in the mosquito Culex pipiens. Evolution 68:2092–2101
(2014).

55 Assogba BS, Djogbénou LS, Milesi P, Berthomieu A, Perez J, Ayala D
et al., An ace-1 gene duplication resorbs the fitness cost associated
with resistance in Anopheles gambiae, the main malaria mosquito.
Sci Rep 5:1–12 (2015).

56 Milesi P, Weill M, Lenormand T and Labbé P, Heterogeneous gene
duplications can be adaptive because they permanently associate
overdominant alleles. Evol Lett 1:169–180 (2017).

57 Raymond M, Berticat C, Weill M, Pasteur N and Chevillon C, Insecticide
resistance in the mosquito Culex pipiens: what have we learned
about adaptation? Genetica. 8:287–296 (2001).

58 Assaid N, Mousson L, Moutailler S, Arich S, Akarid K, Monier M et al., Evi-
dence of circulation of West Nile virus in Culex pipiens mosquitoes
and horses in Morocco. Acta Trop 205:105414 (2020).

www.soci.org S Arich et al.

wileyonlinelibrary.com/journal/ps © 2020 Society of Chemical Industry Pest Manag Sci 2021; 77: 1178–1186

1186



 72 

III.3 DISCUSSION 
Notre étude représente la première à l'échelle nationale à avoir évalué la résistance du 

moustique C. pipiens s.s. aux quatre familles d'insecticides les plus utilisés. Nous avons pu 

démontrer que des résistances sont effectivement présentes pour toutes ces familles dans les 

populations naturelles de moustiques du Maroc: les résistances aux OP (téméphos ou 

chlorpyrifos) comme aux PYR (perméthrine) sont élevées dans les cinq régions, elles restent 

plus limitées pour les CX (propoxur), et sont plus variables, bien que parfois très élevées, pour 

les OC (dieldrine). De même, tous les allèles de résistance des différents locus testés sont 

détectés dans toutes les populations; les fréquences sont hétérogènes entre les différentes 

populations, mais sans structure géographique claire. NB: la substitution F290V du locus ace-

1 est signalée pour la première fois au Maroc (mais se retrouve autour de la mer Méditerranée, 

(Alout et al., 2007b, 2009, 2011,).  

Cette étude confirme aussi que les populations marocaines de C. pipiens s.s. contiennent un 

mix d'allèles CQ11 pipiens et molestus, avec de très nombreux hétérozygotes, et que les 

fréquences des allèles de résistance ne sont pas associées à une potentielle forme cryptique. Là-

encore (voir Chapitre 2), la résistance aux insecticides ne semble donc pas soutenir 

l'existence de formes différenciées de C. pipiens s.s. au Maroc.  

Si la résistance aux OPs et aux PYRs, les seuls insecticides autorisés pour la santé publique, est 

attendue, la présence de résistances et d'allèles de résistance aux CXs et aux OCs suggère que 

les populations étudiées sont exposées à d’autres sources d’insecticides, par exemple 

l’agriculture ou des résidus urbains, comme cela a été constaté pour plusieurs moustiques 

(Milesi et al., 2016; Brown et al., 2019; Mouhamadou et al., 2019; Ahmed Tabbabi et al., 2019; 

A. Tabbabi et al., 2019). Par exemple, la dieldrine a été interdite pendant longtemps: la 

persistance des allèles de résistance Rdl est donc probablement due à d’autres pesticides, utilisés 

contre d’autres insectes. Il sera donc nécessaire pour mieux comprendre l'origine de ces 

résistances de rechercher dans les gîtes larvaires ou autour des sources potentielles de ces 

sélections.  

Par ailleurs, l'hétérogénéité observée entre populations suggère un rôle important des 

pratiques locales, que ce soit dans les insecticides utilisés ou leurs quantités, puisque les 

patrons de résistances aux différents insecticides diffèrent de l'une à l'autre (ex. entre Tanger et 

Larache). Il en résulte que les mécanismes de résistance sélectionnés sont différents (résistance 

aux PYR similaire entre Larache et Mohammedia, mais fréquences de kdr différentes, 

suggérant l'implication d'autres mécanismes, probablement une surproduction d’enzymes 
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détoxifiantes de la famille des cytochrome P450 oxydase (Scott et al., 2015). Ce constat que les 

pratiques de traitement insecticide sont variables entre localités est aussi renforcé par le fait que 

nous n'avons trouvé aucun déséquilibre de liaison entre les allèles de résistance.  

Les résultats de cette première étude étaient donc alarmants, puisque la résistance est retrouvée 

partout, parfois déjà à haute fréquence, ce qui pourrait limiter les capacités de réactions en cas 

d'épidémie de VNO. Toutefois, comme il ne s'agissait que d'une "photo" instantanée et à un 

moment donné, nous avons donc entrepris de suivre l'évolution de ces fréquences sur plusieurs 

années. Par ailleurs, comme cette étude suggérait l'impact possible d'autres sources de sélection 

que la LAV pour la résistance, nous avons aussi voulu savoir si on pouvait détecter leurs 

signatures, en m'intéressant en particulier aux variations de fréquences des différents allèles de 

résistance le long de gradients d'activités humaines (urbanisation et agriculture en particulier). 
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IV.1 INTRODUCTION  
C. pipiens s.s est un moustique connu pour sa grande adaptabilité et sa capacité à se reproduire 

dans divers types de sites. Ses larves sont très résistantes et peuvent prospérer aussi bien dans 

des eaux claires que dans les eaux fortement polluées par des matières organiques. En effet, 

cette espèces est souvent l’un des seuls métazoaires capables de survivre dans ces conditions 

extrêmes. C’est pourquoi on peut la trouver en abondance dans les plans d’eau résultant 

d’activités anthropiques tels que les bassins de rétention, les fossés de drainage et les eaux usées 

d’épuration (Berchi et al., 2012). 

L’empreinte croissante de l’homme sur l’environnement, appelée anthropisation, favorise 

particulièrement C. pipiens s.s de deux manières principales. D’abord, la création de nouveaux 

habitats artificiels tels que les plans d’eau et les systèmes de drainage offre de nouvelles 

opportunités de reproduction pour ces moustiques (Gubler, 2011; Melchiorri et al., 2018). 

