Identification des moustiques anophéles de Guyane
francaise par profilage MALDI-TOF MS a I'aide de signatures
protéiques de deux parties du corps

Sébastien Briolant, Monique Melo Costa, Christophe Nguyen, Isabelle Dusfour, Vincent Pommier de Santi, Romain Girod,

Lionel Almeras

Publié: 20 aoGt 2020 « https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098

Abstrait

En Guyane, le paludisme, infection parasitaire transmise par les moustiques anophéles , reste une maladie d'importance de santé
publique. Pour prévenir la transmission du paludisme, le principal moyen efficace reste le controle des anophéeles . Pour un contréle
efficace, des Anopheles précisl'identification des espéces est indispensable pour distinguer les vecteurs du paludisme des non-
vecteurs. Bien que les méthodes morphologiques et moléculaires soient largement utilisées, un outil innovant, basé sur des
comparaisons de modeéles de protéines, le profilage par spectrométrie de masse a temps de vol par désorption / ionisation laser
assistée par matrice (MALDI-TOF MS), est apparu cette derniere décennie pour l'identification des arthropodes. Cependant, la
diversité limitée de la faune de moustiques des spectres MS de référence reste I'un des principaux inconvénients de sa large
utilisation. L'objectif de la présente étude était alors de créer et de partager des spectres MS de référence pour l'identification des
especes d' Anophéline de Guyane . Au total, huit especes distinctes d' Anopheles , parmi lesquelles quatre sont des vecteurs du
paludisme, ont été collectées dans 6 zones. Pour améliorer les anophélesidentification, deux parties du corps, les jambes et les
thorax, ont été soumises indépendamment a MS pour la création de la base de données spectrale MS de référence (DB). Cette
étude a souligné que la double vérification par MS a amélioré la confiance d'identification des Anophéles et le taux de classification
fiable. Le partage de cette base de données de spectres MS de référence devrait faciliter le suivi des espéces d' Anophéles dans
les zones de paludisme endémique pour aider les programmes de lutte antivectorielle ou d'élimination du paludisme.
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introduction

Depuis 2005, les cas de paludisme ont considérablement diminué en Guyane frangaise, un territoire d'outre-mer de la France situé
en Amérique du Sud. Le nombre de cas diagnostiqués est passé de 4 479 cas en 2005 a 597 cas en 2017 [ 1 ]. Cependant, la
maladie est encore endémique dans les zones forestiéres intérieures, en particulier dans les zones d'exploitation illégale de I'or et
reste donc d'une importance pour la santé publique [ 2 - 4 ]. La majorité des cas sont causés par Plasmodium vivax (89%, p =
531/597), suivi par P . falciparum (11%, p = 66/597).

Les moustiques anophéles sont connus pour leur réle dans la transmission du paludisme. Historiguement, trente-trois moustiques
du genre Anopheles ont été signalés en Guyane [ 5 ]. Des membres du sous-genre Anopheles et Nyssorhynchus ont été impliqués
dans la transmission du paludisme en Guyane frangaise. Anopheles darlingi est le vecteur primaire reconnu sur le territoire [ 6 - 9 ].
Récemment, An . nuneztovari sl , An . oswaldoi sl , An . intermedius , An . marajoaraet An . ininii ont été trouvés naturellement
infectés par des sporozoites de Plasmodium et ont été soupgonnés d'étre des vecteurs secondaires [2, 3, 10 ]. La transmission
du paludisme est encore plus compliquée car certains de ces vecteurs secondaires appartiennent a des complexes d'espéces,
caractérisés par des caractéristiques morphologiques similaires, comme An . oswaldoi [ 11 ], An . marajoara [ 12 ] et An .
nuneztovari[ 13 ].

Une identification rapide et précise des espéces d' Anopheles est alors essentielle lors de la conception de stratégies de lutte
antivectorielle du paludisme qui devraient étre spécifiques a I'espéce pour étre efficaces. La méthode la plus courante pour
I'identification des espéces de moustiques reste I'utilisation de critéres morphologiques [ 14 ]. Cependant, I'identification
morphologique dépend des compétences nécessitant une expertise entomologique. L'attribution correcte des espéces pourrait
également étre compromise pour les spécimens endommagés avec la perte de caractéres déterminants. De plus, la description
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des variations des caractéristiques morphologiques entre les spécimens de la méme espéce adultes intacts a souligné que la
classification correcte des especes de moustiques ne pouvait étre détenue que par des taxonomistes de moustiques expérimentés
[ 15]. De plus, la disponibilité des clés taxonomiques des moustiques est la pierre angulaire du succés de l'identification.
Malheureusement, les clés morphologiques font encore défaut pour de nombreuses espéces d' Anophéles , notamment pour les
espéces étroitement apparentées (espéces cryptiques et complexes).

