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Liste des abréviations 

 

Acide gamma-aminobutyrique : GABA 
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Nematode Growth Medium : NGM 

Moxidectine : MOX 

Souche N2B résistante à 3,8 ng/mL de Moxidectine : MOX4R 

Multi Drug Resistance associated Proteins : MRP 

Organisation mondiale de la santé : OMS 

P-glycoprotéine : P-gp 

Pression de sélection : PS 

Transporteurs ATP Binding cassette : Transporteurs ABC 

Transporteurs Membranaires et Résistance : TMR 

Unité mixte de recherche : UMR 
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I. INTRODUCTION 

1. Présentation de l’entreprise. 

L’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) est un organisme public de 

recherche en agronomie en France. L’institut voit le jour en 1946 et est actuellement présidé 

par François Houllier sous la tutelle du ministère chargé de la Recherche et de l’Enseignement 

supérieur et du ministère chargé de l’Agriculture, de l’Agroalimentaire et de la Forêt. L’INRA 

est le premier institut de recherche agronomique en Europe et se place en seconde place au 

niveau mondial pour les sciences agricoles. Avec un budget de 880 millions d’euros, l’INRA 

embauche 8290 agents titulaires dont 1840 chercheurs titulaires. 

L’organisme cible trois grands domaines d’activités : l’agriculture, l’alimentation et 

l’environnement. Ses missions concernent la production et la diffusion des connaissances 

scientifiques au travers de 4000 publications par an ; la formation à la recherche et par la 

recherche ; la contribution à l’innovation avec 360 brevets, 27 nouveaux logiciels et de 

nouvelles bases de données ; l’élaboration de stratégie de recherche nationale et européenne  ; 

la contribution au dialogue entre science et société et enfin éclairer les décisions publiques. 

L’INRA s’engage dans le développement durable par une gestion des laboratoires et une 

sensibilisation du personnel, mais aussi dans l’évaluation de ses instituts et personnels, et dans 

la qualité au sein des unités de recherche.  

L’INRA dispose de 186 unités de recherche avec 13 départements de recherche et 

s’implante sur 17 centres de recherche en France. Le centre Toulouse Midi-Pyrénées emploi 

850 chercheurs, ingénieurs et techniciens et représente 10% des publications de l’INRA.  

 Le laboratoire ToxAlim, présidé par Bernard Salles (figure 1), est une unité mixte de 

recherche (UMR 1331) du centre INRA de Toulouse. L’unité contribue à l’élaboration de 

connaissances sur les effets toxicologiques à long terme aussi bien au niveau de la santé 

huamine qu’en santé vétérinaire. Elle se compose de 11 équipes de recherches couvrant des 

domaines scientifiques larges. L’équipe E06 Transporteurs Membranaires et Résistance 

(TMR) du docteur Anne Lespine étudie le rôle des transporteurs ABC dans le devenir des 

xénobiotiques chez les mammifères. En effet, l’équipe possède deux principales thématiques 

de recherche. L’une concerne l’étude des interactions entre des composés d’intérêts et les 

transporteurs ABC des mammifères, ainsi que des nématodes et l’autre porte sur la 

compréhension des mécanismes d’adaptation et de régulation des transporteurs chez ces 

organismes en réponse à une exposition à un composé toxique. 
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Figure 1 : Organigramme de l’UMR 1331. 

2. Synthèse bibliographique. 

2.1. La chimiothérapie antiparasitaire. 

Les helminthes parasites regroupant les classes de nématodes, les trématodes, les 

cestodes et les acanthocephales, sont une des cause majeure de mortalité en santé humaine et 

vétérinaire. En agriculture, ces parasites causent des baisses de performances zootechniques 

entrainant de lourdes pertes économiques dans les élevages à travers le monde. Ces pertes 

économiques sont dues à une réduction de la fertilité, de la croissance, une diminution de la 

production de lait et de viande et parfois la mort des individus les plus infectés. Ce sont 

également des pathogènes humains qui infectent plus d’un milliard de personnes dans le 

monde.  

Bien qu’un vaccin ait été mis sur le marché très récemment en Australie en 2014 pour 

l’infection par Haemonchus contortus (H. contortus) chez le mouton (Schallig, 2000), le 

recours aux médicaments anthelminthiques reste aujourd’hui la principale solution pour lutter 

contre ces helminthes parasites (Lespine & al, 2012). 

2.1.1. Les différentes classes de médicaments anthelminthiques.  

Les anthelminthiques désignent une classe de médicaments utilisés pour lutter contre 

ces infections à vers parasitaire. Ceux-ci agissent par action paralysante ou létale sur les 

parasites. Le premier anthelminthique apparu sur le marché fut la phénothiazine en 1939. 
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Depuis, plusieurs familles d’anthelminthiques ont vu le jour et sont classées selon leur nature 

chimique et leur mode d’action (tableau I). On trouve les benzimidazoles et pro-

benzimidazole utilisés depuis plus de 50 ans, les imidothiazoles, les tétrahydropyrimidines et 

les lactones macrocycliques. Parmi ces anthelminthiques, les lactones macrocycliques (LMs) 

sont les plus utilisées de nos jours (Prichard & al, 2012). 

Tableau I : Principaux anthelminthiques utilisés en médecine vétérinaire en France 

(Dictionnaires des médicaments vétérinaires, 15ème édition, 2009). 

Familles Molécules Cible pharmacologique 

 

 

Benzimidazoles  

 

 

Pro-benzimidazole 

Albendazole 

Fenbendazole 

Mebendazole 

Oxfendazole 

 

Febantal 

 

 

 

β- tubuline 

Imidothiazoles Metronidazole 

Levamisole 

Récepteur nicotinique à 

l’acétylcholine 

Tétrahydropyrimidines Pyrantel 

Oxantel 

Récepteur nicotinique à 

l’acétylcholine 

 

 

 

Lactones macrocycliques 

Ivermectine 

Moxidectine 

Doramectine 

Abamectine 

Eprinomectine 

Selamectine 

Milbemycine 

Canaux Chlorures Glutamates 

dépendants 

Canaux Chlorures GABA 

dépendants  

Canaux chlorures acétylcholines 

dépendants  

Canaux chlorures histamines 

dépendants 

 
2.1.2. Les lactones macrocycliques. 

Les LMs sont des produits de fermentation d’un microorganisme du genre 

Streptomyces et sont largement utilisées en thérapeutique vétérinaire et humaine du fait de 

leur action à large spectre et de leur efficacité contre les endo- et ectoparasites. Ces molécules 

sont classées en deux groupes : les avermectines et les milbémycines (McKellar and 

Gokbulut, 2012). 

Les avermectines et les milbémycines : structure. 
Les avermectines sont des produits de fermentation de Streptomyces avermitilis. Ils 

regroupent l’ivermectine, la doramectine, l’éprinomectine et la sélamectine. Les 
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milbémycines sont obtenues à partir de Streptomyces cyaneogriseus et Streptomyces 

hydroscopieus et comprennent la moxidectine, ainsi que la milbémycine oxime (Shoop & al, 

1995) (figure 2). 

 
Figure 2 : Filiation schématique des lactones macrocycliques (Prichard & al, 2012). 

Les lactones macrocycliques présentent dans leur structure un point commun : un 

macrocycle à lactone. Les deux sous-groupes de LMs présentent cependant des différences 

structurales. Dans notre étude, nous nous intéressons à une avermectine : l’ivermectine (IVM) 

et à une milbémycine : la moxidectine (MOX). L’IVM comprend un groupement 

saccharidique sur le carbone 13. La MOX est dépourvue de ce groupement saccharidique 

mais possède un groupement méthyl en C25 (Prichard & al, 2012) (figure 3). 

 
Figure 3 : Structures chimiques des avermectines (ivermectines) et des milbémycines 

(moxidectines) (Ménez & al, 2012). 

Indications thérapeutiques :  
La découverte des avermectines et des milbémycines fut un événement considérable en 

agriculture de par leur activité contre les arthropodes et les nématodes parasites. L’IVM fut la 

première LM disponible sur le marché au début des années 1980 et approuvée pour une 
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utilisation en médecine vétérinaire. Ces LMs présentent également une caractéristique 

intéressante : leur faible toxicité pour les mammifères. Ainsi, elles sont utilisées en agriculture 

dans le traitement des endoparasitoses du bétail telles que les strongyloses intestinales 

(Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus, Cooperia, Trichus) et pulmonaires 

(Dictycaulus, Protostrongylus) les ascaridioses, également dans le traitement des ectoparasites 

comme les insectes tels que le varron ou la gale. Elles sont également utilisées pour le 

traitement des animaux de compagnie contre Dirofilaria, parasite du chien (Lespine & al, 

2012). 