Ensuite, la pollution environnementale, souvent causée par les activités humaines, augmente la 

concentration de matières organiques dans l’eau, créant ainsi des conditions propices à la 

prolifération de C. pipiens s.s. De plus, les pesticides utilisés en agriculture et présents dans les 

effluents qui sont souvent similaires à ceux utilisés pour la démoustication (Nkya et al., 2013). 

A la fois parce qu'il est vecteur de maladies et pour les nuisances qu'il provoque, C. pipiens s.s. 

est la cible de lutte insecticide. De plus, en raison de ses préférences écologiques et de sa grande 

capacité d'adaptation, C. pipiens s.s. est également exposé à de nombreux résidus. Ces 

expositions répétées, intentionnelles et non intentionnelles, ont conduit à la sélection répétée de 

résistances chez cette espèce (voir (Pocquet et al., 2014),(Labbé et al., 2017)), basées sur divers 

mécanismes (voir Chapitre I). 

Il a été observé pour d'autres espèces de moustiques que l'urbanisation et l'agriculture peuvent 

entraîner une exposition accrue aux insecticides (Nkondjio et al., 2011; Nkya et al., 2014Li et 

al., 2018; Mouhamadou et al., 2019), et par conséquent une résistance accrue (Ahmed Tabbabi 

et al., 2019; A. Tabbabi et al., 2019). Des observations similaires ont été discutées pour C. 

pipiens s.s., sans toutefois de preuves directes (Eritja and Chevillon, 1999; Tantely et al., 2010; 

Pocquet et al., 2013; Milesi et al., 2016).  

Le Maroc a connu un développement économique remarquable au cours des dernières 

décennies, principalement dû à l'évolution de l'agriculture dans le pays, qui représente 

aujourd'hui 20% du produit intérieur brut (IRIS, 2019). Ce développement a conduit à une 

urbanisation rapide et généralisée, avec des effets sur C. pipiens s.s similaires à ceux observés 

dans les études susmentionnées. Au Maroc, il a été ciblé par des initiatives de lutte 
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antivectorielle, qui ont sélectionné des allèles de résistance à tous les principaux insecticides 

actuellement ou historiquement utilisés pour la lutte antivectorielle (Arich et al., 2021a; Tmimi 

et al., 2018). 

Pour étudier l’impact de l'anthropisation (agriculture et urbanisation) sur la résistance aux 

insecticides de C. pipiens s.s., nous avons échantillonné des gîtes larvaires sur plusieurs 

transects présentant des gradients d'anthropisation autour des grandes villes marocaines de 

quatre régions. Comme précédemment démontré dans une étude menée par Arich et al. (2021a) 

(voir chapitre 3), les allèles codant pour les cibles spécifiques des OP et PYR (ace-1 G119S et 

F290V, et vgsc « kdr » L1014F, resp.) expliquent la plupart des cas de résistance observés au 

Maroc. Pour évaluer les liens entre résistance et anthropisation, nous avons entrepris d'évaluer 

la fréquence de ces mutations, ainsi que celle d'un allèle de résistance métabolique (Ester2), 

dans dix-huit échantillons. Nous avons ensuite suivi leur évolution au cours de quatre années 

dans cinq gîtes larvaires urbains. Nos résultats ont confirmé l'impact significatif de 

l'anthropisation sur la distribution des allèles de résistance. Dans ce contexte, il est important 

de prendre en compte ces résultats pour la mise en place de stratégies efficaces de lutte contre 

les vecteurs, afin de contrôler efficacement la propagation de ces maladies. Les autorités 

sanitaires doivent donc tenir compte de cette dynamique pour une mise en œuvre optimale des 

mesures de lutte antivectorielle. 

IV.2 MATÉRIELS ET MÉTHODES 

IV.2.1 Zones d’étude et collections des moustiques 

Nous avons sélectionné des transects comprenant de 3 à 5 populations dans 4 régions 

marocaines aux climats contrastés, allant des centres urbains des principales villes jusqu'aux 

zones plus rurales et naturelles environnantes. Au total, nous avons échantillonné 18 sites 

différents (voir Tableau 2 et Figure 18). Pour cinq de ces sites, une étude précédente avait déjà 

décrit la présence d'allèles de résistance aux insecticides et leurs fréquences en 2018 (voir 

Figure 18) ((Arich et al., 2021b), voir chapitre 3). Dans le cadre de cette nouvelle étude, nous 

avons ré-échantillonné ces cinq sites sur une période de trois années supplémentaires (2019, 

2020 pour Mohammedia uniquement, et 2021) afin de suivre la dynamique des allèles de 

résistance au fil du temps. 

Les larves ont été collectées par prélèvement à l'aide d'une louche (O’Malley, 1995). Les larves 

ont été rapportées à l’insectarium pour identification à l’aide de la clé des moustiques d’Afrique 

Méditerranéenne (Brunhes et al., 2000): seules les larves identifiées comme C.pipiens s.s (Voir 

Chapitre I) ont été utilisées et conservées dans l’alcool 70°.  
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A l’aide du logiciel gratuit Google Earth Pro, dans lequel une carte de couverture terrestre du  

Maroc a été projetée (“FAO Map Catalog,” n.d.), des cercles de 2.5 km de rayon centrés sur 

chaque gîte larvaire ont ensuite été dessinés. Les types d’usage des sols au sein de ces cercles 

ont été regroupés en trois catégories : i) les zones naturelles, qui regroupent les classes « forêts 

décidues », « forêts mixtes », « zones arbustives » et « régions boisées» sur la carte de 

couverture terrestre du Maroc, ii) les zones urbanisées pour la classe « terrains bâtis » et  iii) les 

zones agricoles, regroupant les classes « terres cultivées », « jachère », « plantation » et 

« cultures de blé ». A l’aide de l’outil « polygone » du logiciel, la somme des surfaces dévolues 

à chacune de ces trois catégories d'usage des sols ont ensuite été calculés au sein chaque cercle, 

afin d'en déterminer les pourcentages en rapportant à la surface du cercle (Tab.2 and Fig.18). 
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 Figure 17. Sites d'échantillonnage au Maroc. Pour chaque région et chaque site 

d'échantillonnage, le pourcentage de chaque type d'usage des sols dans une zone de rayon de 2,5 km 

centrée sur le gîte larvaire est indiqué dans un diagramme circulaire (zones agricoles en bleu, zones 

urbaines en gris et zones naturelles en orange).
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Table 2. Caractéristiques des gîtes larvaires de C. pipiens s.s. échantillonnés au Maroc.  