L'émergence des approches de biologie moléculaire dans les années 2000 a résolu des questions taxonomiques de longue date [
16 ]. Cependant, le choix de la séquence du géne cible pour une identification précise des moustiques pourrait étre complexe. En
Amérique du Sud, les especes d' Anopheles ont été classées en utilisant différents génes cibles: soit 'ARNr 18S [ 17 ], soit le
deuxiéme espaceur interne transcrit (ITS2) [ 18 ], soit la cytochrome ¢ oxydase | (COIl) [ 19 ]. L'absence de consensus pour
I'identification des espéces de moustiques complique la comparaison des études. Le développement du systéme Barcode of Life
Data (BOLD) a contribué a normaliser le séquengage des génes pour l'identification des organismes [ 20]. Néanmoins, pour
certaines espéces de moustiques cryptiques (par exemple, le complexe An . Gambiae ), le séquengage des COI pourrait étre
insuffisant pour les classer sans ambiguité [ 21 ] et le séquengage d'un deuxieme géne pourrait étre nécessaire [ 22 ]. Par
exemple, certaines espéeces de fréeres Anopheles et Culex n'ont pas pu étre distinguées en utilisant uniquement le code a barres
mitochondrial COI [ 23 , 24 ]. De plus, malgré les grandes avancées de cette stratégie au cours de la derniére décennie,
notamment en raccourcissant la durée des expériences et les colts des réactifs, le séquengage des genes reste long et colteux [
25]. Le développement d'une approche rapide et peu colteuse pour la surveillance des moustiques avec un taux élevé
d'identification fiable est toujours trés demandé.

Le profilage MALDI-TOF MS a récemment démontré ses performances pour l'identification fiable des arthropodes [ 25 ], y compris
les moustiques aux stades adulte [ 26 ] et immature [ 27 , 28 ]. Au stade adulte, pour l'identification des échantillons par la SEP,
différentes parties du corps du moustique ont été sélectionnées comme le céphalothorax [ 29 , 30 ] ou les pattes, mais ce dernier
compartiment reste le plus fréquemment utilisé [ 26 , 31 - 33 ]. La récente identification réussie des moustiques a des stades
immatures par le profilage MALDI-TOF MS a validé I'efficacité de cette stratégie MS pour la surveillance sur le terrain des Culicidae
[ 19]. Les faibles colts régents, la rapidité et la simplicité technique des protocoles ont participé au succes de cette approche.
Cependant, contrairement aux analyses moléculaires, les profils de protéines MS provenant d'échantillons conspécifiques
pourraient varier en fonction de plusieurs facteurs tels que le mode de stockage des échantillons, le stade de développement, le
mode d’homogénéisation ou la partie du corps utilisée [ 25, 34 ]. Pour surmonter ces limitations, des protocoles standardisés ont
été établis pour certaines familles d'arthropodes [ 35 ], y compris les moustiques [ 36 ]. La standardisation des protocoles a facilité
les comparaisons de résultats et le partage de spectres MS de référence.

Le principal probleme avec les jambes est qu'elles sont cassables. La perte d'une a toutes les pattes de moustique pendant le
piégeage et/ ou le stockage n'est pas rare, ce qui pourrait compromettre I'identification des échantillons par la SEP. La sélection
d'une seconde partie du corps, le thorax du moustique, a révélé qu'elle pouvait également générer une SEP spécifique a l'espéce
de moustique mais distincte des pattes de spécimens conspécifiques [ 37 ]. Cette derniére étude a souligné que l'interrogation de
ces deux parties du corps par rapport a la base de données spectrale MS de référence (DB) améliorait I'identification des espéces
de moustiques avec précision et confiance. Cette étude pionniére a été évaluée sur 7 especes de moustiques distinctes de 4
genres vivant en sympatrie en Guadeloupe [ 37 ].

Le but de la présente étude était d'évaluer si la soumission de deux parties du corps pouvait améliorer I identification des
anophéles de Guyane frangaise. La création d'une base de données de spectres MS de référence devrait faciliter le suivi des
espéces d' Anophéles dans les zones de paludisme endémique pour aider les programmes de lutte antivectorielle ou d'élimination
du paludisme.

