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Caractérisation génétique du sous-groupe
Maculipennis (Diptera : Culicidae) au Maroc : un outil
fondamental pour lutter contre le paludisme
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RESUME Le complexe maculipennis a été incriminé dans la transmission du paludisme, endémique au Maroc
jusqu'en 2010. Le réchauffement climatique, l'intensification des voyages internationaux et la présence des
vecteurs constituent un risque de réémergence de la maladie. L'étude a tenté d'identifier par PCR (Polymerase
Chain Reaction), le complexe maculipennis dans plusieurs régions du Maroc, choisies en se basant sur la notion
de risque. Quatre-vingt six (86) spécimens de moustiques ont été analysés en utilisant ['amplification par PCR de
la séquence ITS2 (Internal Transcribed Spacer) de I'ADN ribosomique. Les séquences ITS2 des moustiques ont
été comparées a celles des 7 especes du groupe Maculipennis, disponibles dans GenBank. Les résultats obtenus
confirment la présence d'An. labranchiae Falleroni, 1926. Aussi, dans un souci de transfert de technologie,les
étapes d'extraction d'ADN et d'amplification sont exposées pour la premiere fois, en détail, étant donné que la
PCR reste encore inconnue dans plusieurs laboratoires périphériques marocains.

Genetic characterization of the Anopheles maculipennis complex (Diptera: Culicidae) in Morocco: a
fundamental tool for malaria control

ABSTRACT The Anopheles maculipennis complex has been implicated in the transmission of malaria, which
was endemic in Morocco until 2010. Climate changeg, intensification of international travel and the permanent
presence of the vector increase the risk of malaria re-emergence. Using polymerase chain reaction assay (PCR),
this study attempts to identify the possible presence of the Maculipennis complex in several areas of Morocco,
based on the concept of risk. Eighty-six mosquito specimens were analyzed using PCR amplification of the
ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) sequence of ribosomal DNA. The ITS2 sequences of the mosquitoes were
compared to those of the 7 species of the Maculipennis complex available in GenBank. The results obtained
confirm the presence of Anopheles labranchiae. In order to enable technology transfer, DNA extraction and
amplification steps are presented for the first time in detail, given the fact that the technique is still unknown to
several Moroccan peripheral laboratories.
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Introduction

La lutte antivectorielle reste le principal
moyen de réduire la transmission du
parasite responsable du paludisme, mais
son succes repose en grande partie sur
une bonne connaissance du vecteur.

La plupart des vecteurs de
Plasmodium appartiennent a des
complexes d'espéces (1), groupes ou
sous-groupes, dont les membres sont
morphologiquement identiques mais
génétiquement distincts (espéces
jumelles) et peuvent présenter
des différences écologiques et
comportementales qui se répercutent
souvent au niveau épidémiologique.

Depuis la mise au point des
techniques de biologie moléculaire (2),
'étude du polymorphisme des
populations anophéliennes par
PCR (Polymerase Chain Reaction
— réaction de polymérisation en
chaine) n’a pas cessé de prouver
son efficacité pour I'étude des
populations de vecteurs, aussi bien
en région afrotropicale (complexe
Anopheles gambiae) (3,4) qu'en
région paléarctique (sous—groupe
Maculipennis) pour les régions qui
nous intéressent (S), pour devenir
actuellement une technique de routine
dans la plupart des laboratoires
d’entomologie médicale a travers le
monde.

Au Marog, ot le dernier cas de
paludisme autochtone a Plasmodium
vivax a été enregistré en 2004 (6)
et I'élimination a été certifiée par
I'Organisation mondiale de la Santé
en 2010 (7), la transmission était
essentiellement due a An. labranchiae
Falleroni, 1926, membre du sous-
groupe Maculipennis. Celui-ci a été
le premier « complexe d’espéces »
a avoir été découvert parmi les
moustiques (8,9). L’identification
morphologique précise des membres
de ce sous-groupe reposait sur
I'ornementation des ceufs (10). Ces
derniers présentent toutefois une