 
Région Site d'échantillonnage GPS Types de gîtes 

larvaires 
%Naturel/Agricole/Urbain 
(Zone de 2,5 km de rayon) 

A Tanger-
Larache 

1. Oued Houd 35°46’44.30 N / 5°50’50.10 W Eaux usées non-traitées 1.85/0/98.15 

2. Boukhalef 35°44’7.70 N / 5°53’27.14 W Petit étang 0/78.35/21.65 

3. Guezenaia 35°41’33.25 N / 5°55’1.02 W Petit étang 17.15/64.57/18.28 

4. Mezgalef (LS1) 35°16’48.12 N / 6° 5’13.60 W Prairies humides 23.22/76.78/0 

5. Dwar Ain Chouk (LSA) 35° 8’55.58 N / 6° 8’4.91 W Petit bassin d'eau 11.37/85.17/3.46 

B Casablanca 

1. Lissasfa 33°29’53.2 N / 7°43’21.9 W Bassin d'eau sale 71.43/28.57/0 

2. Bouskoura 33°27’30.09 N / 7°37’34.80 W Lac sale 7.88/26.29/65.83 

3. Nassim 33°32’04.2 N / 7°39’48.1 W Effluent industriel 0/14.06/85.94 

4. Californie 33°32’7.06 N / 7°36’34.75 W Étang pollué 0/0/100 

5. Ouled Hmimou (Mohammedia) 33°40’25.3 N / 7°26’42.5 W Eaux usées non-traitées 33.63/39.17/27.2 

C Marrakech 
1. Souihla 31°68’13.43 N / 8°17’94.86 W Canaux d'irrigation 67/33/0 

2. Saada 31°68’13.43 N / 8°17’94.86 W Eaux usées 29/3.04/67.96 

3. Targua 31°38’41.10 N / 8° 3’21.18 O Pot de fleur 0/0/100 

D Agadir 

1. Aghroud 30°24’45.75 N / 9°35’56.19 O Pot de fleur 12.6/0/87.4 

2. Jorf 30°20’4.53 N / 9°32’36.23 W Petit bassin d'eau 12.36/32.28/55.36 

3. Drarga 30°22’14.1 N / 9°29’14.6 W Eaux usées non-traitées 40.68/8.06/51.26 

4. Temsia 30°21’43.06 N / 9°23’43.11 O Canal d'eau 91.52/6.3/2.18 

5. Taroudant 30°30’21.75 N  8°47’26.23 O Effluent industriel 9.8/80.2/10 
Pour chaque site d'échantillonnage, la région d'origine, les coordonnées GPS, le type de gîte larvaire et les pourcentages de chaque type d'usage des sols (zones naturelles, agricoles et 

urbaines) dans un rayon de 2,5 km autour du site d'échantillonnage sont indiqués. Les sites échantillonnés en 2018 par Arich et al. (Arich et al., 2021a),et suivis pendant trois ans 

supplémentaires, sont en italique et en gras. 
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IV.2.2 Analyses moléculaires 

L’ADN des moustiques a été extrait à l’aide du protocole CTAB  (Rogers and Bendich, 1988). 

Pour chaque population, ≈30 larves de moustiques ont été analysées par PCR pour caractériser 

leurs génotypes pour les différentes mutations de résistance à trois loci : i) vgsc (codant pour le 

canal sodique voltage-dépendant, la cible des PYR), ii) ace-1 (codant pour 

l’acétylcholinestérase, la cible des OP et les CX), et iii) Ester (codant pour les estérases 

généralistes qui clivent les insecticides de plusieurs familles, y compris PYR et OP). Les 

fragments d’ADN ont été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose à 1.5% et visualisés par 

coloration au bromure d’éthidium sous la lumière ultraviolette. 

IV.2.2.1 La détection de la mutation kdr « L1014F » 

Pour la détection de la mutation kdr « L1014F », le test diagnostic PASA décrit par Martinez-

Torres et al a été utilisé (Martinez-Torres et al., 1999). Plutôt qu’une unique PCR combinée 

(plus complexe à mettre en œuvre) telle que décrite par ces auteurs, nous avons choisi de réaliser 

deux PCR distinctes en parallèle pour chaque moustique: i) PCR1 pour les allèles S sensibles, 

en utilisant les amorces Cgd1« GTGGAACTTCACCGACTTC » ,Cgd2 

« GCAAGGCTAAAGAAAGGTTAAG » et Cgd3 

« CCACCGTAGTGATAGGAAATTTA », amplifiant un fragment commun pour tous les 

individus et un fragment spécifique uniquement si le moustique porte un allèle S, et ii) PCR2 

pour les allèles R résistants, utilisant Cgd1, Cgd2 et Cgd4 

« CCACCGTAGTGATAGGAAATTTT », amplifiant un fragment commun à tous les 

individus et un fragment spécifique uniquement si le moustique porte un allèle R. La 

combinaison des deux PCR permet de distinguer les homozygotes des hétérozygotes. Les 

conditions de PCR étaient de 1 min à 94°C, 2 min à 48°C et 2 min à 72°C pendant 40 cycles. 

IV.2.2.2 La détection de la mutation G119S et F290V au locus ace-1 

Le test PCR-RFLP décrit par Weill et al a été utilisé pour génotyper les individus ayant la 

mutation de résistance ace-1 G119S (Weill et al., 2004). En bref, un fragment de 375 pb a été 

amplifié à partir de l’exon 3 en utilisant les amorces CpEx3dir 

« CGACTCGGACCCACTCGT » et CpEx3rev « GACTTGCGACACGGTACTGCA », 

avec des conditions de PCR suivantes : 30 s à 95°C, 30 s à 52°C et 1 min à 72°C pendant 30 

cycles. Le produit de PCR a ensuite été digéré par l’enzyme de restriction AluI, selon les 

instructions du fabricant. L’allèle S n’est pas digéré alors que l’allèle R est clivé en deux 

fragments, ce qui permet de distinguer les homozygotes et les hétérozygotes.  

