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RESUME

La variabilit¢ génétique d'Onchocerca volvulus a i étdide sur plusicurs isolats du Cameronn.
Cette filaire est ia deuxidme cause infecticuse de cécité dans ie monde et affecte, selon 'OMS, eaviron 17
millions de personnes en Afrique, en Amérique Ceatrale et en Amérique du Sud. La complexité de
I'épidémiologie de l'onchocercose apparait lide A I'existence de différentes souches du parasite qui sont 2
l'origine de taux de cécités s variables selon les régions €udides. Plusicurs types de marqueurs ont €t8
utilisés pour étudier différentes populations d'0. velvidus du Cameronn ; les sondes spécifigues des
souches de savane d'Afrique de 1'Quest s'hybrident avec tous les isolats ¢mdiés. De nouveaux marqueurs
ont donc €ié recherchés. 11 s'agissait des RAPD ct des séquences microsatellites, deux techniques basées
sur 1a PCR qui préseniaient l'avantage de pouvoir travailler sur de faibles quantités de matériel
biologique.

La technique des RAPD a €1£ ntilisée, dans un premier temps, sur différentes espeees de filaires
du genre Onchocerca proches d'0. volvulus afin de déterminer sa capacit€ 2 visualiser du polymorphisme
interspécifique. Appliquée 2 différents isolats d4'0. valvulus du Cameroun, Ia technique des RAPD a
montré la grande hétérogénéité de ceue espice eatre vers issus de foyers géographiquement proches,
confirmant ainsi un phénomene déja mis en évidence par la technique des isoenzymes. Cependant, en
raison des difficuli€s rencontrées lors de la mise au point de ccue technique (probl?:mt.s de
reproductibilitf), de nouveaux marqueunrs de popuiations ont &€ recherchés. Nous avons ainsi isolé, pour
ia premitre fois chez un parasite, des séquences microsatellites du génome d'0. velvulus. Celles ci ont
permis de séparer les isolats provenant de quatre foyers du Cameroun eL méme des individus provenant
de deux nodules excisés d'un méme patient. Cette technique a également mis en €vidence I'hétérogénéité
de l'espece 0. volvulus et 2 montré I'existence probable d'alitles diagnostiques de certains isolats de ce
parasite. La valeur ainsi que l'utilisation de ces différents outils ont €1£ discutés dans le cadre de ia lutle
contre ['onchocercose et dans e cadre de ia phylogénie du genre Onchocerca. L'intérét de ces différents
outils dans le cadre de la Iutte contre l'onchocercose en Afrique est inégal ; les RAPD permettant
I'amplification de tous les ADN, leur application pour ia détection des différents stades du parasite chez
le vecteur est donc difficiiement envisageable. Les séquences microsatellites peuvent, en revanche,
représenter ung amélioration de ia technique utilisée dans les programmes de lutte ; clies permetient en
effet, de différencier les espeees de filaires qui peuvent @tre présentes chez ic méme vecteur par simple
amplification. Les nouveaux marqueurs développés dans cette étude se sont donc avérés utiles pour
£tudier Ja variabilit€ génétique 4'0. volvudus et présentent des potentialités qui permettent d'envisager feur

utilisation prochaine dans le cadre de 1a lutte contre 'onchocercose.



SUMMARY

Genetic variability of Onchocerca volvulus has been surveyed ’on several cameroonese
isolates. This filarial parasite is the second cause of infectious blindness in the world, and
according to WHO, it affects nearly 17 million people in Africa and latin America. This
disease's epidemiological complexity seems to be accounted for by the existence of several
parasite strains. This would be the explanation of the variability of the blindness rate according
10 the region under study. Several types of markers have been used for studying various O.
volvulus populations in Cameroon. Those probes that are specific of West Africa Savannah
strains hybridize with all studied isolates. New markers have hence been looked for, namely
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) and microsatellite DNA sequences. These two
techniques are PCR-based, and hence have the advantage of requiring only limited amounts of
biological material. The RAPD technigue has been used in a first time on different filarial
species of the genus Onchocerca, closely related to O. volvulus, in order 1o estimate its value as
a species-specific marker. When applied 1o various cameroonese O. volvulus isolates, the
RAPD technique showed the considerable heterogeneity of this species between parasites
originating from geographically related foci, which confirmed former isozyme results.
Nevertheless, due to the difficulties in perfecting the RAPD technique (lack of reproducibility),
additional population markers have been looked for. We have been able 10 isolate for the first
time in a parasiie, microsatellite sequences in the genome of 0. volvulus. These sequences
made it possible 1o discriminate between isolates originating from four different cameroonese
foci, and even, between individuals taken from two nodules of a same patient. This iechnique
confirmed the hctcrogcriciry of the species O. volvulus, and suggested the existence of
diagnostic alleles for certain isolates of this parasite. The value and the use of these different
tools have been discussed in the framework of onchocerciasis control and of the phylogeny of
the genus Onchocerca.