C’est dans ce contexte que l’IVM fut par la suite approuvée pour une utilisation en 

médecine humaine qui a aboutit au prix Nobel de Médecine en 2015. Chez l’homme, les 

infections à Onchocerca volvulus, une microfilaire, conduisent à l’apparition de graves 

séquelles comme la cécité ou l’éléphantiasis et sont un véritable fléau dans les pays du 

continent Africain ou de l’Amérique du Sud. En plus d’être utilisée dans le traitement de 

l’onchocercose, l’IVM est également préscrite dans le traitement des filarioses lymphatiques 

provoquées par Wuchereria bancrofti. Elle est ainsi distribuée en masse par milliards de doses 

dans ces régions dans le but d’éradiquer ces infections. L’IVM est aussi utilisée dans le 

traitement des acariens et des strongyloses (Geary & al, 2010). 

L’IVM et la MOX possède globalement un même mode d’action et un spectre d’action 

similaires (Prichard & al, 2012). Des études cliniques sont actuellement en court pour aboutir 

à une autorisation de mise sur le marché de la MOX dans le traitement de l’onchocercose chez 

l’homme (Awadzi & al, 2014). 

Mode d’action et pharmacocinétique des lactones macrocycliques :  
Les LMs activent les canaux chlorures glutamates dépendants (GluCl) des nématodes, et 

de manière moins fréquentes les canaux chlorures gamma aminobutyrique dépendants 

(GABA), les récepteurs à l’acétylcholine, à l’histamine... (Holden – Dye and Walker, 2014). 

La perméabilité des canaux vis-à-vis des ions chlorures est alors accrue provoquant une 

hyperpolarisation de la membrane neuromusculaire ce qui entraine une paralysie flasque du 

corps musculeux et du pharynx et la mort du nématode. Malgré le mode d’action identique de 

l’IVM et de la MOX il semblerait que leur interaction avec les récepteurs au glutamate soit 

différente (Prichard & al, 2012).  

La pharmacocinétique des LMs fait intervenir un processus de détoxification. Dans un 

permier temps la molécule va être métabolisée via des enzymes, les cytochromes P450 : 

CYP3A et CYP1A1 chez le rat (Zeng & al, 1998). Dans un second temps, la molécule va être 
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exportée hors de la cellule via des transporteurs ABC d’efflux : les P-gp (P-glycoprotéines) et 

les MRPs (Multidrug resistance-associated proteins). Leur fonction principale est le transport 

actif (ATP-dépendant) de composés endogènes ou exogènes dont les LMs. Ils sont impliqués 

dans la résistance chez de nombreux organismes. En effet les P-gp ont une grande variété de 

substrats comprenant les LMs. Chez l’homme un gène (abcb1) et deux gènes chez la souris 

(abcb1a et abcb1b) codant pour les P-gp sont identifiés et connus pour être impliqués dans la 

résistance aux anti-cancéreux (Lespine & al, 2012). 

2.2. Emergence de résistances aux LMs. 

L’usage intensif et parfois inapproprié de ces anthelminthiques a conduit à 

l’émergence de phénomène de résistance, avec l’apparition de souches de nématodes parasites 

capables de résister à l’action de ces médicaments (Lespine & al, 2012). Ces phénomènes de 

résistance sont un enjeu de santé publique car ils sont responsables de nombreux échecs 

thérapeutiques aussi bien en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine.  

2.2.1. Défintion de la résistance.  

L’organisation mondiale de la santé (OMS) définit la résistance comme un phénomène 

génétique, héritable, qui confère à un organisme la capacité de survivre à des concentrations 

en drogues habituellement létales. Ainsi, dans le cas des anthelminthiques, la résistance se 

définit par une population de nématodes ayant génétiquement acquis la capacité à résister à 

des concentrations d’antiparasitaires habituellement mortelles pour les individus de l’espèce. 

L’utilisation répétée des anthelminthiques induit une pression de sélection ayant pour 

conséquence d’augmenter le nombre d’individus possèdant le gène de résistance. A terme, 

cette situation conduit à l’obtention d’une population dans laquelle les individus portant le 

gène de résistance sont majoritaires.  

2.2.2. Cas de résistance aux LMs.  

Globalement toutes les espèces de nématode ont développées une résistance vis-à-vis 

des LMs. Certaines espèces sont cependant plus touchées que d’autres notamment H. 

contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus ou encore Cooperia pour les LMs. La 

résistance aux anthelminthiques a pris une importance considérable dans les pays tels que 

l’Amérique du Sud, l’Afrique, la Nouvelle Zélande et l’Australie où est pratiqué l’élevage 

intensif. En Afrique du Sud plusieurs élevages ont du être éliminés par manque de traitement 

efficace contre H. contortus, nématode dominant dans ce pays. La résistance à l’ivermectine a 

été rapportée pour la première fois en 1988 en Afrique du Sud chez le parasite H.contortus 

(Van Wyk and Malan, 1988). Les pays d’Europe sont eux de plus en plus touchés par ce 
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phénomène de résistance. Le 1er cas de résistance en Europe fut décrit dans un élevage de 

bovins en 1999 au Royaume-Uni et concernait des résistances à Cooperia oncophora (C. 

oncophora) (Sargison, 2007). En France, la situation reste mal connue mais le 1er cas de 

résistance à l’IVM et à la MOX fut décrit en 2014 dans un élevage de chèvre (Geurden & al, 

2015). Le phénomène de résistance est clairement établi par des bilans parasitaires pour 

l’IVM et la MOX bien que nous constations que cette dernière reste plus efficace que l’IVM 

(Lespine & al, 2012).  

2.3. Mécanismes de résistance aux LMs chez les nématodes. 

Les mécanismes de résistance aux LMs restent encore mal connu. Nous savons que la 

résistance peut être due à une modification structurale d’organes chimiosensoriels. Des 

résistances croisées ont également été mise en évidence. Plus rarement, la résistance peut 

intervenir au niveau des GluCl. Celle-ci est alors due à une modification qui affecte la 

sensibilité d’un récepteur des GluCl et notamment à une réduction du polymorphisme 

allélique sur des sous-unités de ces récepteurs. Chez C. elegans il a été montré que des 

souches résistantes à l’IVM présentent une réduction du polymorphisme de ces récepteurs. 

Blackhall & al (1998) a démontré qu’une diminution du polymorphisme allélique sur des 

sous-unités des GluCl était associée à une résitance à l’IVM et à la MOX chez H.contortus. 

Les cas pouvant conduire à une mutation des GluCl sont plus rares. Un seul cas a été décrit en 

2004 par Njue and Prichard chez C. oncophora ; une mutation au niveau d’une sous unité des 

GluCl était à l’origine d’une résistance à l’IVM. 

2.3.1. Modification de structures neuronales. 

Des modifications structurales des neurones au niveau des amphides, organes 

chimiosensoriels impliqués dans la reconnaissance du milieu, due à des mutations dans les 

gènes de développement de ces structures ont été mises en évidence chez des isolats de 

nématodes parasites résistants à l’IVM (H. contortus) et également chez Caenorhabditis 

elegans (C. elegans). Ainsi, un défaut structural des neurones amphidiens : « dye-

filling defective » est associé à une résistance à l’IVM et à une mutation sur un des gène de 

développement de cette structure : dyf-7 (Urdaneta-Marquez & al, 2014).  

2.3.2. La résistance croisée.  

Les mécanismes de résistance croisée mettent en jeu les processus de détoxification. 

Une surexpression de gène de certains transporteurs ABC tels que des P-glycoprotéines (P-

gp) ou les Multi Drug Resistance Associated proteins (MRP), qui constituent des pompes à 

efflux des antiparasitaires, sont impliqués dans la résistance aux LMs (Prichard & al, 2012). 
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Chez C. elegans, 14 gènes homologues des P-gp ont été observés à tous les stades de 

développement. Ils sont localisés dans les cellules intestinales, le pharynx et au niveau des 

amphides (Holden-Dye and Walker, 2014). Plusieurs études soutiennent l’implication des P-

pg dans la résistance aux LMs chez les nématodes. Dans un premier temps, De Graef & al 

(2012) a identifié des différences entre souches résistantes et souches sensibles pour les gènes 

codant les transporteurs ABC chez C. oncophora avec notamment une augmentation du 

niveau de transcription des ces gènes chez la souche résistante. Janssen & al (2013) a montré 

que des souches de C. elegans déficientes en P-gp étaient plus sensibles à l’IVM. De plus, 

Demeler & al (2013) a montré que l’utilisation d’un inihibteur de P-gp (le vérapamil) 

augmente la sensibilité de C.oncophora à l’IVM et restaure la sensibilité chez des souches 

résistantes. Des études suggèrent que chez les nématodes, la MOX serait un inhibiteur moins 

performant de la P-gp contraitement à l’IVM (Lespine & al, 2007). 