Le test diagnostic PASA décrit par Alout et al. a été utilisé pour génotyper la mutation de 
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résistance ace-1 F290V (Alout et al., 2009). Brièvement, trois fragments peuvent être amplifiés, 

un fragment contrôle de 543 pb à l’aide des amorces CxEx5dir et CxKrev2, un fragment de 148 

pb spécifique à la phénylalanine de l’allèle S à l’aide des amorces Valdir et CxKrev2 et un 

fragment de 435 pb spécifique à la valine de l’allèle R à l’aide des amorces Valrev et CxEx5dir, 

avec les conditions de PCR suivantes : 30 s à 94°C, 30 s à 51°C et 40 s à 72°C pendant 30 

cycles. Les hétérozygotes amplifient les deux fragments spécifiques et le fragment contrôle, 

tandis que les homozygotes amplifient un seul fragment spécifique et le fragment contrôle. 

IV.2.2.3 La détection de l’allèle Ester2 au locus ester 

Le test de diagnostic PCR-RFLP de Berticat et al. a été utilisé pour génotyper les individus pour 

l’allèle de résistance Ester2 (Berticat et al., 2000). Ce test discrimine les mutations spécifiques 

de l’allèle Ester2 à la fois pour les estérases A et B composant ce superlocus. Une première 

PCR amplifie un fragment d’estérase A (amorces EstAdir « TAC CAC ATG GTG TCG GAC 

CT » et EstArev « CGC GCG ATG CTC GAA GGT ATC » ; conditions du PCR : 30 s à 95°C, 

30 S à 52°C et 1 min à 42°C pendant 30 cycles), qui est ensuite digéré par l’enzyme de 

restriction HaeIII selon les instructions du fabricant. Une seconde PCR amplifie un fragment 

d’estérase B (amorces EstBdir « GAA GGG GAG CTG CGG TTT AA » et EstBrev « CAG 

TCC AAC GTT TCG GTC CA » , conditions PCR : 30 s à 95°C, 30 s à 55°C et 1 min à 72°C, 

pendant 30 cycles), qui est ensuite digéré par l’enzyme de restriction HinfI selon les instructions 

du fabricant. Lorsque les profils des fragments digérés A et B correspondent strictement aux 

profils Ester2, l’individu est considéré comme homozygote résistant ; lorsque les fragments 

digérés A et B affichent des profils Ester2, mais également d’autres tailles de fragments, 

l’individu est considéré comme hétérozygote ; lorsque les fragments digérés A ou B ou les deux 

ne présentent pas les profils Ester2, l’individu est considéré comme homozygote sensible. 

IV.2.3 Analyses statistiques 

Tous les calculs ont été effectués à l’aide du logiciel gratuit R (v.4.1.2, http://www.r-

project.org, The R core Team).  

Pour chaque loci et chaque mutation, une analyse en composantes principales (ACP ; fonction 

PCA dans le package FactoMineR) a été réalisée pour donner un aperçu de la corrélation entre 

la fréquence de la mutation de résistance (fR) et les types d'usages des sols autour des gîtes 

larvaires. Les intervalles de confiance à 95% pour les fréquences de mutation de résistance ont 

été calculés à l’aide de la fonction prop.test du package stats. Des modèles linéaires généralisés 

ont été utilisés pour tester les effets sur la fréquence de résistance (fR) de la région d’origine 

des échantillons (Région) et d’une variable d’usage des sols (Land), soit le pourcentage 
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d’anthropisation, soit le pourcentage de terres agricoles (selon les loci considérés, les résultats 

de l’ACP indiquaient que ces variables étaient les principaux moteurs des fréquences des allèles 

de résistance). Les modèles étaient de la forme fR= Region+Land+Region:Land+e, où “:” 

représente une interaction entre les variables et e le facteur d’erreur suivant une distribution 

binomiale.  

Les GLM ont ensuite été simplifiés comme suit : la significativité des différents termes a été 

évaluée, en commençant par les termes d’ordre le plus élevé (interaction), en utilisant des tests 

de rapport de vraisemblance (likelihood ratio test ou LRT, fonction anova, test c2), et les termes 

non significatifs (p>0.05) ont été supprimés (Crawley, 2007). Lorsque l’interaction s’est avérée 

significative (p<0.05), l’effet de l’usage des sols sur fR a été testé indépendamment pour 

chaque région : fR= Land+e. Une correction séquentielle de Bonferroni a été appliquée pour 

corriger le fait de faire des tests multiples (Hochberg, 1988).  

 
IV.3 RÉSULTATS ET DISCUSSION 

La résistance aux insecticides chez les moustiques est sélectionnée comme une adaptation à 

l’application d’insecticides. Cependant, cette adaptation peut être impactée directement ou 

indirectement par de nombreuses autres altérations de l’écologie des moustiques associées aux 

activités humaines. En particulier, le développement des villes (ou l’urbanisation) et 

l’agriculture se sont avérés avoir des impacts considérables sur la propagation de la résistance 

chez An. gambiae (Diabate et al., 2002) et Ae. aegypti (Nkya et al., 2014). Les insecticides sont 

en effet largement utilisés en agriculture pour lutter contre divers ravageurs, mais sélectionnent 

aussi des moustiques résistants pourtant non ciblés. L’usage domestique des citoyens n’est pas 

maitrisé et peut également jouer un rôle majeur, avec une pression sélective qui croît avec la 

densité de population. Enfin, les différents résidus des activités humaines (domestiques ou 

industriels) peuvent également avoir des effets croisés aboutissant à la sélection d’allèles 

initialement sélectionnés pour la résistance aux insecticides (voire peuvent les sélectionner 

avant l’application d’insecticides pour la lutte antivectorielle); la concentration de ces polluants 

augmentent également avec la densité humaine. Ces sources non mutuellement exclusives de 

pression sélective pour les allèles permettant la résistance aux insecticides ont tendance à se 

concentrer dans les eaux usées habitées par C. pipiens s.s., ce moustique ayant une propension 

et une tolérance pour les sites à forte concentration en matière organique. Il en fait ainsi un 

modèle parfait pour mesurer les effets des activités humaines, ou anthropisation, sur la 

propagation de la résistance aux insecticides. Dans la présente étude, nous avons effectué une 
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étude temporelle et géographique de la résistance aux insecticides chez C. pipiens s.s au Maroc.  

IV.3.1 Effet de l’agriculture et de l’urbanisation sur la distribution de la résistance 

aux insecticides 

À l'été 2019, nous avons échantillonné 3 à 5 populations le long de quatre transects à travers le 

pays, pour évaluer l'impact des activités humaines sur la sélection des allèles de résistance aux 

insecticides de trois loci. 