The interest of these tools for onchocerciasis contol in Affica is vanable. Since the
RAPD method amplifies any DNA, its use for detecting the various parasite stages in the vector
is impossible. Differently, the microsatellite sequences give the hope of an improvement of the
technique used in control programmes. Indeed they make it possibie 10 discriminate, by a mere
amplification, between the filarial species that could exist in a same vector.

The new markers developped in the present study hence proved 10 be useful for
studying 0. volvulus genetic variability. Their potentialities allow 10 consider their use in the

framework of onchocerciasis control in a near future.
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ABREVIATIONS

BSA : Bovine Serum Albumin (albumine sérigue bovine)
CMFL : Community MicroFilarial Load

dATP, dGTP, dCTP, dTTP : déoxynucléoside S-triphosphate
ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP : didéoxynucléoside 5-triphosphate
DMFO : diméthylformamide

EDTA : Ethyl Diamine Tétra Acétate

IMFA : Indice MicroFilarien Ajusté

IPTG : isopropyl-B-D-thio-galactopyranoside

Xb : Kilo base (1000 pb)

ng : nanogramme

OCP : Onchocerciasis Control Programm

pb : paire de base

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : Poly Ethyléne Glycol

QSP : Quantié Suffisante Pour

RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA

R¥LP : Restriction Fragment Length Polymorphism
SDS : Sodium Dodecyl Suifate

SSC: Standart Saline Citrate

SSPE : Standart Saline Phosphate EDTA

TBE : Tris-Borate-EDTA

TE : Tas-EDTA

TEN : Tris-EDTA-NaCl

Tris : Tris hydroxyméthyl-aminométhane

tr/mn : tour/minute

UE : Unité Evolutive !

VIH : Virus de 1'Tmmunodéficience Humaine

w/fv : weight/volume

X-Gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-galactoside
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INTRODUCTION

L'onchocercose est une maladie parasitaire causée par le développement dans le
derme de I'homme de la filaire Onchocerca volvulus (Leuckart, 1893). Elle est
transmise par un insecte vecteur de la famille des Simuliidae appartenant notamment au
complexe Simulium damnosum en Afrique de 1'Ouest.

Selon 1'Organisation Mondiale de 1a Sant€ (OMS, 1987), 1'onchocercose affecte
17 millions de personnes en Afrique, en Ameérique Centrale et en Amérique du Sud.
Parmi les manifestations cliniques de cette parasitose on distingue habituellement les
syndromes cutane€s, les nodules onchocerquiens, les syndromes lymphatiques et les
Iésions oculaires. Au moins deux types (ou facigs) €pidémiologiques, caractérisés par la
gravité des lésions oculaires sont classiquement reconnus en Afrique de I'Ouest : les
onchocercoses de savane, 2 l'origine des 1ésions oculaires graves (taux de cécité de 10
15%), et les onchocercoses de forét (tanx de cécité inférieur & 2%). 1l existe certes des
exceptions A ce schéma général, par exemple, en Sierra Leone, ol des taux de cécité
relativement €levés ont €€ rapportés en zone de forft (McMAHON er al., 1986).
Aillenrs, en Afrique Centrale, notamment an Cameroun, Ia situation épidémiologique
semble nettement plus complexe (DUKE, 1981).

Ces différences de retentissement clinique n'ont pas encore €t€ expliquées ; selon
les données de 1a littérature, elies ont €t€ successivement attribuées 2 la bio-€cologie des
vecteurs (LE BERRE, 1966), 2 la capacité vectorielle des différentes especes du
complexe S. damnosum, 2 la pathogénicité des souches ou au comportement et 3
'occupation de I'espace par I'homme (HERVOUET et PROST, 1979).

- En absence de médicament contre la filaire adulte, la stratégie de lutte contre
I'onchocercose a €t€ fondée sur I'interruption du cycle du parasite par destruction du
vectenr 2 son stade le plus vuinérable, le stade larvaire inféodé aux eaux courantes.
Cette stratégie de lutte antivectorielle par épandage hebdomadaire d'insecticides a été
appliquée avec succes, depuis 1975, sur une superficie de plus d'un million de
kilometres carr€s, dans le cadre du programme de Intte contre 1'onchocercose en
Afrique de 1'Ouest. Dans la zone initiale du programme, la transmission a été
interrompue et les traitements larvicides ont €t€ suspendus apres 15 ans de lutte. Un

médicament microfilaricide, 1ivenmectine, développé depuis 1987 dans le cadre de la
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médecine vétérinaire, a é1€ appliqué avec succes A l'onchocercose huraine et a permis
de reconsidérer les stratégies de lutte en vigueur.