2.4. Le modèle Caernohabditis elegans.  
 C. elegans est un nématode libre (non parasite) présent dans les sols de climat 

tempéré ou sur les fruits en décomposition. Sa nourriture se constitue de microorganismes tels 

que les bactéries. C’est un organisme multicellulaire facilement cultivable à reproduction 

rapide et son anatomie est représentative de la plupart des nématodes. C’est également un 

organisme hermaphrodite qui produit des œufs et des spermatozoïdes. C’est dans ces 

conditions que C. elegans constitue l’un des organismes les plus intensément étudié (Simon 

Fraser University, 2016). 

2.4.1. Utilisation en laboratoire. 

 Ce nématode a été introduit dans les laboratoires de génétique au début des années 

1960, par S. Brenner comme système « modèle », pour étudier notamment la biologie du 

développement et du fonctionnement du système nerveux (Brenner, 1974). En effet, la 

simplicité générale de cet organisme, sa facilité d’élevage et sa transparence en font un très 

bon modèle d’étude. Son génome de 97 Mb est entièrement séquencé (The C. elegans 

sequencing consortium, 1998) et de nombreux mutants sont disponibles.  

De plus, il existe une homologie entre les gènes de C. elegans et ceux des nématodes 

parasites (supérieure à 40%). En effet, C. elegans appartient au Phylum des Nematoda et à 

l’ordre des Rhabditina (Clade V). Dans ce Clade V, nous retrouvons également des espèces de 

nématodes parasites tels que H. contortus, Ostertagia ostertagi, T. circcumcinta. Ainsi, il y a 

conservation des processus biologiques entre C. elegans et ces nématodes parasites le 
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définissant comme modèle d’étude extrapolable aux parasites (Holden-dye and Walker, 

2014). 

 
Figure 4 : Cycle de développement de C. elegans à 22°C (Altun and Hall, ©Wormatlas). 

2.4.2. Anatomie et cycle de développement. 

 C. elegans est un organisme possèdant une structure anatomique simple. Ce vers rond 

non-segmenté possède un corps cylindrique entouré d’une cuticule. Sous cette cuticule est 

sous-tendu par 4 cordons musculaires, l’appareil digestif et glandulaire. Schématiquement ces 

organes sont tubulaires. Ce nématode ne possède ni système circulatoire, ni système 

respiratoire. En revanche, il possède un système nerveux bien développé, avec un anneau 

nerveux situé à la base du pharynx avec des motoneurones et des neurones sensoriels au 

niveau de la tête, qui se prolongent par deux cordons nerveux à travers le corps et se finissent 

en se rassemblant au niveau de la queue. 

C. elegans est un organisme avec une durée de vie moyenne de 2 à 3 semaines et un 

cycle biologique court. Il comprend un stade embryonnaire, 4 stades larvaires (de L1 à L4) et 

un stade adulde (figure 4). Un adulte est capable de pondre 300 œufs par ponte. Le temps de 

croissance est dépendant de la température, à 20°C il faut 3 jours pour passer du stade œuf au 

stade adulte. D’autres facteurs affectent la croissance de C. elegans, ainsi par manque de 

nutriments ou par densité élevée de population, l’organisme passe en stade Dauer. Le stade 

Dauer ne se nourrit pas et peut survivre dans des conditions défavorables plusieurs mois 

jusqu'à ce que celles-ci s’améliorent, l’organisme passe alors au stade L4 (Couillault and 

Kurz, 2010). 

2.5 « Fitness » et réversion de la résistance.  

La « fitness » est la valeur sélective d’un individu soit sa capacité à se reproduire. Il est 

admis que des individus se trouvant dans un environnement défavorable, stressant, ont une 

http://www.wormatlas.org/handbook/anatomyintro/anatomyintro.htm
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reprodution et une ponte diminuées. Ainsi, une pression de sélection induite par un 

anthelminthique créée un environnement stressant, diminuant la « fitness » de l’organisme, on 

parle de coût associé à la résistance. C’est en effet ce qui a été démontré par l’équipe E06 de 

Toxalim ; des souches résistantes aux LMs, obtenues par pression de sélection avec des doses 

croissantes d'IVM ou de MOX durant 40 semaines, présentent toute deux une diminution du 

nombre de descendants ainsi qu’une diminution du nombre de descendants fertiles, capablent 

d’atteindre le stade adulte et de se reproduire (Communication personnelle).Ceci suggère 

qu’une potentielle réversion des souches résistantes est à envisager. La réversion de la 

résistance se définit par un retour à la sensibilité d’une population résistante. La 

réintroduction du caractère sensible dans la population peut favoriser un retour à la sensibilité, 

on parle de brassage génétique.  

A contrario, d’autres études suggèrent que la gestion du stress induit par les 

anthelminthiques a des effets bénéfiques comme une meilleure résistance à d’autres stress, ou 

une augmentation de la longévité. On parle de réponse hormétique (Cypser and Johnson, 

2002) (Zhou & al, 2011). Il est nécessaire de mieux comprendre les mécanismes adaptatifs 

mis en place dans le but d’appréhender les conséquences biologiques d’une résistance aux 

LMs. 

1.4. Objectifs du stage. 

L'apparition de résistance aux LMs en réponse aux pressions de sélection que ces 

médicaments exercent est susceptible d'entrainer en parallèle la mise en place de coûts 

adaptatifs. En effet, la sélection d'isolats de nématodes résistants aux LMs et la réduction de la 

diversité génétique associées à cette sélection est suceptible d'induire une diminution du 

potentiel adaptatif face à d'autres contraintes. Ces problématiques posent plusieurs questions 

de recherches : d’une part, l’acquisiton de résistance aux LMs induit-elle une augmentation de 

la sensibilité vis-à-vis d’autres stress, sous entendu existe-il un coût associé à la résistance ? 

D’autre part, l’acquisition de la résistance est – elle réversible ?  

Dans ce contexte, cette étude vise à déterminer l'adaptation de populations d'un nématode 

modèle, C. elegans, soumis ou non à des pressions de sélection par les LMs, et à mesurer les 

coûts adaptatifs de cette acquisition de tolérance aux LMs. Ainsi, sera étudié, l'analyse des 

modifications phénotypiques en termes (i) de sensibilité aux LMs, (ii) de résistance à 

différents stress (osmotiques, thermiques, salins), (iii) de trait d'histoire de vie (longévité). 
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II. MATERIELS ET METHODES 

 

1. Matériels. 

L’ivermectine, le paraquat dichloride, le cholestérol, le NaOH, l’hypochlorite de sodium 

10-15%, le diméthyl sulfoxide, l’éthanol 70% et les sels (CaCl2, MgSO4, KH2PO4, Na2HPO4) 

sont fournis par Sigma-Aldrich (Lyon, France). Le K2HPO4 provient d’ICN Biomedicals 

(Ohio, USA). Le NaCl et l’Agar 2% viennent d’Euromedex (Mundolsheim, France). Le 

bactopeptone vient de Becton, Dickinson and Company (France). Le LB Broth Base (Lennox 

LB Broth Base) provient de InvitrogenTM. La moxidectine est fournie par Fort Dodge 

International (Fort Dodge, IA). L’ivermectine et la moxidectine sont solubilisées dans du 

DMSO à 10 µg/ml provenant de Sigma-Aldrich (USA) et stockées à température ambiante à 

l’abri de la lumière. Le M9 est une solution à partir de 5, 68g de K2HPO4, 3g de Na2HPO4, 5g 

deNaCl, complété à 1L d’eau stérile déminéralisée et 1 mL de solution MgSO4 à 1M. La 

solution de 1 litre de S-Basal est préparée à partir de 5,85g de NaCl, 1g de K2HPO4, 6g de 

KH2PO4, 1 mL de cholestérol à 5 mg/mL (solubilisé dans l’éthanol) est complétée à 1 litre 

avec de l’eau déminéralisé stérile puis filtrée à l’aide d’un kit de filtration. La solution de 1 

litre de S-complete est préparée à partir de 1 litre de solution S-Basal, 10 mL de potassium 

citrate 1M à pH6, 10 mL de trace metals solution, 3 mL de CaCl2 à 1M, 3 mL de MgSO4 à 

1M, 1 mL de cholestérol à 5 mg/mL puis filtrée avec un kit de filtration. La solution de Dil est 

préparée à partir 1 mg de poudre de Dil (INVITROGEN) 1,1’- Didodecyl-3,3,3’,3’-

Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate diluée dans 500 µL de DMSO.  