Méthodes

Collecte et dissection de moustiques

Les moustiques femelles adultes anopheles ont été sélectionnés a partir de collectes de moustiques sur le terrain réalisées dans 6
sites distincts de Guyane, lors d'enquétes entomologiques, en utilisant différentes méthodes de collecte, sur différentes périodes
d'échantillonnage ( Fig_1 et Tableau 1) [ 3, 38 - 40 ]. Aucun permis n'était requis pour I'étude décrite, qui était conforme a toutes
les réglementations pertinentes; les terres accessibles étaient publiques (ni privées ni protégées) et aucun animal ou plante
protégé ou sensible n'a été échantillonné. Aprés les collectes, les moustiques ont été triés par genres et anophélesles moustiques
ont été identifiés morphologiquement sous une loupe binoculaire a un grossissement de x 56 (Leica M80, Leica, Nanterre, France)
en utilisant des clés taxonomiques standard pour la région (Floch et Abonnenc 1951, Forattini 1962, Faran et Linthicum 1981). Les
échantillons d' anopheles ont ensuite été stockés individuellement a -20 ° C. Selon leur disponibilité, un a 22 spécimens par espece
d' Anopheles ont été sélectionnés pour des analyses moléculaires et MS ( Tableau 1 ). Les pattes et les thorax des moustiques ont
été disséqués pour I'analyse MALDI-TOF MS [ 37 ]. Les abdomens, les ailes et les tétes ont été conservés pour des analyses
moléculaires.
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Fig 1. Carte des sites de collecte de moustiques en Guyane frangaise.
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Les différents sites d'échantillonnage sont indiqués par des cercles.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.9001
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Tableau 1. Vue d'ensemble des origines des moustiques anophéles et identification des sous-groupes par typage moléculaire COIl.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.t001

Identification moléculaire des moustiques

L'ADN a été extrait individuellement de la téte et de I'abdomen de tous les échantillons de moustiques (n = 111) en utilisant le kit
d'extraction de tissu d'ADN QIAamp (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon les instructions du fabricant. L'identification moléculaire du
moustique au niveau de I'espece a été réalisée par séquengage du produit PCR d'un fragment du géne du cytochrome c oxydase |
(COI') (LCO1490 (avant): 5' -GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 ' ; HC02198 (inverse): 5' -
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3 ') comme décrit précédemment [ 19, 41]. Les séquences ont été assemblées et analysées
a l'aide du logiciel d'analyse génétique évolutive moléculaire (MEGA) version 7.0 et du logiciel éditeur d'alignement de séquence
BioEdit version 7.2.6.0. Toutes les séquences ont été explosées contre GenBank ( http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi ) et contre
le Barcode of Life Data Systems (BOLD; http://www.barcodinglife.org ; [ 20 ]) d'attribuer des séquences CO/ inconnues aux
espéces de moustiques.

Homogénéisation des échantillons et analyse MALDI-TOF MS

Chaque compartiment disséqué (jambes et thorax) a été homogénéisé individuellement 3 x 1 minute a 30 Hertz en utilisant
TissueLyser (Qiagen) et des billes de verre (# 11079110, BioSpec Products, Bartlesville, OK, US) dans un tampon
d'homogénéisation composé d'un mélange (50 / 50) d'acide formique a 70% (v / v) (Sigma) et 50% (v / v) d'acétonitrile (Fluka,
Buchs, Suisse), préparés avec de I'eau de qualité HPLC, selon le réglage automatisé normalisé [ 42]. Aprés homogénéisation de
I'échantillon, une centrifugation a rotation rapide a 200 g pendant 1 min a ensuite été réalisée et 1 uL du surnageant de chaque
échantillon a été repéré sur la plague cible en acier MALDI-TOF en quadruple (Bruker Daltonics, Wissembourg, France). Aprés
séchage a I'air, 1 L de solution matricielle composée d'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique saturé (Sigma, Lyon, France), 50% (v /
v) d'acétonitrile, 2,5% (v / v) d'acide trifluoroacétique (Aldrich, Dorset, UK) préparé avec de I'eau de qualité HPLC, a été ajouté.
Pour contrdler la qualité de la matrice (c'est-a-dire I'absence de pics MS dus aux impuretés du tampon de matrice) et les
performances de I'appareil MALDI-TOF, la solution de matrice a été chargée en double sur chaque plaque MALDI-TOF seule et
avec un standard de test bactérien (Bruker Bacterial Test Standard, réf: # 8255343).

Paramétres MS MALDI-TOF

Les profils de masse des protéines ont été obtenus en utilisant un spectrométre de masse Microflex LT MALDI-TOF (Bruker
Daltonics, Allemagne), avec détection en mode linéaire a ions positifs a une fréquence laser de 50 Hz dans une plage de masse de
2 a 20 kDa. Les paramétres de réglage de l'appareil MALDI-TOF MS étaient identiques a ceux précédemment utilisés [ 43 ]. En
bref, la tension d'accélération était de 20 kV et le temps de retard d'extraction était de 200 ns. Chaque spectre correspond a des
ions obtenus a partir de 240 tirs laser réalisés dans six régions du méme spot et acquis automatiquement a l'aide de I'AutoXecute
du logiciel Flex Control v.2.4 (Bruker Daltonics).