Ces transects allaient de zones entièrement urbanisées à des zones agricoles et/ou à des milieux 

plus naturels (Fig. 18). Pour chaque site de prélèvement, nous avons mesuré les pourcentages 

d'usage des sols caractérisés comme urbains, agricoles ou naturels dans un rayon de 2,5 km 

autour du point de prélèvement (respectivement %urb, %agri et %nat). Les différents transects 

varient sensiblement en termes d'anthropisation, celui autour de Casablanca-Mohammedia 

étant fortement urbanisé, tandis que le transect Tanger-Larache est plus rural (Fig. 18 et Tab. 

2). 

De plus, ces transects ont été définis autour de cinq grandes villes (Casablanca, Agadir, 

Marrakech, Tanger et Larache), où il avait été précédemment montré qu'elles abritaient des 

moustiques résistants aux insecticides (Arich et al., 2021b). Pour chaque site de prélèvement, 

nous avons ainsi mesuré la fréquence des allèles résistants pour i) vgsc, avec la mutation "kdr" 

L1014F), ii) ace-1 , avec les deux mutations G119S et F290V, et iii) Ester, dont l'allèle de 

résistance Ester2 s'est propagé dans le monde entier (Labbé et al., 2005). 

Nous avons ensuite évalué les corrélations potentielles entre les fréquences de mutation de 

résistance et les variables d'usage des sols. Comme les variables d'usage des sols (%urb, %agri 

et %nat) ne sont pas indépendantes (ce sont des pourcentages complémentaires de la surface 

totale autour du site d'échantillonnage, c'est-à-dire %urb+%agri+%nat=100%), nous avons 

d'abord effectué des analyses en composantes principales (ACP) pour chaque mutation de 

résistance indépendamment, en utilisant les 18 sites échantillonnés au Maroc (Fig. 19). Le but 

est ainsi d'évaluer les principales tendances, avant de les tester correctement avec des GLM. 

Les deux premiers axes de l'ACP captent l'essentiel de la variance (environ 50 % pour le premier 

axe, et 30 à 40 % pour le second axe). Deux schémas se dégagent : i) pour les mutations vgsc 

kdr L1014F et ace-1 G119S, le pourcentage de zones agricoles (%agri) est le plus corrélé à la 

fréquence des mutations de résistance, les deux autres variables apparaissant plus orthogonales 

(Figs. 18a et 18c); pour les mutations Ester2 et ace-1 F290V c'est le pourcentage de zones 

naturelles (%nat) qui est le plus corrélé, respectivement négativement et positivement, avec la 

fréquence des mutations de résistance (Figs. 18b et 18d).  
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Figure 18. Analyse en composantes principales (ACP) pour chaque mutation de résistance.  

Pour chaque mutation de résistance (a) vgsc « kdr » L1014F, b) ace-1 F290V, c) ace-1 G119S et d) Ester2), les 

projections des variables sur les deux premiers axes de l'ACP sont indiquées par les flèches (pour chaque axe, le 

pourcentage de variance expliquée est indiqué entre parenthèses). Les variables sont la fréquence des allèles de résistance 

(fR) et les pourcentages de zones naturelles (Nat), urbaines (Urb) et agricoles (Agri) dans un rayon de 2,5 km autour de 

chaque site d'échantillonnage. 
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Nous avons ensuite testé plus formellement la significativité de ces corrélations à l'aide de 

GLM : nous avons évalué comment les fréquences des mutations de résistance étaient affectées 

par i) le pourcentage de zones agricoles (%agri) pour kdr et ace-1 G119S, et ii) pour les deux 

autres allèles de résistance, le pourcentage des zones anthropisées (défini ici comme 

%anthrop=%agri+%urb, soit %anthrop=100%-%nat). Pour toutes les mutations de 

résistance, les parcelles montrent des variations entre les transects considérés (Fig. 3), ce qui a 

été confirmé par des interactions significatives entre les variables Région (c'est-à-dire les 

transects) et Land (c'est-à-dire les pourcentages de zones agricoles ou anthropisées ; LRT, c2 = 

8.6, 13.8, 30 et 72, df = 3, p-values = 0.035, 0.003, <0.001 et <0.001, pour Ester2, ace-1 F290V, 

kdr et ace-1 G119S, resp .). Nous avons ainsi analysé les effets de l'usage des sols 

indépendamment pour chaque transect (Tab. 3). Ces analyses ont confirmé l'hétérogénéité des 

effets pour les différents transects et mutations de résistance : i) pour kdr et pour ace-1 G119S, 

les fréquences des mutations de résistance augmentent avec le pourcentage de zones agricoles, 

et l'effet est significatif pour tous les transects (bien que pour Casablanca la p-value ne soit plus 

significative après correction de Bonferroni ; Tab. 2a et Figs. 3a et 3c) ; ii) pour ace-1 F290V, 

la fréquence de la mutation de résistance augmente avec le pourcentage de zones anthropisées, 

mais l'effet n'est significatif que pour le transect de Casablanca (pour Tanger la p-value n'est 

plus significative après correction de Bonferroni ; Tab. 3b et figure 19b); iii) enfin, pour Ester2, 

il n'y a pas de corrélation significative entre la fréquence de la mutation de résistance et le 

pourcentage d’anthropisation (pour Tanger la p-value n'est plus significative après correction 

de Bonferroni ; Tab. 3b et Fig. 19d). 

Notre étude révèle ainsi un impact clair des activités humaines sur la plupart des mutations de 

résistance aux insecticides. Comme dans d'autres endroits du monde, de grandes modifications 

de l'environnement naturel par les activités humaines, c’est-à-dire l'anthropisation 

(déforestation, urbanisation, agriculture, activité industrielle, etc.), ont affecté le Maroc, où les 

dernières décennies ont connu une urbanisation rapide et étendue couplée à un développement 

économique régional rapide. Cela a conduit à l'introduction de nombreux résidus d'activités 

humaines dans l'environnement, en provenance des secteurs industriel et agricole en particulier 

: l'agriculture est en effet l'un des piliers de l'économie marocaine, et l'utilisation massive de 

pesticides reste stratégique pour limiter les risques de perte de récolte. Cependant, la 
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concentration accrue de personnes dans les villes a également entraîné une utilisation accrue de 

pesticides domestiques.  
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Table 3. Effets de l'agriculture et de l'anthropisation sur les fréquences des mutations de 

résistance pour chaque région marocaine.  

