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ECOLOGIE DES STOMOXES (DIPTERA : MUSCIDAE) AU GABON.
Il. ORIGINE DES REPAS DE SANG ET CONSEQUENCES EPIDEMIOLOGIQUES

MAVOUNGOU J.E**** SIMO G.**, GILLES J.***, DE STORDEUR E.*** & DUVALLET G.***

Summary: ECOLOGY OF STOMOXYINE FLIES (DIPTERA: MUSCIDAE) IN
GABON. II. BLOOD MEALS ANALYSIS AND EPIDEMIOLOGIC CONSEQUENCES
To determine the origin of stomoxyine fly bloodmeals (Diptera:
Muscidae) in Gabon, 1,021 flies belonging to seven different
species of Stomoxys were captured and dissected in the area of
Makokou. In total, 798 were not bloodfed and 223 bloodmeals
could be gathered on filler paper. The identification of the origin
of these meals was made by amplification of mitochondrial Cytb
gene, then heferoduplex technique by using the Gambian rat
(Cricetomys gambianus) as driver. Samples of fauna, collected on
the local market, consisted of 24 mammal and two reptile blood
and muscle samples, to which it is necessary to add human
samples (27 potential hosts). 19 meals could not be amplified for
technical reasons, 65 were amplified, but the acquired patterns
corresponded fo none of the tested potential hosts. On the 139
identified meals, 55 % were taken on the blackfronted duiker
(Cephalophus nigrifrons) and 19 % on pig. Stomoxys fransvittatus,
the most abundant species in Makokou, is very opportunistic: 8
% of meals were taken on six different hosts, among whom 48 %
on the blackfronted duiker and 32 % were not identified using the
panel of fested hosts. S. xanthomelas took 50 % of its meals on
the moustached monkey (Cercopithecus cephus) and 7 % on
human beings. S. calcitrans, species of anthropised areas, took
33 % of its meals on human beings. These three species can
therefore take bloodmeals on wild fauna and human beings. They
could potentially play an important role in the emergence of
zoonofic diseases. The four other species took their bloodmeals
only on wild fauna and pig, the only example of domestic fauna
in this study. This preliminary study must be followed up using a
larger number of specimens and by increasing the diversity of the
tested potential hosts.

KEY WORDS : Stomoxys spp., ecology, epidemiology, bloodmeals, PCR,
heteroduplex, Gabon.

es stomoxes (Diptera: Muscidae) sont des mou-
ches hématophages, de 3 2 10 mm de longueur,
qui ont l'aspect général d'une mouche domestique
(Musca domestica Linné, 1758) avec des pieces bucca-
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Résume :

Pour déterminer I'origine des repas de sang des stomoxes

[Diptera : Muscidae) au Gabon, 1021 mouches appartenant &
sept especes différentes ont été capturées et disséquées dans la
région de Makokou. Au tofal, 798 n'étaient pas gorgées et

223 repas de sang ont pu étre recueillis sur papier filtre.
L'identification de ['origine de ces repas a été faite par
amplification du géne mitochondrial Cytb puis formation
d'hétéroduplex en utilisant le rat de Gambie comme driver. Les
prélevements de faune, sur le marché local, comprenaient

24 mammiféres et deux reptiles, auxquels il faut ajouter I'homme,
soif 27 hétes potentiels. 19 repas n‘ont pu étre amplifiés pour des
raisons fechniques; 65 ont été amplifiés, mais les patterns obtenus
ne correspondaient & aucun des profils des hétes potentiels festés.
Sur les 139 repas identifiés, 55 % ont été pris sur le Céphalophe
a front noir (Cephalophus nigrifrons) et 19 % sur le porc. Stomoxys
transvitiatus, espéce la plus abondante & Makokou, est frés
opportuniste : 68 % des repas ont été pris sur six hétes différents,
dont 48 % sur le céphalophe & front noir, et 32 % n'ont pas été
identifiés sur les hotes festés. S. xanthomelas a pris 50 % de ses
repas sur singe Moustac (Cercopithecus cephus) ef /7 % sur
homme. S. calcitrans, espéce des milieux anthropisés, a pris 33 %
de ses repas sur homme. Ces frois espéces peuvent donc prendre
leurs repas de sang sur la faune sauvage et sur homme. Elles
pourraient ainsi jouer un réle important dans I'émergence de
zoonoses. les qualre autres espéces n’ont pris leurs repas que sur
la faune sauvage et le porc, seul exemple d'animal domestique
dans cette étude. Cette étude préliminaire doit éire poursuivie sur
un plus grand nombre d'individus, en augmentant la diversité des
hétes potentiels festés.