2. Souches de C. elegans utilisées pour l’étude. 

La souche sauvage de C. elegans N2 Bristol (N2B) a été fourni par le CGC 

(Caenorhabditis Genetics Center). A partir de N2 Bristol des souches résistantes ont été 

sélectionnées. La souche ivermectine résistante (IVR10) maintenue sur pression de sélection à 

10 ng/mL d’IVM est fournie par l’Université McGill (Québec, Canada). La souche 

moxidectine résistante (MOX4R) a été développé par l’équipe d’accueil par pression de 

sélection selon le protocole de James and Davey (2009). Briévement, la souche sauvage N2 

Bristol a été transférée sur un milieu de culture contenant 1 ng/mL de drogue. Après un cycle 

de reproduction la population a été transférée sur un nouveau milieu de culture contenant 2 

ng/mL de drogue. Lorsque les vers sont en mesure de croitre et de se reproduire ils ont été  

transférés sur un milieu contenant la même concentration en drogue et sur un milieu contenant 

une concentration plus élevée en drogue. Cette manipulation a été répétée jusqu’à l’obtention 
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de souche résistante à 3,8 ng/mL de moxidectine pour les MOX4R. Les souches maintenues 

en pression de sélection sont nommées IVR10 + PS  et MOX4R + PS. Parallèlement, la 

pression de sélection est levée pour ces souches afin d’étudier la réversion de la résistance. 

Les souches sont nommées IVR10 – PS et MOX4R – PS.  

3. Maintien des souches et synchronisation de population. 

Les souches sont maintenues sur un milieu NGM classique (Nematode Growth 

Medium) composé de 0.75g de NaCl, 0.5g de bactopeptone, 4.25g d’Agar 2% et 250 mL 

d’eau MilliQ (eau ultra pure déminéralisée) et enrichi avec 0.25 mL de CaCl2 1M, 0.25 mL 

de cholestérol à 5mg/mL, 0.25 mL de MgSO4 à 1M et 6.25 mL de KPO4 Buffer 1M à pH6. 

Le milieu NGM est coulé en boite de pétri de 6 cm de diamètre et ensemencé avec 250 µL 

d’une culture fraiche d’Escherichia coli OP50 qui constitue la nourriture de C. elegans. 

Les souches sont maintenues à 21°C et repiquées deux fois par semaines sur des nouvelles 

boites de pétri. En vue d’un test de Larval Development Assay (LDA) les souches IVR10 + 

PS sont repiquées sur du milieu NGM complémenté à 2 ng/mL d’IVM et les souches MOX4R 

+ PS sont repiquées sur du milieu NGM complémenté à 0,5 ng/mL de MOX.  

La synchronisation d’une culture de C. elegans permet d’obtenir une population où tous 

les individus sont au même stade de développement. Pour cela, une culture de C. elegans 

composée majoritairement d’adultes gravides et d’œufs est traitée par une solution composée 

de NaOH 5N, d’hypochlorite de sodium 10-15% et de M9. Ce traitement permet de lyser tous 

les stades larvaires exceptés les œufs. Ceux-ci sont mis à éclore une nuit à 21°C sans 

nourriture permettant ainsi d’obtenir une population de L1 parfaitement synchronisée.  

4. Test de développement larvaire (Larval Development Assay, LDA). 

Le test du LDA consiste à suivre le développement de larve au stade L1, exposées à des 

concentrations croissantes en IVM et MOX, jusqu’au stade adulte. Pour cela, des plaques 12 

puits contenant du milieu NGM avec la quantité appropriée d’IVM ou de MOX afin d’établir 

une gamme de concentration en LMs. Les puits sont ensuite ensemencés avec 15 µL d’une 

culture fraiche d’Escherichia coli OP50. L’IVM est ajoutée pour une gamme de concentration 

de 0 à 35 nM et la MOX pour une gamme de concentration de 0 à 18 nM. La quantité de 

DMSO n'excède pas les 0,5%. Pour le contrôle, les vers sont exposés au DMSO seul. 30 L1 

des souches IVR10 + PS, MOX4R + PS, IVR10 – PS et MOX4R – PS sont déposés par puits 

et mis à incubés à 21°C jusqu’au stade adulte. Le pourcentage d’individus ayant atteint le 

stade adulte est calculé par rapport au contrôle et les résultats sont traités sur le logiciel 
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GraphPad qui fournit une valeur d’EC50 (concentration effectrice de drogue pour laquelle 50 

% des individus n’ont pas atteint le stade adulte). 

5. Dye filling assay (test de coloration des neurones des amphides)  

Afin de visualiser les amphides (structures contenant les neurones chimiosensoriels) chez 

C. elegans ; des individus de la souche sauvage N2B, des souches résistantes IVR10 + PS et 

MOX4R + PS et des souches où la pression de sélection à été levée IVR10 – PS et MOX4R – 

PS sont synchronisées au stade L4. Les vers sont ensuite incubés dans une solution de dye à 

10 ng/mL de solution stock de Dil et mis sous agitation à 21 °C pendant 2 heures. Après une 

période de récupérération de 2 heures sur boite NGM complémenté en E. coli OP50 (permet à 

la solution de Dil de passer le tractus digestif), les vers sont paralysés avec du levamisole (40 

mM) et le marquage des neurones amphidiens est observé avec un microscope Nikon Eclipse 

50i équipé d’une camera Luca S et analysée via le logiciel Nikon ACT-1.  

6. Test de chimiotactisme. 

Une boite de pétri NGM classique est divisée en 4 quadrants égaux. Un dépôt bactérien 

est effectué dans les 2 quadrants opposés (Figure 5, A et B) à 2cm du centre de la boite de 

pétri. Un cercle de 1cm de diamètre est délimité au centre de la boite. La population est 

synchronisée pour obtenir des vers au stade jeune adulte. Ceux-ci sont déposés au centre de la 

boite de pétri et incubés à 21°. Toutes les 30 minutes et pendant 2h30 le nombre de vers sortis 

du cercle et ayant atteint le quadrant comportant le dépôt bactérien sont comptés. Un indice de 

chimiotactisme (CI) est calculé selon la formule suivante :  
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Figure 5 : Représentation schématique du test de chimiotactisme. 

7. Tolérance au stress oxydatif.  

Le paraquat est utilisé pour tester la tolérance au stress oxydatif chez les souches 

résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS en comparaison à la souche sauvage N2B. Une 

solution mère de paraquat à 600 mM est préparée à partir de 100 mg de poudre de paraquat 

dichloride solubilisée dans 648 µL d’une solution S-complete. Des vers au stade L4 sont 

déposés dans des puits de plaques 96 puits contenant 300 mM de paraquat dilué dans du S-

complete. Parallèlement les mêmes souches sont déposées dans des puits contenant 

uniquement du S-complete pour servir de contrôle de survi. Les souches sont placées à 21°C 

et la mobilité est évaluée après 0, 1, 3 et 6 heures d'incubation. Les vers ne présentant aucun 

mouvement, même uniquement de la tête sont comptés comme morts. 

8. Tolérance au stress osmotique. 

Le NaCl est utilisé pour tester la tolérance au stress osmotique chez les souches résistantes 

IVR10 + PS et MOX4R + PS en comparaison à la souche sauvage N2B. Des vers au stade L4 

sont placées sur gélose NGM classique avec Esherichia Coli OP50 comme source de 

nourriture et complémentées avec 500mM de NaCl. Parallèlement les mêmes souches sont 

placés sur milieu NGM classique avec Escherichi Coli OP50 comme source de nourriture 

pour servir de contrôle de survie. Les souches sont placées à 21°C et la mobilité est 

comptabilisée immédiatement après le dépôt et après 3, 5, 7, 9 et 11 minutes. Le critère suivi 

est la mobilité. Les vers ne présentant aucun mouvement, même uniquement de la tête sont 

comptés comme morts. 

A 

B 

C 

D 
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9. Tolérance au stress thermique. 

La tolérance au stress thermique est testée sur les souches résistantes IVR10 + PS et 

MOX4R + PS en comparaison à la souche sauvage N2B. Des vers au stade L4 sont placés sur 

gélose NGM classique avec Esherichia Coli OP50 comme source de nourriture. Les vers sont 

placés 6 heures à 37°C. Parallèlement les mêmes souches sont placées sur milieu NGM 

classique avec Escherichi Coli OP50 comme source de nourriture est placées à 21°C pendant 

6 heures pour servir de contrôle de survie. La survie est comptabilisé à 0, 2, 3 et 6 heures et 

les vers sont considérés comme mort si ils ne répondent pas à un stimulus par fil de platine.  