Région 
(a) Effet de l’agriculture   (b) Effet de l’anthropisation 

kdr L1014F ace-1 G119S   ace-1 F290V Ester2 

Agadir 6.3 x10-5 2.6 x10-17  0.24 0.39 

Casablanca 0.037 0.043  2.2 x10-4 0.22 

Marrakech 0.002 0.006  0.17 0.33 

Tanger 1.2 x10-5 0.002  0.015 0.017 

Pour chaque mutation de résistance, les p-values des GLM (LRT) pour l'effet (a) de l’agriculture ou (b) de l'anthropisation 

(c'est-à-dire de la couverture en zones urbaines + zones agricoles), sont indiquées. Pour chaque mutation de résistance, 

l'effet testé est basé sur les résultats de l'ACP (Fig. 2). Les p-values sont en italique lorsqu'elles sont < 0,05 et en gras 

lorsqu'elles sont encore significatives après correction séquentielle de Bonferroni (Hochberg, 1988). 
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Figure 19. Effet de l'anthropisation et de l'agriculture sur les fréquences des allèles de résistance 

au Maroc. Les fréquences (avec leurs intervalles de confiance à 95 %) de chaque mutation de résistance ((a) kdr, (b) 

ace-1 F290V, (c) ace-1 G119S et (d) Ester2) sont présentées pour les 3 à 5 populations de chaque région (couleurs 

différentes), selon soit le pourcentage de zones agricoles ((a) et (b)) soit le pourcentage d’anthropisation ((c) et (d)), 

selon l'effet principal détecté dans l'ACP (voir texte, Fig. 2 et Tab. 2). 
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Dans la présente étude, nous montrons une corrélation claire et positive avec l'agriculture en 

particulier pour les deux mutations de cible les plus fréquentes (kdr et ace-1) décrites chez les 

moustiques. C'est moins clair pour l'estérase détoxifiante, un mécanisme de résistance 

métabolique : l'allèle Ester2 constitutivement surexprimé apparaît en effet omniprésent à des 

fréquences élevées dans la plupart des populations (> 0,6 dans la plupart des échantillons), 

quelle que soit l'usage local des sols. 

Ces différences sont probablement dues à la spécificité plus élevée des mutations de cible: elles 

sont probablement essentiellement sélectionnées par les pesticides utilisés pour l'agriculture, 

qui sont de la même famille que ceux utilisés pour la lutte antivectorielle (LAV: PYR, OP et 

CX); en revanche, les mutations de résistance métabolique sont probablement plus facilement 

sélectionnées par une gamme plus large de résidus. Pour ace-1 G119S, les fréquences restent 

en effet relativement faibles par rapport à ce qui a été observé dans le sud de la France lorsque 

les OP étaient utilisés pour la LAV (majoritairement <0,5, Fig. 3, vs >0,9, respectivement; 

(Chouaïbou et al., 2016)) ; au contraire, les fréquences d'Ester2 sont souvent >0,8, ce qui est 

beaucoup plus élevé que ce qui a été observé après l'arrêt de l'utilisation des OPS pour la LAV 

dans le sud de la France (<0,4 % ) : pris ensemble, ces résultats suggèrent l'existence d'une 

pression de sélection actuelle et limitée à base d'OP, comme en témoigne ace-1 G119S, mais 

aussi de pressions sélectives beaucoup plus élevées provenant d'autres composés trouvés dans 

l'environnement et agissant sur Ester2. 

Plusieurs études ont rapporté un rôle de l'utilisation des pesticides pour l'agriculture dans la 

sélection de la résistance aux insecticides chez les vecteurs pathogènes, en particulier pour les 

vecteurs du paludisme du genre Anopheles (Mueller et al., 2008; Nkondjio et al., 2011; 

Abuelmaali et al., 2013; Nkya et al., 2014; Chouaïbou et al., 2016; Djogbénou et al., 2016; 

Mouhamadou et al., 2019). Par exemple, dans An. gambiae s.l., la résistance à la perméthrine 

et au DDT est plus élevée dans les zones cotonnières du Burkina Faso et du Bénin (Diabate et 

al., 2002; Djogbénou et al., 2011), et l'agriculture urbaine semble être le principal moteur de la 

résistance aux insecticides au Cameroun (Nkondjio et al., 2011). Une revue de la littérature a 

confirmé que la lutte contre les ravageurs des cultures représente une forte pression sélective, 

en plus de la LAV, favorisant la résistance au PYR  (Nkya et al., 2013). 

Cependant, d'autres résidus d'activités humaines peuvent également entraîner une sélection de 

mutations de résistance aux insecticides : une étude récente en Tunisie a montré que les 

populations de C. pipiens s.s. exposées à des niveaux plus élevés de polluants anthropiques 

présentent des signaux de sélection plus forts pour les cibles OP et CX (locus ace-1 et Ester ; 

(A. Tabbabi et al., 2019)), et une autre a montré que la résistance aux OPs et CXs des C. 
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quinquefasciatus de Côte d'Ivoire et du Burkina Faso était plutôt due à l'utilisation d'insecticides 

domestiques qu'aux pesticides agricoles (Chandre et al., 1997). Bien que leurs effets soient 

assez difficiles à individualiser, de sorte que le sujet reste largement inexploré, la présence de 

polluants autres que ceux utilisés pour la LAV dans les gîtes larvaires des moustiques peut en 

effet sélectionner la résistance (Eritja and Chevillon, 1999), et quelques études ont montré que 

l'exposition à des polluants urbains courants augmentent la tolérance des moustiques aux 

insecticides (Poupardin et al., 2008; Riaz et al., 2009). Notre étude suggère que les espèces du 

complexe C. pipiens sont probablement exposées à une gamme de xénobiotiques plus large que 

les autres espèces de moustiques (comme trouvé dans une précédente étude à Mayotte ; 

(Pocquet et al., 2014), en raison de leurs préférences écologiques pour des gîtes larvaires 

concentrant toutes sortes de résidus, ce qui pourrait imposer une sélection sur les mutations 

fournissant à l'origine une résistance à la LAV. En ce sens, les espèces de C. pipiens 

apparaissent comme des sentinelles intéressantes pour surveiller indirectement l'intensité de la 

production de résidus anthropiques autour de leurs gîtes larvaires. 