Analyse spectrale MS

Les profils de spectres MS ont d'abord été controlés visuellement avec le logiciel flexAnalysis v3.3 (Bruker Daltonics). Les spectres
MS ont ensuite été exportés vers ClinProTools v2.2 et MALDI-Biotyper v3.0. (Bruker Daltonics) pour le traitement des données
(lissage, soustraction de base, picking de pics). La reproductibilité des spectres MS a été évaluée par la comparaison des profils
spectraux moyens (MSP, Main Spectrum Profile) obtenus a partir des quatre spots pour chaque échantillon selon la partie du corps
avec le logiciel MALDI-Biotyper v3.0 (Bruker Daltonics). La reproductibilité et la spécificité des spectres MS prenant en compte une
partie du corps du moustique ont été objectivées a I'aide d'analyses en grappes. Des analyses de cluster (dendrogramme MSP)
ont été effectuées sur la base de la comparaison de la MSP donnée par MALDI-Biotyper v3.0. logiciels et regroupés selon le profil
de masse des protéines (c'est-a-dire leurs signaux de masse et leurs intensités). En plus,

Le top 10 et le top 5 des pics de SEP les plus intenses par espéce de moustique et par partie du corps ont été analysés avec le
logiciel ClinProTools pour estimer leurs performances pour discriminer les anophéles.espéces pour chaque partie du corps. Les
réglages des parametres dans le logiciel ClinProTools pour la préparation du spectre étaient les suivants: une résolution de 300; un
seuil de bruit de 2,00; un décalage de pic maximal de 800 ppm et une correspondance avec les pics d'agent d'étalonnage de 10%.
Le calcul et la sélection des pics ont été effectués sur des spectres individuels avec un seuil signal sur bruit de 2,00 et une
agrégation de 800 ppm. Sur la base de la liste des pics obtenue pour chaque partie du corps par espéce, les 10 premiers et 5
premiers pics m / z les plus intenses ont été sélectionnés pour les inclure dans le modéle d'algorithme génétique (GA). Les pics
sélectionnés par I'opérateur ont donné une valeur de capacité de reconnaissance (RC) avec la valeur de validation croisée (CV) la
plus élevée.

Création de bases de données et tests aveugles
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Les spectres MS de référence ont été créés en utilisant les spectres des jambes et du thorax de deux spécimens par espéce
lorsqu'ils sont disponibles a I'aide du logiciel MALDI-Biotyper v3.0. (Bruker Daltonics) [ 26 ]. Les spectres MS des jambes et des
thorax d'un total de 15 spécimens, identifiés morphologiquement et moléculairement, ont été ajoutés a notre base de données de
spectres MS (DB), y compris déja les spectres MS de référence des jambes et des thorax de huit espéces de moustiques
distinctes, mais aucun du genre Anopheles [ 37]. Les spectres MS ont été créés avec un algorithme non biaisé utilisant des
informations sur la position du pic, l'intensité et la fréequence. Les spectres MS des jambes et des thorax de 96 moustiques ont été
testés contre les spectres de référence MS internes DB. La liste des pics des échantillons de requéte a été comparée aux listes de
pics de référence des organismes dans la base de données spectres de référence MS. La fiabilité de l'identification des espéces a
été estimée a I'aide des valeurs de score log (LSV). Le calcul de ce score, qui variait de 0 a 3, a été réalisé a I'aide d'un algorithme
biostatistique du logiciel MALDI Biotyper v.3.0. Selon des études antérieures [ 26 , 43 ], les VBV supérieurs a 1,8 étaient considérés
comme fiables pour l'identification des espéces. Les données ont été analysées en utilisant le logiciel GraphPad Prism version 5.01
(GraphPad, San Diego, CA, USA).

Analyses phylogénétiques

Apres alignement des séquences de génes avec l'algorithme Clustal w2 du logiciel MEGA 7.0, un arbre de vraisemblance
maximum basé sur le géne COI a été construit a l'aide du logiciel MEGA 7.0 [ 44 ]. L'arbre avec la probabilité logarithmique la plus
élevée a été conservé. L'arbre est dessiné a I'échelle, avec des longueurs de branches mesurées en nombre de substitutions par
site. La prise en charge des nceuds internes a été estimée a l'aide de la méthode de bootstrap non paramétrique avec 1000
réplications.

