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CARACTERISATION MOLECULAIRE DES MOUSTIQUES

DU COMPLEXE ANOPHELES GAMBIAE A MAYOTTE ET A GRANDE COMORE

LEONG POCK TSY J.M.*, ELISSA N.* OULEDI A.*** ARIEY F.*, DUCHEMIN J.B.* & ROBERT V. *****

Summary: MOLECULAR CHARACTERISATION OF ANOPHELES GAMBIAE
COMPLEX MOSQUITOES FROM MAYOTTE AND GRANDE COMORE

The mosquitoes of the Anopheles gambiae complex have been
characterised at specific and sub-specific levels in two islands of
the Comoros archipelago: the island of Mayotte (French
departmental collectivity) and the island of Grande Comore
(Comoros Union). Results are similar in the two islands and are
presented fogether. The species An. gambiae s.s. was observed
alone (determination performed on 149 specimens by PCR
product of IGS of (DNA). The molecular form observed alone was
S, and corresponds in this geographic area to the chromosomal
form Savanna (determination performed on 123 specimens by
another PCR product of IGS of (DNA). The haplotype 1B was
observed alone (determination performed on ten specimens, by
sequencing the ITS of (DNA, with special attention at the position
871 of ITS), as previously observed by other authors in East
Africa. Finally, in Mayotte and Grande Comore the An. gambiae
complex is only composed by An. gambice s.s. from the
molecular form S/type IB.

KEY WORDS : Mayotte, Grande Comore, Anopheles gambiae, molecular form,
TS type IB.

e complexe Anopheles gambiae regroupe des

especes anophéliennes dont certaines sont bien

connues pour présenter une capacité vectrice
exceptionnellement élevée dans le domaine de la
transmission du paludisme humain. On considere actuel-
lement que le complexe Anopheles gambiae regroupe
huit especes. Les deux dernieres en date proviennent
de l'éclatement du taxon An. gambiae s.s., les deux
formes moléculaires M et S correspondant chacune a
une espece (Wondji et al., 2001). Ces deux formes
moléculaires different par une portion d’ADN non
codante, localisée sur le chromosome X, et située dans
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Résumé :

les moustiques du complexe Anopheles gambice ont été
caractérisés sur le plan spécifique et sub-spécifique dans deux iles
de 'archipel des Comores : I'lle de Mayotte (collectivité
départementale francaise) et I'lle de Grande Comore (Union des
Comores). les résultats sont semblables pour les deux iles et sont
présentés groupés. Seule ['espéce An. gambiae s.s. a été
observée (détermination sur 149 spécimens par PCR sur un
amplicon d'lGS de 'ADNIr). Seule la forme moléculaire S,
assimilable dans cefte zone géographique a la forme
chromosomique Savane, a été observée (détermination sur 123
spécimens par PCR sur un autre amplicon de I'lGS de I'ADNI).
Enfin, seul le soustype B, rencontré en Afrique de 'Est, a été
trouvé (détermination sur dix spécimens, par séquencage d'une
zone amplifiée de I'ITS de I'ADNIr, et observation de la position
871). En conclusion, & Mayotte et a Grande Comore, le
complexe An. gambiae comprend uniquement des An. gambice
s.s. de la forme moléculaire S/type IB.

MOTS CLES : Mayotte, Grande Comore, Anopheles gambiae, forme
moléculaire, ITS type IB.

I'IGS (“intergenic spacer”) des séquences répétées
d’ARN ribosomique (ADNr) (Della Torré et al., 2001).
Ces deux formes moléculaires different également,
dans la plupart des sites testés, par une portion d’ADN
a proximité de la précédente sur le génome, également
non codante, située dans les portions ITS1 et ITS2
(“internal transcribed spacer”) du géne codant 'ADNr
(Gentile et al., 2001).

La présence d’au moins un représentant du complexe
An. gambiae est certifiée dans chacune des quatre iles
principales de l'archipel des Comores (Brunhes, 1978),
que ce soit 2 Grande Comore, Anjouan, Mohéli (rele-
vant de I'Union des Comores) ou a Mayotte (ayant le
statut de Collectivité Départementale Francaise).
Selon Brunhes (1978), Mayotte et Grande Comore sont
les deux iles de l'archipel dont la faune culicidienne
est la mieux connue. Grande Comore possede la faune
culicidienne la moins diversifiée, a I'inverse de Mayotte
qui possede la plus variée.