importante variabilité au sein d’une
méme espeéce, voire d’'une méme
descendance, ce qui parfois peut rendre
I'identification impossible. Il en est de
méme pour I'analyse morphologique
des stades larvaires, nymphaux et
imaginaux (10,11). La « variété »
An. sicaulti, décrite au Maroc prés
de Rabat par Roubaud (12), illustre
bien la confusion qui peut avoir lieu
A propos de ce sous-groupe (13-
16). Depuis le travail de White qui
reconnaissait neuf espéces (16), de
nombreux changements ont été opérés
et concernent aussi bien 'appellation du
sous-groupe Maculipennis (complexe,
groupe, sous-groupe) que le nombre et
le statut des especes qui le composent.
A Theure actuelle, et selon la derniére
classification (17,18), dix espéces
du sous-groupe Maculipennis sont
ofhciellement reconnues : An. artemievi,
An.atroparvus, An. daciae, An. labranchiae,
An. maculipennis, An. martinius, An.
melanoon, An. messeae, An. persiensis et
An. sacharovi.

Au Maroc, la nécessité d’étudier la
structure génétique des populations
naturelles des membres du sous-
groupe Maculipennis a déja été
soulignée (19). Des études génétiques
récentes montrent la présence d’An.
labranchiae comme seul représentant
du sous-groupe Maculipennis (20,21).
Cependant, dans le contexte actuel
des changements climatiques et de
I'adaptation de nouvelles especes, la
présence éventuelle d’autres espéces
n’est pas a exclure, puisque certaines
especes du sous-groupe Maculipennis
sont déja signalées dans les pays voisins.
I sagit de la présence d’An. sacharovi
en Algérie (22) et d'An. atroparvus en
Espagne (23). Cette derniére espece
est trés fréquente dans les riziéres et
les zones irriguées (1) et figure parmi
les plus importants vecteurs de
Plasmodium susceptibles d'étendre leur
aire de distribution géographique (24).
Il a été prouvé que les stratégies
d’aménagement de I'environnement
telles que lirrigation peuvent

Eastern Mediterranean Health Journal

La Revue de Santé de la Méditerranée orientale

augmenter le risque de transmission de
Plasmodium (25).

Le principal objectif de ce travail
est I'identification précise du sous-
groupe Maculipennis au Marog, au
sein de trois régions représentatives
des situations épidémiologiques
du paludisme dans le pays telles que
définies par le ministére de la Santé,
en vue d'y rechercher la présence
d’autres représentants susceptibles
de transmettre le Plasmodium. Aussi,
étant donné que la technique PCR
est encore inconnue dans la plupart
des laboratoires périphériques qui
assurent la surveillance entomologique
dans le cadre du programme de lutte
antipaludique, les étapes de laPCR sont
exposées en détail, dans un souci de
transfert de technologie.

Choix de la zone d’étude

Tenant compte du risque de
transmission du Plasmodium, le choix
des sites étudiés a été effectué en
fonction de la classification établie parle
ministére de la Santé (26) et permettant
de distinguer trois zones : haut risque,
risque potentiel et faible risque. Cette
stratification repose sur les données
épidémiologiques (notification
récente de cas de paludisme
autochtone), mais aussi sur les
notions de réceptivité (abondance
des gites anophéliens, présence
et densité du vecteur) et de
vulnérabilité (mouvement des
populations en relation avec les régions
ou les pays a risque) qui sont les
deux critéres de base pour définir le
« potentiel paludogeéne » d'une région.
Pour ce faire, nous nous sommes basés
sur les données des foyers récents
et anciens (27), sur la répartition
anophélienne déja connue du sous-
groupe Maculipennis (28) ainsi que
sur les informations obtenues sur les
zones de migration de population
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Figure 1 Localisation des sites étudiés

et d’aménagement hydroagricole
a risque (29). Trois chantiers
géographiques correspondant a
12 provinces ont alors été retenus dans
ce travail (Figure 1).

1) Région nord
o Zone & haut risque de paludisme :
province de Chefchaouen'

« Zonearisque potentiel de paludisme :
provinces de Larache et Khémisset

« Zone a faible risque de paludisme :
provinces de Mekneés, Oujda, Rabat

et Tétouan
2) Région centre

« Zone a haut risque de paludisme :

province de Khouribga

 Zone arisque potentiel de paludisme
: province de Settat

« Zone a faible risque de paludisme :
province de Marrakech

' Bien que larégion de Chefchaouen
soit évaluée par certains auteurs
comme une zone a faible risque
de paludisme (30), cette province
continue, selon les critéres établis
par le ministere de la Santé (26),
d’étre une zone ou le risque demeure
relativement élevé.