 

IV.3.2 Étude de la dynamique à court terme des gènes de résistance aux 

insecticides au Maroc 

Un autre objectif de la présente étude était d'aborder la dynamique de la résistance aux 

insecticides chez C. pipiens s.s. au Maroc. Pour cela, nous avons prolongé une première 

évaluation de 2018 de la résistance et des fréquences des allèles de résistance dans cinq villes 

(Arich et al., 2021a), en rééchantillonnant et en analysant les mêmes gîtes larvaires en 2019 et 

en 2021 (et en 2020 pour Casablanca ; Tab. 3 et figure 20). 
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Figure 20. Dynamique de la résistance au Maroc, de 2018 à 2021. La dynamique de la fréquence de 

chaque mutation de résistance ((a) kdr, (b) ace-1 G119S, (c) ace-1 F290V et (d) Ester2) est présentée 

avec leur intervalles de confiance à 95% pour les populations focales de chaque région (mêmes couleurs 

que la Fig. 19 ; les sites d'échantillonnage sont les mêmes que ceux d'Arich et al. (Arich et al., 2021b), 

ceux en gras et en italique dans la table 2). 
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S'il existe des variations d'une année à l'autre, ces dynamiques ne montrent pas de tendance 

nette sur les quatre années, pour aucun des allèles de résistance, ni dans aucune région. Les 

seuls patrons notables sont observés i) pour Ester2, où un pic de résistance dans tout le Maroc 

est observé en 2019, sans explication évidente, et ii) pour ace-1 G119S à Larache, où la 

fréquence de la mutation de résistance est passée de 0,2 à 0,4 entre 2019 et 2021. Bien que cette 

augmentation puisse résulter d'une utilisation accrue d'insecticides, elle semble peu probable 

car aucune augmentation n'est observée pour Ester2, qui confère pourtant une résistance à des 

insecticides similaires, y compris le larvicide téméphos (OP) utilisé pour la LAV au Maroc (les 

PYR sont utilisés comme adulticides). 

Certaines études antérieures (sur divers moustiques ou d'autres espèces) tendent à indiquer que 

les fréquences des gènes de résistance peuvent changer relativement rapidement (en quelques 

années) en fonction des modifications de dose d'insecticide, soit en augmentant lorsque les 

insecticides commencent à être utilisés (par exemple (Stump et al., 2004; Labbé et al., 2007)), 

soit en diminuant après que l'usage des insecticides cesse, ou même en s'adaptant à des 

variations plus limitées, voire saisonnières (Lenormand et al., 1999). Dans l'ensemble, nos 

données suggèrent donc qu'au cours de la période d'étude, peu, voire aucun, changements 

significatifs se sont produits dans l'intensité de la LAV ou dans les émissions d'autres résidus 

anthropiques. 

Cependant, ces données montrent également que les allèles de résistance restent présents 

partout au Maroc (Figs. 19 et 20) : kdr et ace-1 G119S sont retrouvés à des fréquences 

relativement élevées (de l'ordre de, voire inférieures, à ce qui a été observé dans d'autres pays, 

par exemple (Chouaïbou et al., 2016; Tantely et al., 2010), et Ester2 affiche des fréquences 

beaucoup plus élevées, supérieures à ce qui est généralement observé dans d'autres pays (par 

exemple (Tantely et al., 2010). Peu de contrôle est exercé sur l'utilisation des insecticides au 

Maroc, les choix en termes de quantités utilisées étant majoritairement dévolus à des 

administrations locales, sans, ou avec peu de, supervision centralisée (Arich et al., 2021a). Si 

une action concertée devait néanmoins être décidée, la résistance est déjà sélectionnée par de 

multiples sources et pourrait encore augmenter rapidement, ce qui mettrait en péril tout plan 

conçu sans précautions suffisantes. 

IV.4 CONCLUSION 
Notre étude fournit une preuve supplémentaire du rôle des activités anthropiques dans la 

sélection et le maintien des mutations initialement sélectionnées pour la résistance aux 

insecticides chez les moustiques. Cela est particulièrement vrai pour l'agriculture, où les 
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pesticides affectent souvent les espèces non-cibles (Abuelmaali et al., 2013; Djogbénou et al., 

2016; Mouhamadou et al., 2019; A. Tabbabi et al., 2019), mais d'autres résidus, dont la 

pollution urbaine et l'utilisation d'insecticides domestiques dans les grandes villes, semblent 

également impliqués. 

 La principale inquiétude ici est que, lorsque ces sélections involontaires se traduisent par une 

augmentation de la résistance d'un moustique vecteur de maladies humaines, comme c'est le 

cas de C. pipiens au Maroc (ex. VNO), les conséquences peuvent être dramatiques et se traduire 

par la propagation de ces maladies. Le contrôle de la résistance est en effet une préoccupation 

centrale et complexe pour tous les programmes de LAV, mais les origines disparates des 

pressions de sélection sur la résistance aux insecticides la rendent encore plus problématique. 

La gestion de la résistance, afin de maintenir le contrôle des maladies vectorielles, nécessitera 

donc des stratégies globales et intégrées, qui devraient prendre en compte toutes les principales 

sources de sélection de la résistance, et pas seulement la LAV. Elles doivent donc être 

concertées entre différentes instances, non seulement du domaine médical, mais aussi de 

l'industrie et de l'agriculture, de l'économie, de l'urbanisme, de la gestion des déchets et de 

l'écologie. 

Elles nécessiteront également un suivi à long terme de différents indicateurs pour détecter de 

nouvelles sources de sélection et gérer celles déjà présentes, car l'anthropisation toujours plus 

prégnante des écosystèmes a en effet des conséquences complexes. Cependant, dans ce contexte 

désastreux, les préférences écologiques pour leurs gîtes larvaires et les divers mécanismes de 

résistance de C. pipiens pourraient tourner à notre avantage, car ils en font un outil puissant 

pour réaliser des enquêtes complètes et intégrées sur les territoires : ce moustique pourrait ainsi 

devenir une sentinelle écologique.  
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Conclusion générale et perspectives 
          Le travail réalisé lors de ces 5 années de thèse, et malgré les (nombreux) obstacles 

rencontrés, a permis d’étudier la taxonomie du complexe Culex pipiens et de dresser un état des 

lieux détaillé de la résistance aux insecticides, et des mécanismes moléculaires impliqués, chez 

cette espèce au Maroc.  