MOTS CLES : Stomoxys spp., écologie, épidémiologie, repas de sang, PCR,
hétéroduplex, Gabon.

les piqueuses. Ces insectes sont un fléau pour la faune
domestique ou sauvage et parfois 'homme (Zumpt,
1973) en raison de leur nuisance directe (harcelement
da a la piqlre et prédation sanguine), et de leur role
vecteur potentiel de divers agents pathogenes (Leclercq,
1971; Zumpt, 1973; Mihok et al., 1995; Foil, 1989; Foil
& Gorham, 2000; Mramba et al., 2007). Ce groupe est
connu essentiellement a travers une espece cosmopo-
lite, Stomoxys calcitrans (L., 1758). A Makokou (Gabon),
sept especes de stomoxes ont été identifiées (Mavoun-
gou et al., 2008). Leur biologie demeure largement incon-
nue. A la différence des glossines et des moustiques
ou une masse importante d’informations sur l'origine
de repas de sang est disponible (Moloo, 1993; Ngumbi
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et al., 1992; Boakye et al., 1999; Torr et al., 2001;
Njiokou et al., 2004), les hotes de plusieurs especes
de stomoxes sont inconnus, ou demeurent encore peu
documentés (Kangwagye, 1977; Mihok et al., 1996). Or
la détermination de l'origine des repas sanguins des
insectes vecteurs peut aider a déterminer les hotes
potentiels et les pathogénes pouvant étre transmis. De
plus, la connaissance détaillée des comportements ali-
mentaires d’'un insecte sur les différents hotes verté-
brés est considérée comme un pré-requis pour la mise
en place d’'une stratégie efficace de lutte contre les
éventuelles épidémies. Compte tenu du caractere oppor-
tuniste de certaines especes de Dipteres hématophages,
comme Glossina palpalis palpalis (Laveissicre et al.,
1985) par exemple, l'identification du repas sanguin est
tres importante parce qu’elle donne des indications sur
les réservoirs animaux des pathogenes et sur les fac-
teurs entomologiques qui pourraient contribuer a la trans-
mission de ces pathogenes.

Le but de cette étude a été de déterminer l'origine des
repas de sang des différentes especes de stomoxes cap-
turées a Makokou dans le nord-est du Gabon. C'est une
étape indispensable pour une meilleure compréhen-
sion de leur role épidémiologique dans la transmission
de pathogenes.

MATERIEL ET METHODES

es stomoxes ont été collectés a Makokou (00°

30.701" N et 12° 48.1524’ E) dans le nord-est du

Gabon. Les caractéristiques de cette zone ont été
décrites ailleurs (Vande Weghe, 2006). Ces insectes ont
été capturés a l'aide du piege Vavoua (Laveissiere & Gré-
baut, 1990) pendant le mois d’aoGt 2006. Ils ont été
ensuite disséqués et les repas de sang contenus dans
leurs tubes digestifs ont été collectés sur des disques
de papier Wattman n° 2 (2 cm?), et stockés dans des
tubes Eppendorf®.
Pour avoir une bonne identification des repas de sang,
il était nécessaire d’avoir des échantillons de la faune
vertébrée locale. Des échantillons de sang et de mus-
cles ont donc été collectés sur la faune sauvage aupres
des vendeuses de gibier sur le marché de Makokou et
aupres des chasseurs (tableau D. Les gouttes de sang
des animaux prélevés ont été déposées sur des dis-
ques de papier Wattman n° 2 (2 cm?) et les échantil-
lons de muscles ont été conservés dans des tubes Eppen-
dorf® contenant de I’éthanol a 95° jusqu’a extraction de
I’ADN.