3) Région sud

« Zonearisquepotentiel de paludisme :
province d'Ouarzazate

o Zone a faible risque de paludisme :
province de Tiznit

Echantillonnage des
moustiques

Les anophéles ont été prélevés lors de
campagnes d’¢chantillonnage (larves
et adultes) réalisées entre février 2004
et septembre 2005. Pour la région de
Rabat, les prélévements ont eu lieu entre
décembre 2003 et septembre 2004. Les
prélévements larvaires, de type semi-
quantitatif, ont été effectués al'aide d'un
filet Langeron et le nombre de coups
de filet a été variable selon la superficie
du gite. Les adultes ont été capturés
manuellement au repos, al'intérieur des
habitations humaines ou des abris pour
animaus, a l'aide d'aspirateurs a bouche.

Identification
morphologique

et conservation
des anopheles

Les moustiques récoltés ont
été identifiés sur la base de critéres

morphologiques (31), puis les
spécimens triés du sous-groupe
Maculipennis ont été conservés pour
une identification plus précise a l'aide
d'outils de biologie moléculaire. Chaque
spécimen adulte a été sectionné en deux
parties, conservées séparément, I'une
comprenant I'abdomen ainsi que les
pattes et les ailes du moustique servant
pour les analyses PCR2 et l'autre le
reste du corps (téte et thorax) pour
des tests ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) repas de sang.
Les larves ont été conservées dans de
l'alcoola 70° etles adultes ont été gardés
en présence d'un dessicateur (gel de
silice).

Extraction de 'ADN

Pour les larves d’'anophéles, chaque
spécimen entier a été individuellement
broyé dans 200 uL de CTAB2 % (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide
— bromure d’hexadécyltriméthyl
ammonium) préalablement préparé et
conservé a température ambiante.Aprés
cing minutes au bain-marie a 65 °C, ce
broyat a été mélangé par inversion avec
200 pL de chloroforme puis centrifugé
pendant cing minutes a 12 000 tr/
min, a température ambiante (25°C).
La phase supérieure a été prélevée et
mise dans un autre tube, puis 200 pL
d’isopropanol ont été ajoutés a ce
surnageant ; le tout a été bien mélangé
par inversion avant d'étre centrifugé
pendant 15 minutes a 12 000 tr/min,
a température ambiante. Par la suite,
l'isopropanol a été éliminé et égoutté,
puis remplacé par de I'éthanol a 70 %
et le nouveau mélange a été centrifugé
pendant cinq minutes a 12 000 tr/
min, a température ambiante. Apres
élimination de I'éthanol, le culot ainsi
obtenu a été séché pendant cing

2 Les manipulations de biologie
moléculaire ont eu lieu au Laboratoire
de Lutte contre les Insectes
Nuisibles (LIN), Institut de Recherche
pour le Développement (IRD),
Montpellier (France).
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minutes au SpeedVac®, repris dans
20 pL d'eau stérile et enfin gardé toute
la nuit & température ambiante avant
d'étre dilué au 1/50e pour étre analysé
par PCR.

Pourlesadultes, laPCR a été réalisée
sans extraction d’ADN préalable
mais directement sur les pattes de
moustiques (technique d’usage au
Laboratoire de Lutte contre les Insectes
Nuisibles [LIN] de Montpellier, non
publiée).

Amplification PCR

Larégion ITS2 (Internal Transcribed
Spacer 2) de 'ADN ribosomal a été
amplifiée par PCR, en utilisant les
amorces décrites par Proft et al. (5).
Les conditions de PCR ainsi que le
programme d'amplification de TADN
se sont déroulés conformément
aux protocoles d'usage au LIN de
Montpellier. Pour les anophéles adultes,
une patte issue de chaque spécimen
a été directement utilisée pour
'amplification de 'TADN. Concernant
les larves, la PCR a été pratiquée sur
'ADN préalablement obtenu par
extraction a partir du moustique
entier et dilué au 1/50° Ainsi, au total,

86 spécimens (larves et adultes)
provenant de huit provinces
différentes (Tableau 1) ont pu étre
analysés en trois séries de PCR : une
premiére et une deuxiéme série pour
les adultes (18 et 24 échantillons),
et une troisieme série pour les
larves (44 échantillons).