Comprendre le complexe C. pipiens 
          Originellement, peu d’études s'étaient intéressées à l’étude de la biologie des moustiques 

au Maroc. Au cours de ma thèse, nous avons pu montrer que les individus de C. pipiens au 

Maroc porteurs d’allèles pipiens et de molestus se reproduisent dans les mêmes sites, sans 

écologie spécifique, et que les deux formes moléculaires partagent la capacité de pondre les 

œufs sans repas de sang (c-à-d. autogénie). Puisqu'il ne semble pas y avoir de différence au 

Maroc, alors que ces formes sont bien différentes en Europe, il serait intéressant d'approfondir 

cette étude par un échantillonnage plus large à l'échelle du Maroc, et plus généralement du 

Maghreb, afin de vérifier s'il n'y a pas néanmoins d'écotypes particuliers dans certains endroits 

qui pourraient nous renseigner sur l'origine de cette différenciation. De même serait également 

très intéressant d'étudier les flux de gènes entre le sud et le nord de la Méditerranée au sein de 

ce complexe, afin de comprendre comment se mettent en place ces entités taxonomiques 

discrètes. 

Comprendre la résistance pour adapter la lutte 
          Pour la résistance aux insecticides à l’échelle nationale, nous avons pu montrer que les 

populations marocaines de C. pipiens sont résistantes à presque toutes les familles 

d’insecticides, et que les allèles de résistance classiquement retrouvés à travers le Monde sont 

également fréquents. Cette résistance dépasse largement le cadre des seuls insecticides utilisés 

en lutte anti-vectorielle, puisque nous avons montré l'importance d'autres sources de sélection 

provenant par exemple de l’agriculture ou de résidus urbains. Cette découverte est importante 

parce qu’elle montre que les pressions environnementales peuvent avoir un impact sur la 

diversité génétique des populations, et peuvent favoriser des adaptations qui ont été dans un 

premier temps sélectionnées dans par d'autres expositions. Les allèles adaptatifs peuvent ainsi 

se maintenir dans les populations naturelles alors même que la pression de sélection initiale a 

disparu.  

          Si ces observations sont fascinantes du point de vue de la biologie évolutive, elles sont 

assez inquiétantes dans le cadre de l’épidémiologie. En Afrique du Nord y compris le Maroc, 

les espèces du complexe C. pipiens sont considérées comme les principaux vecteurs de 
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transmission des arbovirus (tels que le virus du Nil Occidental), et l’utilisation des insecticides 

est le moyen principal pour la lutte antivectorielle. La principale inquiétude ici est que, lorsque 

ces sélections involontaires se traduisent par une augmentation de la résistance, les 

conséquences peuvent être dramatiques si cela entraine une perte de contrôle des vecteurs et 

donc une augmentation épidémique de la circulation des pathogènes. Le contrôle de la 

résistance est une préoccupation centrale et complexe pour tous les programmes de lutte 

antivectorielle. Notre suivi sur 4 ans de l’évolution des allèles de résistance n'a pas montré de 

tendance claire, mais suggère, comme on le voit dans la littérature, que les variations de 

fréquences peuvent être rapides. 

          Nos études montrent que les chercheurs/chercheuses peuvent aider les responsables de la 

santé publique dans la conception des stratégies de lutte antivectorielle (LAV). Il convient en 

effet de faire des interventions plus ciblées et plus efficaces, en utilisant des insecticides adaptés 

à la situation locale, c'est-à-dire pour lesquels la résistance reste faible, afin d'éviter la 

surutilisation d’un type d’insecticide particulier au risque de voir son efficacité disparaître. De 

même, il est important de développer des méthodes de LAV alternatives aux insecticides de 

synthèse comme l’utilisation des insecticides botaniques qui entrainent des dommages au 

réseau exocorioniques des œufs, une perturbation anormales des embryons, favorisent une mue 

incomplète, en plus du dysfonctionnement des récepteurs olfactifs, du trafic alimentaire et de 

la fonction de reproduction. Autre méthode comme capture des adultes, en particulier les 

femelles peut être utile pour la surveillance entomologique. Et le contrôle par l’utilisation des 

bactéries entomologiques telle que Bacillus thuringiensis et Wolbachia prouvées comme agents 

utiles de lutte contre les insectes. 

          Mais ce que montrent aussi nos études lors de cette thèse, c'est qu'il convient de prendre 

en compte l'environnement local lors de la conception de ces stratégies de LAV: pour être 

efficaces et pérennes, elles doivent en effet être concertées entre différentes instances, c’est-à-

dire celles des domaines médical, industriel et agricole, l'urbanisation, la gestion des déchets et 

le domaine de l’écologie, afin de limiter les pressions de sélection accessoires qui pourraient 

mettre en péril les moyens de la LAV en entrainant l'augmentation de la résistance. A ce titre 

des suivis réguliers et pérennes de différents indicateurs permettant de détecter les différentes 

sources de sélection doivent aussi être mis en place pour adapter rapidement et efficacement 

les stratégies de LAV. 

          Les moustiques sont un excellent modèle, reconnu à l'échelle internationale, pour l’étude 

de l’évolution. Ils présentent en effet de nombreux atouts: leur cycle de vie est court ce qui 

permet d'avoir de nombreuses générations en un temps réduit (et compatible avec une thèse…), 
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ce sont des grandes populations présentant donc de fortes diversités génétiques, et ce qui leur 

confèrent la capacité à s’adapter rapidement à de nouveaux environnements. Par ailleurs, on 

peut facilement les récolter sur le terrain ou les élever en laboratoire, ce qui permet d'avoir de 

grands échantillons et de réaliser des expériences (lignées, croisements, etc.). Enfin, Les 

moustiques nous permettent d'aborder à la fois des questions fondamentales, pour comprendre 

l’adaptation et l’évolution des espèces en général, mais aussi des aspects plus appliqués, comme 

par exemple les mécanismes de l’émergence de nouvelles maladies infectieuses ou le contrôle 

des populations de leurs vecteurs.  

          C'est ainsi qu'arrivée à la fin de cette thèse, et de ce manuscrit, j'espère que c'est un 

nouveau chapitre tout aussi passionnant qui s'ouvrira. Quoi qu'il en soit, je ferai tout ce que je 

pourrais pour cela!  
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