EXTRACTION DE L’ADN DES TISSUS ANIMAUX

L’ADN a été extrait a partir de 25 mg de tissu en utili-
sant le kit “DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen®). 400 pl
d’éluat contenant 'ADN ont été récupérés.

Noms communs

Noms scientifiques

Mone a pieds noir
Moustac

Cercocebe a joues grises
Talapoin

Céphalophe a bandes dorsales
noires

Céphalophe bleu
Céphalophe a front noir
Sitatunga

Chevrotin aquatique
Mangouste brune
Mangouste a pattes noires
Aulacode

Rat de Gambie

Nandinie

Athérure

Chat doré

Pangolin a écailles tricuspides
Pangolin a longue queue
Pangolin géant

Potto de Bosman

Potto de calabar

Ecureuil 2 pieds rouges
Potamochere

Faux gavial

Varan du Nil

Porc

Homme

Cercopithecus mona pogonias
Cercopithecus cephus
Lophocebus albigena
Miopithecus ogouensis,
Cephalophus dorsalis

Cephalophus monticola
Cercopithecus nigrifrons
Tragelaphus spekei gratus
Hyemoschus aquaticus
Crossarchus obscurus
Bdeogale nigripes
Thryonomys swinderianus
Cricetomys gambianus
Nandinia binotata
Atherurus africanus

Felis aurata

Manis tricuspis

Manis longicaudata
Manis gigantea
Perodictitus potto
Arctocebus calabarensis
Heliosciurus rufobrachium
Potamochoerus porcus
Crocodylus cataphractus
Varanus niloticus

Sus scrofa domestica
Homo sapiens

Note de recherche

Tableau 1. — Noms communs et scientifiques des vertébrés consti-
tuant les échantillons de faune pour I'étude de l'origine des repas
de sang des stomoxes.

EXTRACTION DE L’ADN DES REPAS DE SANG

A chaque repas de sang contenu dans un tube Eppen-
dorf®, 1 ml de chelex (5 %) a été ajouté. Les tubes ont
été incubés dans un bain-marie 2 56° C pendant une
heure puis 2 100°C pendant 30 minutes. A la suite
d’une centrifugation a 15000 g pendant 10 minutes, le
surnageant contenant 'ADN a été récupéré pour étre
utilisé directement pour la PCR, ou stocké a -20°C.

IDENTIFICATION DES REPAS DE SANG

L’identification a été faite selon la technique basée sur
l'amplification du géne mitochondrial du cytochrome B,
suivie de la formation des hétéroduplex entre les pro-
duits d'amplification du Rat de Gambie et ceux des autres
vertébrés ou des repas de sang (Njiokou et al., 2004)

AMPLIFICATION DU GENE DU CYTOCHROME B

La réaction d’amplification a été faite dans 25 pl de
mélange contenant 5 pl de solution ’ADN, 10 mM de
Tris-HCl (pH 9), 50 mM de KCl, 1,5 mM de MgClL,
20 picomoles de chaque amorce, 200 uM de chaque
dNTP (désoxynucléotide 5-triphosphate) et 0,5 unité de
Taq DNA polymérase (Appligene-Oncor, USA). Une
dénaturation a 95°C pendant 3,5 minutes a précédé
40 cycles d’amplification. Chaque cycle comprenait une
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ORIGINE DES REPAS SANGUINS DES STOMOXES AU GABON

Espéces de stomoxes

Sources de repas de sang St S. x. S. o. S. i. S. nn. S.nb. S.c ND Total
Chat doré 2 1 - - - - - 3
Moustac 2 7 2 2 - - - 14
Céphalophe a front noir 57 1 12 - 1 1 1 77
Porc 11 1 - 3 - - 1 22
Pangolin géant 8 - - 5 - - - 13
Mangouste - - - - - 1 - 1
Homme 2 1 - - - 6 - 9
Repas amplifiés et non identifiés 38 3 11 3 - - 10 - 65
Sous total 120 14 22 17 10 1 18 2 204
Repas non amplifié 5 1 2 0 0 10 0 19
Total 125 15 23 19 10 1 28 2 223

S. t. = Stomoxys tranvittatus, S.x. = S. xanthomelas, S.o0. = S. omega, S.i. = S. inornatus, S.n.n. = S. niger niger, S.n. b. = S. niger bili-

neatus, S.c. = S. calcitrans.
ND = individus non déterminés.