Résultats

Identification morphologique et validation léculaire

Parmi les moustiques capturés dans les 6 sites distincts de la Guyane frangaise ( Fig_1 ), des spécimens uniquement d'anophéles
ont été sélectionnés. Ces moustiques ont été classés morphologiquement en huit espéces distinctes, six de la Nyssorhynchus sous
- genre ( An . Aquasilis , Un . Braziliensis , An . Darlingi , An . Nuneztovari sl , Un . Triannulatus sl , un . Oswaldoi sl ) et deux de I
Anopheles sous - genre ( Un . Intermedius ,Un . peryassui ) ( Tableau 1 ). Selon leur disponibilité, un a 22 spécimens par espece
ont été inclus dans la présente étude. Un total de 111 spécimens d' anophéeles ont été sélectionnés. Le séquengage du géne CO/
de tous les échantillons a été effectué pour une identification morphologique valide. Les séquences de gene COI ont été
interrogées contre GenBank (NCBI) et les systemes Barcode of Life Data (BOLD). L'interrogation des séquences de génes COI a
permis d'obtenir une identification fiable des espéces de moustiques pour tous les échantillons avec des plages d'identité de 98 a
99% contre GenBank et de 98,15 a 100% contre les bases de données BOLD ( Tableau 1). Une identification des espéces de
moustiques concordantes a été obtenue entre les deux DB moléculaires. Le séquengage du géne COI a corroboré les
classifications morphologiques, a I'exception d'un moustique. Il a été morphologiquement classé comme An . peryassui mais
I'analyse moléculaire a révélé qu'il était identifi€ comme An . intermedius . L'analyse phylogénétique a été réalisée avec les
séquences de génes COI des 15 spécimens de moustiques sélectionnés pour la création de référence MS ( Fig_S1 ). Les
moustiques appartenant au méme sous-genre se sont regroupes.

Spectres MS reproductibles et spécifiques des deux parties du corps du moustique

Des profils de SP de haute intensité (> 2000 ua) ont été obtenus pour les pattes ( Fig_2A ) et les thorax ( Fig 2B ) de chacun des
111 moustiques soumis a MALDI-TOF MS. Des spectres MS visuels reproductibles ont été obtenus pour des échantillons de la
méme espéce en fonction de la partie du corps ( Fig_2 ). Pour évaluer la reproductibilité et la spécificité des spectres MS des
jambes et des thorax en fonction des espéces, des analyses en grappes ont été effectuées. Deux spécimens par espece ont été
utilisés pour la création de dendrogrammes MSP, a I'exception d' An . oswaldoipour lequel un seul spécimen était disponible. Le
regroupement des spécimens de la méme espéce sur la méme branche et I'absence d'entrelacement d'espéces ont souligné la
reproductibilité et la spécificité des profils protéiques pour chaque espéce d' Anopheles pour les pattes ( Fig_3A ) et les thorax ( Eig
3B ). Fait intéressant, I' ordination des especes d' Anopheles a partir des dendrogrammes MSP n'était pas similaire entre les
jambes et les thorax des especes appariées ( Fig_3 ). Néanmoins, les espéces d' Anopheles du méme sous-genre se sont
regroupées sur la méme branche sur les deux dendrogrammes MSP. Pour visualiser la spécificité des spectres MS en fonction de
la partie du corps par anophéleespéces, des PCA ont été réalisées. Les PCA ont révélé une séparation claire des points
correspondant aux spectres MS des jambes et des thorax, confirmant une spécificité des profils MS entre ces deux parties du
corps pour les sept espéces d' Anophéles testées ( Fig S2).

Fig 2.

Comparaison des spectres MS MALDI-TOF des pattes (A) et des thorax (B) des moustiques Anophéles . Spectres MS
représentatifs d' An . peryassui (a, b), An . intermedius (c, d), An . oswaldoi (e, f), An . aquasalis (g, h), An . braziliensis (i, j),
An . darlingi (k, 1), An . nuneztovari (m, n) et An . triannulatus (o, p) sont représentés. Les spectres MS de deux spécimens
distincts par espéce ont été sélectionnés, a I'exception deUn . oswaldoi . Comme un seul spécimen était disponible pour cette
espece, les spectres MS de répliques biologiques ont été présentés. au, unités arbitraires; m / z, rapport masse / charge.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.9002
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Fig 3.

Dendrogramme MSP des spectres MS MALDI-TOF des pattes (A) et des thorax (B) des moustiques Anophéles . Deux
spécimens par espéce ont été utilisés pour construire le dendrogramme, a I'exception d' An . oswaldoi , pour lequel un seul
spécimen était disponible. Le dendrogramme a été créé a I'aide du logiciel Biotyper v3.0 et les unités de distance
correspondent a la similitude relative des spectres MS. Les sous- genres Anopheles et Nyssorhynchus ont été indiqués dans
la partie droite.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.9003