10. Test de longévité en milieu liquide.  

Selon le protocole de Lionaki et Tavernaraki (2013), la longévité est testée sur les souches 

résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS en comparaison à la souche sauvage N2B. Une 

solution de 30 vers au stade L1 complémentée avec une solution d’E.coli OP50 à 6mg/mL est 

déposée dans chaque puits d’une plaque 96 puits. La plaque est sellée pour éviter 

l’évaporation est mise à incuber à 21°C. Au stade L4, une solution de FUDR à 0,6 mM est 

ajoutée dans chaque puits afin de stériliser les animaux. Cette étape constitue le temps J0 à 

partir duquel les vers sont comptés trois fois par semaine. Les individus sont considérés 

comme vivant si ils sont en mouvement. Chaque semaine 5 µL d’une solution d’E.coli OP50 

à 100 mg/mL est ajoutée comme source de nourriture et les plaques sont oxygénées pendant 1 

minutes. La longévité moyenne est déterminée lorsque 50% des individus sont vivants. 

11. Analyses statistiques. 
Les valeurs expérimentales sont exprimées par la moyenne ± l’écart-type (SD) ou l’erreur 

standard à la moyenne (SEM). Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel 

GraphPad Prism 4. Un test d’analyses de variance à deux facteurs (ANOVA 2) est utilisé pour 

étudier l’effet de la variable « temps » et de la variable « souche » suivi d’un test post-hoc de 

Bonferroni pour chaque souche résistante vis-à-vis de la souche sauvage à un temps donné. La 

significativité statistique est attribuée pour des valeurs de p<0.05 * et pour des valeurs de 

p<0.01 ** et p<0,001 ***. 
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12. Récapitulatifs chronologiques des tests effectués.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

III. RESULTATS 

Un tableau récapitulatif de l’ensemble des résultats est disponible en Annexe A. 

1. Réversion de la résistance aux LMs chez C. elegans. 
L’efficacité des LMs est suivie en mesurant le développement de larves L1 en adultes en 

présence de concentration croissantes d’IVM et de MOX. Une concentration efficace (EC50) 

pour laquelle 50 % des individus n’a pas atteint le stade adulte est calculée sur plusieurs 

semaines (figure 6 et tableau II).  

 
Figure 6 : Effet de l’IVM et de la MOX sur le développement larvaire chez C. elegans chez les souches 

IVR10 après 16 semaines sans pression sur l’IVM (A) ou sur la MOX (B) et MOX4R après 18 semaines 

sans pression sur l’IVM (C) ou sur la MOX (D). Les valeurs représentent les pourçentages d’adultes issus de 

L1 après 62 h d’incubation à 21°C, en présence de concentrations croissantes d’IVM ou de MOX. Moyenne ± 

SEM d’une expérimentation avec 3 valeurs. 

Tableau II : EC50 de l’IVM et de la MOX. Les concentrations effectrice inhibant 50 % du développement des 

L1 en adultes sont déterminées pour les souches IVR10 après 16 semaines sans pression de sélection et MOX4R 

après 18 semaines sans pression de sélection. Les résultats sont exprimés en nM. 

 IVR10 + PS IVR10 - PS MOX4R + PS MOX4R - PS 

IVM (nM) 9,2 5,7 9,3 7,8 

MOX (nM) 2,1 1,9 4,6 3,3 

 

Chez les souches IVR10, nous observons une différence d’EC50 entre la souche 

maintenue sur pression de sélection et celle qui est maintenue sans pression de sélection pour 

A B

C D
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les deux LMs : IVM et MOX. En effet, on note une EC50 de 9,2 nM pour la souche IVR10 + 

PS sur l’IVM contre 5,7 nM après 16 semaines sans pression de sélection à l’IVM pour la 

souche IVR10 – PS. De la même manière, après 16 semaines sans pression de sélection, 

l’EC50 de la souche IVR10 vis-à-vis de la MOX diminue de 2,1 à 1,9 nM. Une tendance 

similaire est observée pour les souches sélectionnées sur la MOX. En effet, après 18 semaines 

sans pression de sélection à l’IVM on observe une diminution de l’EC50 de 9,3 nM à 7,8 nM, 

pour les MOX4R + PS et MOX4R – PS, respectivement.  

Ces observations nous permettent de conclure que l’absence de pression de sélection 

augmente la sensibilité des souches résistantes aux deux LMs. 

Le ratio des EC50 souches avec pression de sélection/souches sans pression de 

sélection est présenté sur la figure 7 pour les IVR10 et les MOX4R sur chaque drogue (IVM 

et MOX). Un ratio de 1 équivaut à un maintien de la résistance aux LMs. 

  

 
Figure 7 : Ratio des valeurs EC50 souches avec pression de sélection/souche sans pression pour les IVR10 

(A) et les MOX4R (B) avec l’IVM et la MOX.  
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Les valeurs des ratios des EC50 sont comparées à un ratio de 1 qui correspond à la valeur 

attendue lorsque la résistance est maintenue constante. Concernant les souches IVR10 sur 

IVM, le ratio des EC50 atteint 0,6 après 16 semaines, témoignant d’une augmentation de la 

sensibilité à l’IVM. Au vue des résultats obtenus dans le cas des IVR10 testées sur la MOX, la 

variabilité dans les manipulations a été calculée et comparée à celle obtenue précédemment 

par l’équipe sur le même test. Celle obtenue ici est trop élevée pour conclure sur une 

modification de la sensibilité des IVR10 vis-à-vis de la MOX. Concernant les souches 

MOX4R, une augmentation de la sensibilité aux deux LMs est noté ; après 7 semaines sans 

pression de sélection à l’IVM le ratio est de 0,5 et après 8 semaines sans pression à la MOX 

on obtient un ratio de 0,6.  

Au vue de ces résultats on peut conclure à la réversion partielle de la résistance et donc 

une tendance à un retour partiel à la sensibilité des souches résistantes vis-à-vis de l’IVM et 

de la MOX sur la période considérée dans ces conditions. Cependant on ne peut conclure sur 

les souches IVR10 cultivées en présence de MOX car les valeurs obtenues sont trop variables 

en comparaison à celle générées par l’équipe précédemment.  

2. Intégrité des structures neuronales des amphides.  
Le phénotype de dye-filling chez le nématode correspond à la capacité du vers à émettre 

de la fluorescence au niveau du principal organe chimiosensoriel de C. elegans : les 

amphides. Il est connu qu’une déficience de marquage des amphides («dye-filling defective 

»), correspondant à une structure alterée des neurones amphidiens, est associée à une 

résistance à l’IVM chez C. elegans (Urdaneta & al, 2014) et à la MOX (Ménez & al, 2016). 

Nos résultats montrant un retour partiel de la sensibilité des souches résistantes en absence de 

pression de sélection, un test de dye-filling est effectué sur la souche sauvage N2B servant de 

contrôle, sur les souches résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS et sur les souches non 

soumises à la pression de sélection par la drogue IVR10 – PS et MOX4R – PS. La figure 8 

présente les résultats du pourçentage d’individus déficients pour le marquage des amphides 

pour chaque souche. La figure 9 présente les résultats obtenus pour chaque souche. 
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Figure 8 : Proportion d’individus possèdant un ou deux amphides marquées. Manipulation après 8 

semaines sans pression de sélection (A) et après 19 semaines sans pression de sélection (B). Les valeurs ont été 

obtenues à partir de 2 essais pour environ 100 vers par condition.  

 

 

 
Figure 9 : Phénotype « dye-filling defective » pour les neurones des amphides (partie antérieure de C. 

elegans) chez la souche N2B (A), IVR10 + PS, IVR10 – PS, MOX4R + PS et MOX4R – PS après 19 

semaines sans pression de sélection (B). Les flèches indiquent la présence des neurones des amphides.   
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Un premier test de dye-filling a été réalisé 8 semaines après la levée de la pression de 

sélection (figure 8A) et les résultats montrent que les souches IVR10 + PS sont à 80% 

déficientes en amphide et à 90% déficiente après 19 semaines. De façon interessante, la figure 

8B montre clairement qu'après 19 semaines sans pression de selection, 50% des individus de 

la souche IVR10 - PS possèdent une structure normale visible sur la figure 9B. Les 

observations phénotypiques montrent une morphologie normale (présence des deux 

amphides) des neurones amphidiens pour la souche sauvage N2B (figure 9A).  

Les résultats montrent que les MOX4R ont un phénotype 100% déficient en marquage 

amphidien quelque soit les conditions de culture et le temps écoulé sans pression de sélection 

(avec ou sans pression de sélection).  

Ces résultats confirment que la sélection par les LMs induit un défaut de structure des 

neurones amphidiens. Cependant, un retour à un phénotype sauvage semble possible dans le 

cas où la pression de sélection à l’IVM est levée. Par contre, chez les MOX4R, les individus 

restent déficients après 19 semaines sans pression à la MOX. 