Tableau II. — Identification de l'origine des repas de sang de différentes especes de stomoxes a Makokou (Gabon) par la technique des

profils hétéroduplex.

dénaturation a 95° C pendant 30 secondes, une hybri-
dation des amorces a 58°C pendant 50 secondes et
enfin une élongation a 72° C pendant 40 secondes. Une
¢longation finale a été réalisée a 72° C pendant cing
minutes. L'amplification du gene du cytochrome B a
été vérifice par €lectrophorese sur gel d’agarose conte-
nant du bromure d’éthidium (0,5 pg/pD.

FORMATION ET ANALYSE DES HETERODUPLEX

Les hétéroduplex ont été formés en ajoutant, dans un
microtube de 0,5 ml, 8 pl de tampon TE (Tris-EDTA),
4 pl de chaque produit d’amplification, et un volume
égal du produit d’amplification du “driver” (Rat de
Gambie ou Cricetomys gambianus). Pour éviter I'éva-
poration, deux gouttes d’huile minérale ont été ajoutées
au contenu de chaque microtube. Apres une dénatu-
ration des produits d’amplification par incubation du
mélange a 98° C pendant 2,5 minutes, un refroidissement
lent (plus de 30 minutes) a la température ambiante a
permis de former les hétéroduplex. Au contenu de cha-
que microtube, 6 pl du tampon de I'échantillon (0,25 %
bleu de bromophénol, 0,25 % xyléne cyanol et 30 %
glycérol) ont été ensuite ajoutés, et 'ensemble a été
séparé sur gel d’acrylamide (5 %) contenant de I'urée
(1 M en concentration finale). L’électrophorese a été
réalisée pendant 18 heures sous 12 mA et 83 V. Le gel
a été coloré au bromure d’éthidium (0,5 pg/mb), lavé,
puis visualisé sous UV et enfin photographié.

RESULTATS

u total 1021 stomoxes ont été disséqués et 223

repas de sang recueillis (798 de ces mouches
‘étaient donc pas gorgées). 204 repas de sang

ont été amplifiés et 'origine de 139 repas a pu étre
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identifiée par la formation de profils hétéroduplex et
comparaison aux profils obtenus avec la faune locale.
La synthese des résultats est présentée dans le
tableau II. L'origine de 65 repas n’a pu étre identifiée
car leurs profils hétéroduplex ne correspondaient a
aucun profil formé par 'ADN des hotes de référence;
19 repas n'ont pas ét¢ amplifiés.

Sur les 139 repas identifiés, 55 % ont été pris sur le
Céphalophe a front noir (Cephalophus nigrifrons Gray,
1871), et 19 % sur le porc. A noter que pour I'espece
S. xanthomelas 50 % des repas amplifiés ont été pris
sur le singe Moustac (Cercopithecus cephus), pour l'es-
pece S. omega 50 % des repas amplifiés n’ont pu étre
identifiés avec la gamme d’hotes a notre disposition,
et pour l'espece S. calcitrans 33 % des repas amplifiés
ont été pris sur homme.

DISCUSSION

Note de recherche

Ce travail réalisé a proximité de Makokou (Gabon) est
la premiere tentative d’identification de l'origine des
repas de sang des différentes especes de stomoxes (Dip-
tera : Muscidae) capturées dans cette région d’Afrique
équatoriale.

Chez les stomoxes, les deux sexes sont hématophages,
mais l'on sait que ces insectes peuvent aussi survivre
en absorbant du nectar (Mihok er al., 1996). Un repas
de sang est cependant obligatoire pour le développe-
ment des oeufs et la ponte chez les femelles. Cela pour-
rait expliquer qu’une majorité de mouches capturées
(798 sur 1021) ne contenait pas de sang dans leur tube
digestif. Une partie d’entre elles également pouvait étre
des mouches ténérales, venant d’émerger, et qui n’avait
pas pris leur premier repas sanguin. 19 repas n’ont pas
pu étre amplifiés pour des raisons techniques; 65 ont
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été amplifiés mais n’ont pu étre identifiés, leurs profils
hétéroduplex ne correspondant a2 aucun des profils
formés avec PADN des hotes de référence a notre dis-
position. Dans ce travail préliminaire, nous n’avons pu
disposer de prélevements venant de la faune domes-
tique (bovins, ovins, chiens, volailles) a I'exception du
porc; de méme, aucune espece d’oiseaux sauvages ne
figure dans la liste d’hdtes identifiables.