Comme la classification correcte des espéces de spécimens repose principalement sur l'intensité des spectres MS résultants, nous
avons évalué si les pics de masse les plus intenses des jambes et des thorax par espéce de moustique pourraient étre suffisants
pour distinguer ces espéces d' Anophéles , a I'exception d' An . oswaldoi pour lequel un seul spécimen était disponible. La
sélection des dix premiéres et cing premiéres listes de pics de masse par espéce a conduit a un total de 41 et 27 pics MS pour les
jambes et 39 et 24 pour les thorax, respectivement ( tableaux S1 et S2 ). Ces listes de pics MS ont été incluses dans le modéle
d'algorithme génétique (GA) du logiciel ClinProTools 2.2. La combinaison de la présence / absence de ces dix premiéres et cing
premiéres listes de pics de masse par anophéelesespéces présentaient, respectivement, des valeurs RC de 99,6% et 97,0% et des
valeurs CV de 97,9% et 98,3% pour les spectres MS des jambes. Pour les spectres MS des thorax, des valeurs RC de 99,4% et
97,5% et des valeurs CV de 99,8% et 99,6% ont été obtenues pour les dix premiéres et cing premiéres listes de pics de masse
sélectionnées, respectivement.

Etape de création et de validation de la base de données de spectres de référence MS

Les spectres MS des jambes et des thorax des 15 échantillons utilisés pour l'analyse du dendrogramme MSP ( tableau 1 et fichier
S1), validés morphologiquement et moléculairement, ont été ajoutés a notre base de données de spectres MS (DB) comprenant
déja des spectres MS de référence pour les jambes et les thorax de huit moustiques distincts espéces [ 37 ]. Les spectres MS des
jambes et des thorax des 96 échantillons restants ont été interrogés par rapport a cette base de données améliorée. Fait
intéressant, 100% des résultats d'identification étaient concordants entre les spectres de SEP appariés des jambes et des thorax.
Parmi eux, l'identification par MS de 95 échantillons corroborait les résultats morphologiques. Un spécimen, classé comme An .
peryassui sur la base de critéres morphologiques a été identifi€ comme An. intermedius basé sur I'outil MS avec des LSV de 2,40
et 2,49 pour les jambes et le thorax, respectivement, confirmant les résultats du séquengage du gene CO/ . Les VBV variaient de
1,84 a 2,56 pour les jambes et de 1,60 a 2,61 pour les thorax ( Fig_.S3 ). Comme un seuil LSV supérieur a 1,8 est requis pour une
identification fiable [ 26 , 42 ], une classification correcte pourrait étre envisagée pour 100% (96/96) des spectres MS des jambes et
96,9% (3/96) des thorax. Cependant, si I'on considére les résultats LSV d'échantillons appariés par échantillon, 100% des
moustiques testés ont réussi a obtenir un LSV supérieur a 1,8 pour au moins une partie du corps ( Fig 4). Fait intéressant, une
augmentation de la valeur seuil du LSV a 2,0, qui améliore la confiance d'identification, a révélé que 95,8% (92/96) et 88,5%
(85/96) des échantillons atteignaient ce seuil, en fonction de leurs jambes et de leur thorax spectres MS |, respectivement.
Cependant, le taux d'au moins une partie du corps a partir d'échantillons appariés par échantillon atteignant ce seuil (LSV> 2,0) est
resté a 100%.
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Fig 4. Comparaison de LSV de parties du corps appariées a partir de spectres MS d' espéces Anopheles .

Les lignes pointillées représentent les valeurs de seuil (noir et gris pour le seuil LSV de 1,8 et 2,0, respectivement), pour une
identification pertinente. LSV, valeur du score du journal.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.9004
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Discussion

L'identification correcte des espéces de moustiques est essentielle pour une gestion de lutte adaptée, permettant d'indexer les
espéces en circulation dans une région donnée et, par conséquent, d'estimer les risques de transmission de maladies vectorielles.
Les régions frontalieres comme la Guyane frangaise peuvent étre influencées par leurs pays voisins. Le flux Iégal et illégal d'étres
humains et de marchandises a travers cette frontiére pourrait induire la migration des moustiques vecteurs et conduire a la
colonisation de nouvelles zones. Seule une méthode de surveillance rapide, précise et peu colteuse des moustiques réussira a
améliorer les mesures de contréle.

En Guyane frangaise, An . darlingi est le principal vecteur de la malaria transmettre plusieurs Plasmodium espéces, telles que P .
falciparum et P . vivax [ 45 ], ce dernier représentant environ 75% des cas humains [ 46 ]. En plus d' An . darlingi , d'autres espéces
d' Anopheles auraient transmis des agents pathogénes du Plasmodium dans cette zone pendant leur alimentation par le sang [ 2,
3,10, 40]. De plus, ces vecteurs du paludisme vivent en sympatrie avec d'autres espéces d'anophéles non vecteurs du paludisme
[ 39 ]. En effet, dans un programme efficace visant a prévenir ou a éliminer la transmission du paludisme, une identification précise
des especes d' Anopheles reste un facteur clé. Le récent succés répétitif de I'utilisation du profilage MS MALDI-TOF pour
I'identification des arthropodes, y compris les moustiques, a été appliqué dans le présent travail pour implémenter notre DB de
spectres de référence MS fait maison avec des spécimens d'anophéles de Guyane frangaise et pour pallier les limites de la
morphologie et analyses moléculaires [ 25 ].