A Grande Comore, le sol est formé de laves jeunes si
perméables qu'aucun cours d’eau permanent ne dévale
les pentes pourtant tres arrosées du mont Kartala
(2 361 m). Il n'existe pas non plus de marécage ou
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étang permanent qu'affectionnent de nombreuses
especes de moustiques. L'ile de Mayotte est plus
ancienne et ses sols sont décomposés et imperméables.
Les torrents permanents y sont fréquents et pendant
la saison des pluies, les plaines cotieres se couvrent
de flaques et de marécages.

Les gites larvaires d’An. gambiae s.1. a Grande Comore
sont réalisés par 'homme et constitués par les citernes
et les bassins cimentés, a ciel ouvert, pour le stockage
de I'eau domestique. A Mayotte, les gites sont plus clas-
siques, tels que les flaques temporaires, les prairies
inondées, les trous de prélevements de terre, les fossés
mal drainés, les estuaires bouchés par une dune litto-
rale.

An. gambiae s.1. a probablement été introduit a Grande
Comore vers 1920, alors que sa présence dans les trois
autres 1iles de l'archipel est plus ancienne (Brunhes,
1978; Julvez & Blanchy, 1988).

Sur la seule base de criteres morphologiques ou d'une
forte teneur en sel des gites larvaires, la présence
d’An. merus a été rapportée a Grande Comore
(Davidson, 1964 : Grjebine, 1960). Cependant, ces cri-
teres €tant soumis a de nombreuses exceptions, cette
observation n'a pas ¢t¢ formellement ¢établie. Chaque
fois que des techniques absolument fiables ont été uti-
lisées, seule la présence d’An. gambiae s.s. a été cer-
tifiée dans les trois iles principales de I'Union des
Comores (Hunt & Coetzee, 1986 ; Sabatinelli et al.,
1988a et 1988b ; Petrarca ef al., 1990). A notre connais-
sance, une telle détermination au niveau de l'espece
n'a jamais €té réalisée a Mayotte.

Nous avons actualisé les connaissances sur le complexe
An. gambiae a Mayotte et a Grande Comore, en pré-
cisant la détermination moléculaire a deux niveaux,
spécifique et subspécifique.

MATERIELS ET METHODES

‘échantillonnage a Mayotte a concerné des stades

larvaires ou nymphal récoltés en janvier et avril

2002 (figure 1 et tableau D) ; les spécimens sont
issus des émergences (109 femelles). Les spécimens de
Grande Comore ont été collectés en mars 2001 au
pvrethre dans les maisons (sept femelles) et sur
hommes volontaires (33 femelles). Chaque spécimen
a été conservé individuellement dans des tubes TREFF
de 1,5 ml contenant du silicagel et maintenu au labo-
ratoire a — 20° C.
L'extraction de 'ADN génomique a €té faite en suivant
le protocole de Cornel et al. (1987), modifi¢ de la facon
suivante. Les pattes ou les ailes ont été broyées indi-
viduellement avec un tampon de lyse (Tris 0,1M pH 9,
NaCl 0,08M, EDTA 0,00M, Sucrose 0,16M, SDS 10 %).
Apres incubation a 65°C pendant 30 mn, on a ajouté
13 pl dacétate de Potassium 8M. La solution a ensuite
été placée a 0°C pendant 30 mn. Apres centrifugation
a 14000 u/mn pendant 15 mn, le surnageant a été
placé dans 200 pl d’éthanol absolu. Aprés centrifuga-
tion, on a retiré le surnageant et on a lavé le culot
d’ADN avec 100 pl déthanol 70 %. Apres séchage,
'ADN a été suspendu avec 100 pl d’eau distillée sté-

I
Mayotte (Maoré)

[
Grande Comore (Ngazidja)
N’Tsaouni
Tsidje
Archipel des M’ Vouni
Comores
" Mayotte| Djoumachongo
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4 > — 11°50°S
Grande
Comore 431"20’5

Longoni

Majicavo |

Mitsangamoudji Q

Passamainty
12°50°S —

Bambo Est
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Fig 1. — Localisation de I'archipel des Comores avec mention des localités citées dans le texte pour les iles de Grande Comore et Mavyotte.
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Effectif testé Effectif testé  Effectif séquencé
fle Localité Date collecte PCR gambiae* M vs S** ITS ADNr***
Mayotte Majicavo 1 22 janvier 2002 1 1 1
Passamainty 10 avril 2002 26 20 1
Bambo Est 9 avril 2002 20 20 1
Mtsamgamouji Lambiqua 17 avril 2002 30 10 1
Mtsamgamouji Embato 17 avril 2002 12 12 1
Longoni 16 avril 2003 20 20 1
Grande Comore Tsidje 15 au 17 mars 2001 18 18 1
Djoumachongo 20 au 22 mars 2001 7 7 1
N'Tsaouni 24 au 26 mars 2001 7 7 2
M'Vouni 26 au 28 mars 2001 8 8 1
Total 149 123 10

“ PCR gambiae = détermination par PCR de I'espece du complexe An. gambiae.
** PCR M s S = détermination par PCR de la forme moléculaire M ou S.