3. Etude du chimiotactisme vis-à-vis de la nourriture chez C. elegans. 
Compte tenu du rôle des amphides dans la reconnaissance du milieu et au vu des résultats 

obtenus lors du test de dye-filling, nous avons effectué un test de chimiotactisme vis-à-vis de 

la nourriture. En effet, les amphides sont des structures neuronales chimiosensoriels, 

potentiellement impliquées dans la reconnaissance de nourriture. Un indice de chimiotactisme 

est calculé pour chaque souche ; plus la valeur de l’indice se rapproche de 1, plus les vers sont 

capablent de détecter la nourriture (figure 10). 
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 Figure 10 : Indice de chimiotactisme vis-à-vis de la nourriture E.coli OP50 pour la souche sauvage 

N2B et les souches résistantes IVR10 + PS et MOX4R + PS et les souches IVR10 – PS et MOX4R - PS 

après 10 et 11 semaines sans pression de sélection. Les valeurs ont été obtenues à partir de 2 essais 

indépendants (3 réplicats par essai) pour environ 20 vers par condition. Moyenne ± SEM. Test ANOVA 2 : 

*p<0,05, **p<0,01 pour chaque souche vis-à-vis de la souche sauvage N2B à un temps donné.  

Concernant la souche N2B contrôle, la valeur de l’indice augmente progressivement 

de 0,4, après seulement 30 minutes d’exposition, pour atteindre 0,8 à 2 heures et 30 minutes. 

Ces résultats relfètent une capacité des N2B à détecter la nourriture. En revanche, les valeurs 

sont différentes entre la souche sauvage N2B et les souches résistantes (IVR10 + PS et 

MOX4R + PS) à 0,5 heures avec un indice de 0,4 pour la souche N2B, -0,8 pour IVR10 + PS 

et -0,5 pour MOX4R + PS. Ces résultats suggèrent un défaut de reconnaissance immédiat de 

la nourriture chez les souches résistantes. On distingue deux groupes de réponse au 

chimiotactisme par la nourriture ; les souches IVR10 + PS ne palient pas leur défaut de 

détection de la nourriture (indice de CI de -0,4 à 2 heures 30 minutes) tandis que la souche 

MOX4R + PS atteint un indice de CI de 0,4 à 2 heures 30 minutes.  

Ces résultats nous montrent que la levée de pression de sélection n'améliore pas la 

capacité des vers à détecter la nourriture. Dans le cas des souches résistantes à l’IVM, la 

suppression de la pression de sélection à la drogue ne permet pas aux individus de palier à 

leur défaut de reconnaissance de nourriture. En effet, au bout de 2 heures et 30 minutes les 
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souches IVR10 – PS présentent un indice de CI de – 0,07. Les souches résistantes à la MOX 

se comportent mieux. Ainsi, les MOX4R + PS atteignent un indice de CI de 0,4 au bout de 2 

heures et 30 minutes. Dans le cas où la pression de sélection est supprimée (MOX4R – PS) les 

individus retrouvent un comportement comparable à la souche sauvage N2B ; on note un 

indice de CI de 0,8 au bout de 2 heures 30 minutes pour les MOX4R – PS en comparaison à 

un indice de CI de 0,8 pour la souche sauvage N2B.  

Ces résultats nous permettent de conclure que les souches résistantes ont un défaut de 

reconnaissance de la nourriture. Cependant, les souches sélectionnées sur la MOX semblent 

palier ce défaut au bout de 2h et 30 minutes. La levée de la pression de sélection n’a pas 

d’effet sur les souches résistantes à l’IVM, tandis que chez les souches résistantes à la MOX, 

la suppression de la pression de sélection permet aux individus de retrouver un comportement 

comparable à la souche sauvage N2B.  

4. Evaluation de la tolérance au stress oxydatif chez C. elegans.  
Afin de déterminer le coup adaptatif de l’acquisition de tolérance aux LMs chez C. 

elegans, la tolérance au stress oxydatif par le paraquat dichloride, un herbicide qui entraine la 

formation d’epèces réactives de l’oxygènes, est évaluée chez les souches résistantes aux LMs 

en comparaison à la souche sauvage N2B (figure 11).  

 

Figure 11 : Influence du paraquat dichloride sur la mobilité des souches résistantes. Les valeurs ont été 

obtenues à partir de 2 essais indépendant (13 réplicats) pour environ 20 vers par condition. Moyenne ± SEM. 

Test ANOVA 2 : *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 pour chaque souche vis-à-vis de la souche sauvage N2B à un 

temps donné.  

*** 

* 

** 
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Les résultats montrent qu’après 1 heure d’exposition 94% des individus de la souche N2B 

sont encore mobiles tandis qu’après 6 heures d’exposition il ne reste que 7% d’individus 

mobiles. Chez la souche IVR10 + PS sélectionnée sur l’IVM, 85 % des individus sont 

mobiles après 1 heures d’exposition pour atteindre 16 % d’individus mobiles après 6 heures. 

La même cinétique s’observe pour les deux souches résistantes IVR10 et MOX4R avec une 

diminution progressive du nombre d’individus mobiles en fonction du temps d’exposition au 

paraquat dichloride.Ainsi, ces résultats suggèrent un effet toxique croissant au court du temps 

du paraquat dichloride sur les trois souches étudiées. On note une différence significative 

entre la souche sauvage N2B à 1 h d’exposition avec la souche MOX4R et à 3 h d’exposition 

avec la souche IVR10 et MOX4R. Les souches résistantes sont plus rapidement sensibles au 

paraquat que la souche sauvage. De ce fait, la souche sauvage N2B et les deux souches 

résistantes ne répondent pas de la même façon à une exposition au paraquat dichloride.  

Le paraquat dichloride est une molécule connue pour induire un stress oxidant du à un 

déséquilibre entre la production et la détoxification des espèces réactives de l’oxygène. Une 

diminution du nombre d’individus mobiles est observée pour chaque souche.  De plus, les 

souches résistantes sont plus rapidement impactées par l’action du paraquat dichloride. Cela 

suggère un coût adaptatif lié à l'acquisition de tolérance aux LMs vis-à-vis du paraquat 

dichloride. 

5. Evaluation de la tolérance au stress salin chez C. elegans.  
Afin de déterminer le coup adaptatif de l’acquisition de tolérance aux LMs chez C. 

elegans, la tolérance au stress salin est évaluée chez les souches résistantes aux LMs en 

comparaison à la souche sauvage N2B. Pour ce faire, environ 20 individus sont déposés sur 

une boite de gélose NGM complémentée à 500 mM de NaCl. La mobilité des individus est 

évaluée immédiatement après le dépôt et au bout de 3, 5, 7, 9 et 11 minutes (figure 12).  
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Figure 12  : Influence du stres osmotique sur la mobilité . Les valeurs ont été obtenues à partir de 4 essais 

indépendant pour environ 20 vers par condition. Moyenne ± SEM. Test ANOVA 2. 

Les résultats montrent que le pourçentage d’individus mobiles atteint 75 % après 3 

minutes d’exposition puis 2 % après 9 minutes pour la souche sauvage N2B. Globalement, la 

même cinétique est observée pour les 3 souches. Ces résultats suggèrent un effet toxique 

croissant au court du temps du NaCl. Bien que l’on note un pourçentage d’individus mobiles 

plus important chez les souches résistantes à chaque temps (après 9 minutes d’exposition le 

pourçentage d’individus mobiles est de 2 % pour la souche sauvage N2B et de 10% pour les 

souches IVR10 et MOX4R) les valeurs ne sont pas significativement différentes. Les souches 

résistantes aux LMs présentent la même sensibilité au NaCl que la souche sauvage N2B. De 

plus, la sensibilité aux NaCl n’est pas drogue-dépendante ; les deux souches résistantes 

répondent de la même façon. 

 Ainsi le phénotype résistant aux LMs n’impacte pas la gestion du stress osmotique. 

6. Evaluation de la tolérance au stress thermique chez C. elegans. 
Afin de déterminer le coup adaptatif de l’acquisition de tolérance aux LMs chez C. 

elegans, la tolérance au stress thermique est évaluée chez les souches résistantes aux LMs en 

comparaison à la souche sauvage N2B. Environ 20 individus sont déposés sur boite NGM 

classique et incubés à 37 ° C pendant 6 heures. La survie est comptabilisée immédiatement et 

au bout de 2, 3 et 6 heures d’exposition (figure 13).  
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Figure 13  : Influence de la température sur la survie. Les valeurs ont été obtenues à partir de 2 essais 

indépendants (6 réplicats) pour environ 20 vers par condition. Moyenne ± SEM. Test ANOVA 2. 