Dans la présente étude, nous avons confirmé que les spectres MS des jambes et des thorax des spécimens appariés de la méme
espéce étaient distincts au moins pour les sept espéces pour lesquelles plus d'un spécimen était disponible. La spécificité d'espéce
démontrée pour chaque partie du corps, a souligné que ces deux compartiments pouvaient étre utilisés indépendamment pour
I'identification des moustiques. La soumission indépendante par MS de plusieurs parties du corps @ MALDI-TOF MS pour
I'identification des échantillons, a été récemment rapportée pour les moustiques [ 37 ] mais aussi pour les tiques [ 47 , 48]. Les
avantages de tester deux parties distinctes du corps sont la possibilité de contre-valider les résultats et d'améliorer le taux de
confiance et de fiabilité d'identification. En effet, la combinaison des résultats obtenus indépendamment par la requéte contre la
base de données de référence MS conduit a des résultats concordants pour chaque partie du corps testée. Ici, sur la base de
critéres morphologiques, un spécimen a été classé comme An . peryassui . La soumission par MS de ses jambes et de son thorax
indiquait une correspondance avec An . Spectres de référence intermédiaires MS pour les deux parties du corps avec des LSV
élevés (> 2,40), ce qui concordait avec le COlséquengage génique. De plus, si le seuil de coupure du LSV pour considérer
I'identification comme fiable était porté a 2,0, 100% des échantillons ont réussi a atteindre ce seuil avec les spectres MS d'au moins
une partie du corps. Il est intéressant de noter que, pour l'identification des bactéries, on a supposé que les especes étaient
attribuées pour des VBV supérieurs ou égaux a 2,0, et les genres ont été attribués pour des scores supérieurs ou égaux a 1,7 mais
inférieurs a 2,0 [ 49, 50 ]. Ensuite, la combinaison des résultats des deux parties du corps a permis d'améliorer le ratio de LSV
supérieur ou égal a 2,0 pour chaque échantillon par rapport a I'utilisation d'une seule partie du corps.

Enfin, la concordance des résultats d'identification MS entre les deux parties du corps plus I'atteinte du seuil LSV de 2,0 pour au
moins une partie du corps, sont des données complémentaires qui améliorent la confiance d'identification. L'étude précédente
utilisant deux parties du corps pour l'identification des moustiques a été réalisée sur des moustiques de genres distincts [ 37 ]. Ici,
les huit espéces de moustiques provenaient toutes du genre Anopheles, y compris deux sous-genres, Nyssorhynchus et
Anopheles . L'identification correcte des spécimens de moustiques par le profilage MALDI-TOF MS pour ces especes d' Anopheles
proches confirme la précision de cet outil innovant.

Parmi les espéces de moustiques inclus dans les MS référence spectres DB, 4 espéces sont des vecteurs du paludisme ( An .
Darlingi , An . Nuneztovari sl , Un . Intermedius , An . Oswaldoi sl ), pour les 4 autres espéces de leur compétence antivectorielle
n'a pas encore été démontrée ( An . Aquasalis , An . Braziliensis , An . Triannulatus s/, An . Peryassui ) [ 5]. Fait intéressant, les
vecteurs et les non-vecteurs du paludisme sont présents dans chacun de ces deux sous-genres, soulignant I'importance de les
classer correctement pour la prévention des maladies et la lutte antivectorielle des espéces vivant en sympatrique.

Les principaux risques de mauvaise identification ou d'échec de l'identification par profilage MS MALDI-TOF sont généralement
attribués soit a I'exhaustivité des espéces incluses dans la base de données de référence MS, soit plus fréquemment a la faible
intensité des spectres MS. Le probleme de la base de données MS de référence incompléte pourrait étre facilement résolu en
exécutant COlséquengage génique de spectres MS de bonne qualité non appariés, en utilisant la partie restante du corps de
I'échantillon (c'est-a-dire la téte, 'abdomen ou les ailes). Dans le cas de nouvelles espéces de moustiques, I'ajout des spectres MS
respectifs, non encore inclus dans la base de données de référence MS, pourrait étre fait. L'application de cette stratégie pourrait
résoudre pas a pas les spectres MS de bonne qualité en ne trouvant pas de correspondance dans la base de données MS de
référence. Concernant les spectres MS non appariés, attribués a la faible intensité des profils protéiques, ce phénomene est
fréquemment observé pour les spectres MS des jambes en raison de la faible quantité de protéines contenue dans ce
compartiment [ 26]. De plus, comme les pattes sont tres fragiles, il est fréquent que le relachement d'une a cing pattes se soit
produit pendant le prélévement, le transport ou le stockage des échantillons. Cette diminution du nombre de pattes réduit le taux de
réussite de l'identification des échantillons [ 42 ]. De plus, pour les spécimens qui ont perdu toutes les pattes, leur identification
devient impossible si I'identification était basée uniquement sur ce compartiment par MS. La création de spectres MS de référence
a partir de deux parties distinctes du corps du moustique permet de réussir l'identification des échantillons par cette approche
protéomique rapide.