*x

séquencage de l'espace intergénique de I'ADN ribosomique.

Tableau 1. — Site de capture des larves d'An. gambiae s.1. a Mayotte et Grande Comore et effectifs testés.

rile et mis a + 4°C pendant une nuit. Cet extrait a
ensuite €€ conservé a — 20°C.

Le diagnostic d’especes a été réalisé selon le protocole
de Scott et al. (1993). On a utilisé quatre amorces de
20 nucléotides, issus de séquences des genes riboso-
maux (IGS de 'ADNr localisé dans I'hétérochromatine
du chromosome X) spécifiques des especes An. gam-
biae, An. arabiensis et An. merus.

La détermination des formes moléculaires a été faite
selon le protocole de Favia et al. (2001). Quatre amorces,
correspondant a des séquences des genes ribosomaux
(IGS de I'ADNr), ont été utilisées : R5, R3, Mopint,
B/Sint (séquence et concentration des amorces, ainsi que
programme d'amplification in Favia et al., 2001).

Le séquencage a été fait en utilisant les sondes et la
méthode de Gentile et al. (2001). Le séquencage du
gene ITS de 'ADNr, dans I'hétérochromatine du chro-
mosome X, (£ 900 PB) a été réalisé avec un séquen-
ceur 3730XL de chez Applied Biosystems (96 capillaires)
en utilisant un kit Big Dye Terminator version 3.3.1.

RESULTATS ET DISCUSSION

a détermination de I'espeéce, la détermination de

la forme moléculaire, et le séquencage portent

respectivement sur 149, 123 et 10 moustiques
femelles (tableau 1). Tout ce travail, sans exception, a
fourni des résultats exploitables.
La seule espece échantillonnée est Anopheles gambiae
s.s. La seule forme moléculaire échantillonnée est la
forme S (telle que définie par Della Torré et al., 2001),
assimilable (en Afrique de I'Est et dans les iles du Sud-
Ouest de 'Océan Indien) a la forme chromosomique
Savane. Les séquences de I'ITS de 'ADNr sont homo-
genes pour tous les spécimens étudiés (cing de la
Grande Comore et cinq de Mayotte) et caractéristique
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du type I. On a observé uniquement la base G en posi-
tion 847 (selon la nomenclature de Gentile et al.
(2002), qui correspond a la position 871 selon le code
de séquence de Gentile et al. (2001) (acces GenBank
X67157), qui correspond lui-méme 2 la position 891
selon Paskewitz et al., 1993) ; la présence de cette base
a cette position définie le sous-type IB.

La détermination de tous nos moustiques échan-
tillonnés comme appartenant a l'espece An. gambiae
s.s. de la forme moléculaire S : type IB dans l'archipel
des Comores constitue, a notre connaissance, la pre-
miere mention des niveaux spécifique et subspécifique
a Mayotte, et du niveau subspécifique a Grande
Comore. Nos observations confirment par une méthode
moléculaire les déterminations indiquant I'espece
An. gambiae et la forme chromosomique Savane, pré-
cédemment effectuées par la méthode cytogénétique
dans I'Union des Comores (Petrarca et al., 1990).

De part sa position géographique, I'Archipel des Como-
res est a peu pres a €gale distance du continent afri-
cain (300 a 450 km) et de Madagascar. Il n’est pas sur-
prenant d’'observer la forme moléculaire S/type 1B, déja
observée en Tanzanie (Gentile et al., 2001) et 2 Mada-
gascar (Léong Pock Tsy et al., data non publiées). De
facon plus spéculative, des déplacements de mous-
tiques liés au vent, sont envisageables sans interven-
tion humaine. Mais il semble plus probable, pour un
moustique aussi lié a 'homme qu'An. gambiae, a la
suite de Julvez & Mouchet (1994), d’envisager un role
de 'homme dans sa dissémination parmi les iles du
Sud-Ouest de 'Océan Indien.
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