A l’issue de l’exposition à la température, on observe une diminution du nombre 

d’individus vivants au cours du temps pour toute les souches. On note un pourçentage de 

survivants de 100 % pour les N2B après 2 heures puis de 35 % après 6 heures d’exposition. 

On note donc un effet du temps sur la sensibilitée des 3 souches de C. elegans à une 

température de 37 °C. Globalement la cinétique est similaire pour les trois souches bien que 

lors de l’observation microscopique on note une sensibilité légérement plus importante pour 

les souches résistantes. En effet après 3 heures d’exposition, 73% des individus N2B sont 

vivants contre 50% pour les IVR10 et 55% pour les MOX4R. Le phénotype de résistance aux 

LMs n’impacte pas la gestion du stress thermique. 

7. Evaluation de la longévité chez C. elegans.  
Afin d’étudier l’effet de l’acquisition de la résistance sur la durée de vie de C. elegans, des 

individus des souches résistantes IVR10 et MOX4R et de la souche N2B sont placés en milieu 

liquide sans drogue. La longévité est déterminée par le comptage des individus vivants 

pendant une période de 40 jours (figure 14). 
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Longévité (jours) 

 Moyenne Maximale 

N2B 16 40 

IVR10 + PS 14 34 

MOX4R + PS 14 32 

 

Figure 14  : Effet de la résistance à l’IVM et à la MOX sur la longévité de C. elegans. Les valeurs 

représentent le pourçentage de survie de la souche N2B, IVR10 + PS et MOX4 + PS avec environ 20 individus 

par condition.  

 La souche N2B a une longévité moyenne (50 % de vers vivants) de 16 jours et une 

longévité maximale (0 % de vers vivants) de 40 jours. Les souches résistantes présentent une 

longévité moyenne de 14 jours pour une longévité maximale de 34 jours pour les IVR10 + PS 

et 32 jours pour les MOX4R + PS. Dans nos conditions expérimentales, nous n’avons détecté 

aucune différence de longévité moyenne entre la souche sauvage N2B et les souches 

résistantes aux LMs. Cependant on note une longévité maximale plus faible pour les souches 

résistantes. En effet, on observe à partir de 25 jours une séparation entre les trois courbes et 

notamment pour la courbe réprésentant la souche MOX4R en comparaison à la souche 

sauvage N2B.  

Ces résultats nous permettent de conclure que l’acquisition d’une tolérance aux LMs 

réduit la longévité chez C. elegans. 
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IV. DISCUSSION 

 

L’IVM et la MOX présentent des diminutions d’efficacité due à une résistance développée 

par les nématodes parasites vis-à-vis de ces anthelminthiques (Lespine & al, 2012). Le défi 

face à cette situation est de limiter le développement de résistance et de trouver des moyens 

pour cibler les vers résistants. Le développement de la résistance aux LMs pourrait 

s’accompagner d’autres changements collatéraux associés à un coût pour l’organisme 

pathogène. En effet, des études suggèrent que des individus ayant acquis une résistance ont 

une valeur sélective ou « fitness » diminuée par rapport à l’individu sauvage. Pour cela, il faut 

d’une part identifier si une réversion de la résistance est possible et d’autre part identifier les 

phénomènes collatéraux associés à cette résistance. C’est dans ce contexte que se place notre 

étude. Une potentielle réversion de la résistance a été étudié chez des souches de C. elegans 

résistantes à l’IVM et à la MOX. Pour cela, les vers résistants sont cultivés sans pression de 

sélection aux anthelminthiques pour évaluer l’évolution du phénotype de résistance. Par 

ailleurs, les modifications phénotypiques associées au phénotype résistant sont étudiées pour 

déterminer le coût associé à la résistance. 

Dans un premier temps, le potentiel de réversion du phénotype résistant des souches 

sélectionnées à l’IVM et à la MOX a été étudié. Une augmentation de la sensibilité aux LMs 

est observée chez C. elegans résistant lorsque la pression de sélection est levée pendant 16 

semaines, suggérant qu’une réversion partielle de la résistance aux LMs est possible lorsque 

le vers n’est plus exposé aux médicaments. Cependant James and Davey (2009) a montré un 

maintien de la résistance chez des souches de C. elegans résistantes à l’IVM, 3 mois après 

l’arrêt du traitement. Toutefois, une autre technique de mesure de l’efficacité des LMs a été 

utilisée pouvant expliquer la différence entre les résultats des auteurs et les résultats obtenus 

dans notre étude. Afin de conforter nos résultats, un test de développement larvaire devrait 

être effectué sur les souches IVR10 et MOX4R après une période plus importante sans 

pression de sélection afin de déterminer si l’efficacité des LMs est totalement restaurée ou 

bien si la résistance est partiellement ou totalement maintenue sans pression de sélection aux 

LMs. 

Un lien entre le phénotype de déficience de marquage des amphides, associé à une 

mutation sur un gène impliqué dans le développement de ces structures (dyf-7), et la 

résistance à l’IVM a été montré par Urdaneta & al (2014) chez C. elegans et chez le 

nématode parasite H. contortus. Ce phénotype de déficience de marquage des neurones 

amphidiens a également été associé à la résistance à la MOX (Ménez & al, 2016). Dans notre 
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étude, la souche sauvage présente bien un phénotype normal des structures 

amphidiennes tandis que les souches résistantes à l’IVM et à la MOX montrent un phénotype 

déficient, avec une absence de fluorescence pour les amphides, en accord avec la littérature 

(Urdaneta & al, 2014). Cependant, dans la population de vers résistants à l’IVM quelques 

rares individus ont les deux amphides intègres visibles. Lors de la levée de la pression de 

sélection pendant 16 semaines chez les souches résistantes à l’IVM, un retour partiel au 

phénotype sauvage vis-à-vis des structures neuronales est obtenu, qui n’était pas observé 

après 8 semaines sans pression de sélection, suggèrant un retour possible à un phénotype 

sauvage vis-à-vis des structures amphidiennes en parallèle avec l’augmentation d’efficacité de 

l’IVM. En effet, la présence des quelques individus à phénotypes sauvages dans la population 

permettrait un brassage génétique et un retour au phénotype sauvage lorsque la pression de 

sélection à l’IVM est enlevée. Les quelques individus résistants à l’IVM et possèdant l’un des 

deux amphides seraient intéressant à étudier. Par ailleurs, les souches résistantes à la MOX 

restent déficientes en structures neuronales bien après la levée de la pression de sélection (18 

semaines) en accord avec le phénotype 100 % déficient en amphide : il ne reste aucun 

individu parental dans la population de vers sélectionnée à la MOX. Ceci peut s’expliquer en 

partie par l’efficacité plus importante de la MOX vis-à-vis des vers résistants (Ménez & al, 

2016). De plus, il est connu que la MOX est une molécule ayant une affinité plus faible que 

l’IVM pour les P-glycoprotéines. Ces P-gp sont impliquées dans la résistance du fait de leurs 

fonction de transporteur qui exporte le médicament hors de la cellule limitant ainsi son action. 

La MOX étant un substrat de moinde affinité, celle-ci serait alors moins excrétée hors des 

cellules en accord avec une meilleure action anthelminthique sur les vers sans amphides, 

comparée à l’IVM.  Pour approndir ces résultats, la recherche de mutation sur le gène dyf-7 

pourrait être effectuée sur les souches pour lesquelles la pression de sélection a été levée. En 

effet, une mutation sur ce gène est associée à une résistance à l’IVM et il serait intéressant de 

vérifier si cette mutation est toujours présente chez les souches résistantes sans pression de 

sélection. 