De plus, dans le présent travalil, il a été souligné que la classification des espéces d' Anopheles pouvait étre correctement effectuée
en utilisant les pics de MS les plus intenses. En effet, la sélection du top-10 ou encore du top-5 des pics MS possédant l'intensité la
plus élevée est apparue suffisamment discriminante pour classer correctement ces espéces de moustiques. Cette classification
correcte est valable pour les deux parties du corps. Ces résultats soulignent qu'une identification correcte reste possible avec des
spectres MS de faible intensité pour lesquels seuls les pics MS les plus intenses ont pu étre détectés.

La comparaison des dendrogrammes MSP entre les pattes et les thorax a révélé que, bien que les espéces du méme sous-genre
soient regroupées dans la méme branche, l'ordination des espéces a l'intérieur de ces branches n'était pas similaire. Cette
classification non reproductible objective que la proximité des profils de SEP était différente entre les espéces d' Anopheles pour
les jambes et le thorax. Ces ordonnances distinctes des espéces en fonction de leurs profils de SEP devraient réduire le risque de
mauvaise identification par la soumission des deux parties du corps. Fait intéressant, aucun de ces dendrogrammes MSP n'a
proposé une classification comparable a celles obtenues en utilisant des séquences de genes COI pour la construction d'arbres
phylogénétiques. Les dendrogrammes MSP ne sont pas adaptés pour les analyses phylogénétiques comme indiqué
précédemment [ 51 ,52 ].

Conclusion



La surveillance des moustiques avec des outils rapides, hautement reproductibles et fiables tels que MALDI-TOF apparait
essentielle dans le scénario de mondialisation actuel. La spécificité des profils protéiques de la SEP pour les pattes et les thorax
des moustiques a confirmé que ces deux parties du corps sont pertinentes pour l'identification des échantillons. De plus, comme il
a été démontré que les pics MS les plus intenses sont suffisants pour une classification correcte, I'échantillon qui générera des
spectres MS de faible qualité, pourrait de toute fagon étre identifié. Le partage des spectres MS de référence est primordial pour
accélérer la diffusion de cet outil innovant pour une utilisation en routine dans I'identification des moustiques contribuant a adapter
le controle des vecteurs.

Renseignements a l'appui

$1 Fig. Arbres a maximum de vraisemblance non racinés basés sur les séquences du géne COIl des 15 spécimens inclus dans la base de données MS.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.s001
(TIF)

82 Fig. Analyse en composantes principales (ACP) a partir des spectres MS des pattes et des thorax des moustiques Anophéles .

Image dimensionnelle PCA a partir des spectres MS des jambes (points rouges) et des thorax (points verts) de An . intermedius
(A), An . aquasalis (B), An . braziliensis (C), An . darlingi (D), An . nuneztovari (E), An . triannulatus (F) et An . peryassui (G).
Respectivement, 10, 22, 18, 22, 20, 20 et 3 spécimens par espéce ont été inclus. Un quadruple de chaque échantillon par partie du
corps a été présenté.

(TIF)

83 Fig.

LSV obtenus suite a une requéte de base de données de référence MS faite maison avec des spectres MS des jambes (A) et des
thorax (B) de moustiques Anophéles . Les lignes pointillées horizontales représentent la valeur seuil pour une identification fiable
(noir et gris pour le seuil LSV de 1,8 et 2,0, respectivement). LSV, valeurs de score du journal; au, unités arbitraires.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.s003

(TIF)

Tableau S1. Liste des cing et dix premiers pics de masse par espéce de moustique en utilisant les pattes comme matériel biologique.

(DOCX)

Tableau S2. Liste des cinq et dix premiers pics de masse par espéce de moustique utilisant des thorax comme matériel biologique.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.s005
(DOCX)

Eichier S1. Spectres MS bruts provenant des pattes et des thorax des moustiques ajoutés a la base de données de référence MS.
Les spectres MS ont été obtenus en utilisant le spectrométre de masse Microflex LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234098.s006

(72)
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