Si globalement 55 % des repas de sang amplifiés ont
été pris sur le céphalophe a front noir, c'est le fait essen-
tiellement de deux especes S. transvittatus et S. inor-
natus. La premiere, qui est 'espece la plus abondante
dans cette zone (Mavoungou et al., 2008), semble la
plus opportuniste en prenant des repas de sang sur
six des sept hotes identifiés. Malgré un échantillon fai-
ble (15) pour l'espece S. xanthomelas, on constate que
50 % de ses repas de sang ont été pris sur le singe
moustac. Cela est a mettre en relation avec 'observa-
tion que nous avons faite de I'inféodation probable de
cette espece a la canopée (Mavoungou et al., 2007).
Cette préférence trophique pour une espece de singe
arboricole confirme que la niche écologique de cette
espece de stomoxes est sans doute la canopée. Un des
repas de sang de cette espece ayant été pris sur homme,
on observe I'importance épidémiologique que pourrait
avoir celle-ci en faisant le lien entre les populations
simiesques et humaines. Il faut noter aussi que 'espece
opportuniste S. transvittatus a pris des repas de sang
a la fois sur le singe moustac et sur 'homme. L'espece
S. calcitrans a pris 33 % de ses repas amplifiés sur
I'homme. Cela confirme son caractere anthropophile
(Zumpt, 1973; Campbell et al., 1977; Wieman et al.,
1992; Catangui et al., 1997; Campbell et al., 1987;
Mavoungou et al., 2008) qui fait que cette espece se
rencontre essentiellement dans des milieux anthro-
pisés et quelle soit devenue cosmopolite en suivant
I’homme dans ses pérégrinations a travers le monde.
Plus de 55 % des repas amplifiés de cette espece n'ont
pu étre identifiés. Cela tient vraisemblablement a I'ab-
sence de faune domestique, a l'exception du porc,
dans les hotes testés.

Notre étude montre que la majorité des repas identifiés
ont été pris sur le Céphalophe a front noir (C. nigri-
Jfrons). Ces résultats rejoignent ceux obtenus par Mihok
et al. (1996), qui montraient que certaines especes de
stomoxes au Kenya prennent la majorité de leurs repas
de sang sur une autre antilope, le Guib harnaché (7ra-
gelaphbus scriptus Pallas). Le porc apparait aussi dans
notre étude comme hote des stomoxes. Les stomoxes
ont été considérés depuis longtemps comme vecteurs
mécaniques de trypanosomes (D’Amico et al., 1996).
Nos observations semblent confirmer ce lien vectoriel
que les stomoxes pourraient établir entre faune sau-
vage, réservoir potentiel de trypanosomes, et faune
domestique. De méme, deux especes, S. transvittatus
et S. xanthomelas, qui peuvent prendre des repas de

614 Note de recherche

sang 2 la fois sur singe et sur homme, pourraient jouer
un role épidémiologique important dans la transmis-
sion de plusieurs pathogenes, en particulier des virus.
La technique des hétéroduplex a permis d’identifier faci-
lement l'origine des repas de sang des stomoxes. Pour
les repas amplifiés mais non identifiés, certains profils
hétéroduplex ne correspondent pas a ceux des especes
animales utilisées comme référence. A partir de 12, il
sera possible d'intégrer ou de rechercher d’autres espe-
ces potentiellement hétes des stomoxes.

Cette étude est tout a fait préliminaire, car le nombre
d’hoétes potentiels devant étre pris en compte doit étre
augmenté pour élargir '’échantillon 2a la faune domes-
tique et aux oiseaux. Elle montre néanmoins que ce
groupe négligé de dipteres hématophages devrait étre
pris en compte dans de futures études épidémiologiques.
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