Les organes chimiosensoriels que sont les amphides sont impliqués dans la reconnaissance 

du milieu. Ils permettent au nématode de détecter une gamme très large de molécules 

inorganiques et organiques ainsi que des substances odorantes volatiles tels que des produits 

du métabolisme des bactéries, source de nourriture pour C. elegans. Ces organes contrôlent 

des comportements tels que l’attraction vers les nurtiments où l’évitement d’un 

environnement toxique (Pujol and Ewbank, 2003). Ces structures sont donc nécessaires à la 

survie de l’organisme et un défaut implique une modification dans la reconnaissance de 
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l’environnement par le nématode et de la détection de la nourriture. La capacité de C. elegans 

à trouver la nourriture a été étudiée chez des souches résistantes et chez des souches pour 

lesquelles la pression de sélection aux LMs a été supprimée. Pour cela, un test de 

chimiotactisme vis-à-vis de la nourriture a été developpé. Cette approche a révélé un défaut de 

reconnaissance de la nourriture chez les souches résistantes aux LMs. Par contre, un retour au 

comportement sauvage vis-à-vis de la recherche de nourriture est observé pour les souches 

résistantes à la MOX après 10 semaines sans pression de sélection. Il est intéressant de noter 

que ces souches sont déficientes en structures amphidiennes. L’ensemble de  ces résultats 

implique qu’une déficience dans les structures neuronales n’est pas obligatoirement liée à un 

défaut de reconnaissance de la nourriture dans nos conditions expérimentales. Ainsi, bien que  

les amphides sont d’importants organes chimiosensoriels, sur la base de nos résultats ce ne 

sont vraissemblablement pas les seuls impliqués dans la reconnaissance de la nourriture 

(Perry, 1993). Cependant, il est important de mentionner que les tests de détection de 

nourriture ont été réalisés plusieurs semaines avant les tests de marquage des neurones des 

amphides. Cela pourrait expliquer le décalage entre les phénotypes « intégrité des amphides » 

et « reconnaissance de nourriture ». Pour vérifier ce point, les tests de détection de nourriture 

devrait être réalisés en même temps que les tests de marquage des neurones des amphides.  

Zhou & al (2011) suggèrent que des individus soumis à un stress modéré présentent une 

augmentation de la longévité et de la résistance à d’autres stress tels que le stress oxidatif et le 

stress thermique. Le phénomène d’hormèse est l’induction d’effet bénéfique par une 

exposition à faible dose d’agent chimique. On peut ainsi envisager que l’exposition aux LMs 

chez C. elegans provoquerait des effets hormétique sur l’organisme. La tolérance au stress 

oxydatif par le paraquat, au stress thermique à 37 °C et au stress osmotique à 500 mM de 

NaCl a été étudiée sur les souches résistantes aux LMs en comparaison à la souche sauvage. 

Une diminution de la tolérance à un stress oxydatif par le paraquat dichloride est observée 

chez les souches résistantes à l’IVM et à la MOX. Ceci suggère que chez les souches 

résistantes, la pression de sélection aux LMs n’induit pas d’effet hormétique mais plutôt une 

diminution de la valeur sélective de l’individu dans nos conditions expérimentales. Dans le 

cas des autres stress, aucune différence de tolérance n’a été observée pour les souches 

résistantes. Celles-ci répondent aux différents stress de la même manière que la souche 

sauvage N2B avec un effet similaire de la température et du stress osmotique sur la mobilité 

et la mortalité. Cypser and Johnson (2002) ont montré chez C. elegans une augmentation de 

la tolérance à la température et au stress oxydatif suite à une pré-sensibilisation à ces 

conditions. Menez & al (2016) a également montré une tolérance croisée à l’eprinomectine 
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chez des souches de C. elegans rendues résistantes à l’IVM ou à la MOX. Par contre, Cypser 

and Johnson (2002) n’ont pas montré d’effet hormétique suite à un stress au UV, et Menez & 

al (2016) a observé une augmentation de la sensibilité à d’autres anthelminthiques et drogues 

tels que le levamisole, le sulfoxide, la chloroquine et la colchicine chez des souches de C. 

elegans résistantes à l’IVM et à la MOX. De plus, l’étude a mis en évidence une longévité 

diminuée chez les souches résistantes aux LMs vis-à-vis de la souche sauvage N2B. Ceci est 

en accord avec l’absence d’augmentation de la tolérance à différents stress chez les souches 

résistantes. Nos résultats sont en accord avec l’étude de Zhou & al (2011) qui a montré une 

augmentation de la longévité en lien avec une augmentation de la tolérance à différents stress 

chez C. elegans.   

Cette étude amène de nouvelles informations sur les mécanismes mis en place lors de la 

résistance aux LMs et sa réversion chez le nématode C. elegans. Nous avons pu mettre en 

évidence un retour partiel à la sensibilité à l’IVM et à la MOX chez des souches de C. elegans 

résistantes à ces LMs. De plus, nous avons montré que pour certains stress (stress oxidant), les 

individus résistants sont plus sensibles que la souche sauvage, suggèrant un coût sur la valeur 

sélective de l’individu associé à la résistance aux LMs. En ce qui concerne les autres stress, 

aucun coût n’est associé à la résistance dans les conditions testées. Un lien entre la résistance 

aux LMs et un défaut de chimiotactisme vis-à-vis de la nourriture a clairement été établi. Ce 

phénotype est réversible chez les vers sélectionnés sur la MOX mais pas dans le cas des vers 

sélectionnés à l’IVM après 10 semaines sans pression de sélection. Par contre, aucun lien 

entre le chimiotactisme vis-à-vis de la nourriture et l’intégrité des structures neuronales des 

amphides n’a pu être établi. Nos résultats suggèrent que la réversion de la tolérance à l’IVM 

et à la MOX est possible. Les cinétiques de réversion aux deux LMs sont similaires. Il existe 

cependant des différences de phénotypes entre les deux lignées. Les différents tests 

phénotypiques mis en place pour cette étude ont apportés une meilleure connaissance des 

souches de C. elegans résistantes aux LMs. L’ensemble de ces résultats a également mis en 

évidence des différences de mécanismes de résistance entre l’IVM et la MOX. De plus, la 

similarité des résultats obtenus avec ceux observés chez les nématodes parasites suggèrent 

que C. elegans est un modèle d’étude pertinent pour la recherche de mécanismes de résistance 

aux LMs chez les nématodes. Ces résultats contribueront à découvrir des cibles pertinentes 

pour réverser la résistance aux LMs ou ralentir son développement. 
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ANNEXES A 

Tableau récapitulatif de l’ensemble des résultats obtenus pour chaque souche.  

 

Souche N2B IVR10 MOX4R 

Pression de 
sélection aux 

LMs 

- + - + - 

EC50 / IVM (nM) 1,7 9,2 5,7 9,3 7,8 
EC50 / MOX 

(nM) 
1,8 2,1 1,9 4,6 3,3 

Ratio – PS / + PS 
IVM 

 0,6 0,8 

Ratio – PS/ + PS 
MOX 

 0,9 0,7 

Dye filling + - + - - 
Chiomiotactisme 

(CI) (2h30) 
0,8 -0,4 -0,07 0,4 0,8 

Tolérance 
température 

 = N2B  = N2B  

Tolérance NaCl  = N2B  = N2B  
Tolérance 
paraquat 

 + sensible  + sensible  

Longévité (jours) 40 34  32  
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RÉSUMÉ 

 

Les lactones macrocycliques (LMs) sont des médicaments antiparasitaires utilisés en 

médecine humaine et vétérinaire dont le succès thérapeutiques est compromis par l’apparition 

de résistance. Il est donc nécessaire de caractériser l’adaptation de nématode modèle, C. 

elegans, à une pression de sélection à l’IVM et à la MOX. La sensibilité aux LMs, aux stress 

oxidatif, thermique et osmotique ont été étudiés chez des souches résistantes pour lesquelles 

la pression de sélection a été levée. Les souches résistantes aux LMs ont un défaut de 

chimiotactisme vis-à vis de la nourriture et une sensibilité accrue au paraquat. Lorsque la 

pression de sélection a été levée, un retour partiel à la sensibilité vis-à-vis des deux LMs est 

obtenu sur les deux souches résistantes. Tandis que seules les souches résistantes à la MOX 

retrouvent la capacité à détecter la nourriture. Par ailleurs, les vers résistants aux LMs 

présentent une diminution de la longévité. Cette étude amène de nouvelles informations sur 

les mécanismes mis en place lors de la résistance aux LMs et sa réversion chez le nématode 

C. elegans. 

Mots-clés : Résistance aux anthelminthiques - Lactones macrocycliques – Caenorhabditis 

elegans –  réversion – « fitness » – amphides 

 

Macrocyclic lactones are pharmaceutical drugs used in humans and animals health whose 

therapeutic success is compromised by the development of resistance. In that context, our 

objective was characterize the adaptation of the model nematode C. elegans to ML selection 

pressure. Sensitivities to MLs and to oxidative, thermal and osmotic stress were determined in 

ML-selected strains after the remove of selection pressure. ML-selected strains were defective 

in food chemotaxis and were more sensitive to paraquat. After the removal of MLs selection 

pressure in ML-selected strain, a reversion towards susceptibility for MLs was observed. 

Moreover, only MOX-selected strain was able to detect food when the drug selection pressure 

was absent. Otherwise, all the ML-selected strains have their lifespan decreased. This study 

provides new data about the mechanisms of resistance to MLs and reversion towards 

susceptibility in the nematode C. elegans.   

Keywords : Anthelmintic resistance - Macrocyclic lactone – Caenorhabditis elegans - 

reversion – fitness - amphids  
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