Résultats

Parmi les neuf espéces anophéliennes

signalées au Maroc (28, 32), six ont
pu étre identifiées durant cette étude ;
d’apres les criteres morphologiques,
elles appartiennent aux sous-genres
Anopheles (An.) et Cellia (Cel.). 11
s'agit de : An. (An.) labranchiae (huit
provinces), An. (Cel.) sergentii et
An. (Cel.) cinereus (quatre provinces),
puis An. (An.) algeriensis, An. (An.)
marteri et An. (An.) ziemanni (deux
provinces) (Tableau 2). Les trois autres
espeéces, An. (An.) claviger, An. (Cel.)
dthali et An. (Cel.) multicolor n’ont pas
été trouvées dans nos échantillonnages.

Aucun spécimen du sous-groupe
Maculipennis n'a été capturé au
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niveau des provinces de Marrakech,
Quarzazate, Tiznit et Oujda.

Les résultats des trois séries de
PCR des 86 spécimens d’anopheles
analysés, obtenus par électrophorese
sur un gel d'agarose a 4 %, montrent que
les séquences ITS2 de 72 anopheles
correspondent bien a celle d'An.
Labranchiae ; deux ont di1 étre confirmés
par séquengage, 14 spécimens étaient
négatifs et n'ont pu étre amplifiés.

Discussion

La caractérisation génétique du sous-
groupe Maculipennis par PCR dans

les sites étudiés montre bien qu'il
n’est représenté que par une seule
espéce, An. labranchiae ; C’est I'espeéce
anophélienne la plus fréquente. Ces
résultats confirment les recherches
précédentes (20,21) surce sous-groupe
au Maroc. Toutefois, étant donné la
raretédecesétudes,ilseraitintéressantde
poursuivre les enquétes en considérant
de nouvelles régions, en particulier les
rizieres, biotopes typiques ayant par le
passé favorisé la transmission de I'agent
pathogene du paludisme au Maroc (33,

Tableau 1 Taille, provenance et identification des échantillons analysés

Origine des moustiques Date du Nombre de
prélevement spécimens
analysés

Chefchaouen septembre 2004 adulte 9
Larache mars 2005 adulte 12
Khémisset octobre 2004 adulte 4
octobre 2004 larve 15
mars 2005 larve 7
Meknes mai 2005 larve 2
juin 2005 larve 5
juin 2005 adulte 4
Rabat février 2004 larve 8
Tétouan juin 2005 adulte 1
Khouribga avril 2005 larve 5
Settat avril 2005 adulte 1
mai 2005 adulte 1
mai 2005 larve 2

Espéces identifiées

An. labranchiae Négatifs
6 3
8 4
2 2

15 0
7 0
2 0
5 0
4 0
8 0
5 6
5 0
0 1
0 1
2 0
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Tableau 2 Faune anophélienne des sites étudiés

An. sergentii An. cinereus

An. algeriensis

An. marteri An. ziemanni

Espece An. labranchiae
Province

Chefchaouen +
Khémisset +
Larache +
Meknes +
Oujda

Rabat +
Tétouan +
Khouribga +
Marrakech

Settat +
Tiznit

Ouarzazate

+ + +
45
+ +
+ +
+ +

34) ainsi qu'en Espagne si bien que le
roi de Valencia avait interdit la culture
duriz (35). En effet, les modifications de
I'environnement telles que l'irrigation,
s'ajoutant au nombre recrudescent de
cas de paludisme importé au Maroc (6)
ainsi qu'aux changements climatiques
actuels favorables a la transmission
de l'agent pathogéne du paludisme,
sont susceptibles d'influencer son
épidémiologie. Des mesures de
surveillance de I'importation de
nouveaux vecteurs sont essentielles
pour préparer des opérations de lutte
antivectorielle adaptées et éviter le
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