Tant la Iutte antivectorielle que la Intte chimiothérapique nécessitent des moyens
opérationnels fiables de détection et d'identification d'0. voivulus, qui s'inscrivent donc
dans les priorités de recherche. En effet, dans le domaine de la lutte antivectorielle, les
intensités d'infestation des populations résiduelies de simulies dans les zones traitées ou
le suivi de la recrudescence de la transmission apres 15 ans de latte et am€t des
traitements sont estimés par dissection individuelle des simulies et comptage des larves
infectantes et depuis peu, & 1'aide de sondes 'ADN. Dans ces conditions, il convient
donc de distinguer les larves infectantes d'0. volvulus de celles des anires filaires
présentes chez les simulies (0. ochengi notamment), que l'on ne peut différencier
morphologiquement. Dans le domaine de la lutte chimiothérapique, la distinction des
différentes formes de pathogénicité d'O. volvulus est indispensable afin de déterminer
des zones prioritaires de distribution de l'ivermectine.

Classiquement, les parasites sont identifi€s, apres dissection, par des méthodes
faisant appel & la morphologic et 2 l'anatomie, 2 la biométrie ou aux colorations
histochimiques. La distinction des onchocerques animales et humaines adultes peut €more
ainsi réalisée 2 partir de caraciéres morpho-anatomiques et depuis peu, par le nombre de
chromosomes. En revanche, le recours a 1'électrophorgse isoenzymatique n'a pas permis
de distinguer les formes savanicoles des formes forestietres d'O. volvulus. Récemment,
quelques sondes d'ADN basées sur des séquences rép€tées (150 pb) ont €1€ mises au
point A partir d'onchocerques originaires d'Afrique de 1'Quest. Elles permentent de
distinguer, chez les adulites et les larves infectantes, les onchocerques animales des
onchocerques humaines, et dans certains cas, les populations d'0. voivulus de forét et
de savane. Ces travaux ont 1nis en €vidence une corrélation entre populations du
parasite et épidémiologie de 1a cécité. Cependant, I'application de ces sondes aux autres
régions on sévit I'onchocercose est d'autant plus discutable que ces outils se sont révelés
parfois inefficaces sur des populations de parasites d'autres localités d'Afrique de
I'Ouest.

Ce constat vant particuligrement pour le Cameroun ol la situation
£pidémiologique est plus complexe et ne présente pas une dualité de 'onchocercose
selon les zones bioclimatigues. Dans ce contexte, il nous a donc semblé important
d'étudier : (7) la variabilit€ génétique d'0. volvuus a différents niveaux, entre les foyers,

entre les patients, entre les nodules (internodulaire) et entre les vers d'un méme nodule
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(intranodulaire), (ii) la relation entre des souches du parasite et la gravité de la
symptomatologie dans différents foyers bien définis, (i) les flux de genes chez le
parasite compte tenu des phénomenes migratoires humains mais €galement des vecteurs
(simnlies).

Le choix de nonvean margueurs devait donc répondre a une double exigence :
une résolution suffisante pour séparer les populations du parasite et la possibilité
d'utiliser du matériel conservé séché ou dans l'alcool ce qui facilite grandement les
récoltes de matériel, notamment dans des foyers €loignés. Ainsi, les marqueurs RAPD
(basé sur l'amplification aléatoire de I'ADN) et des séquences microsatellites ont
successivement €t expérimentes.

. L'objectif de cette étude a donc ét€ axée sur la variabilité génétique d'0.
volvulus en liaison avec les différents faciés épidémiologiques de I'onchocercose et
sur le développement de nouveaux outils diagnostiques afin d'identifier les
populiations parasitaires potentiellement pathogénes pour 1'homme.

Cette €tude s'intgre en fait dans le cadre d'un plus vaste projet financé par
I'Union Européenne (projet STD III) qui se propose d'étudier la variabilité génétique
d'0. volvulus en Afrique de 1'Ouest (Sierra-Leone), Afrique Centrale (Cameroun) et en
Afnique de 1'Est (Tanzanie). ,

"Avant de présenter les résuitats de nos recherches, nous avons rappelé les
€léments essentiels de 1'épidémiologie de l'onchocercose au Cameroun et de son

diagnostic.
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CHAPITRE 1

Position du probleme

1. Le cycle d'Onchocerca volvulus (voir Figure 1)

La filaire O. volvulus ne se développe que chez I'homme, et n'a donc pas de
Téservoir animal, bien qu'elle ait pu €tre transmise expérimentalement au chimpanzé
(DUKZE, 1980). Son développement requiert un hdte définitif, I'homme, et un hdte
intermédiaire vecteur, la simulie. Chez 1'homme, 1a filaire adulte vit dans le derme, dans
des nodules ou sont regroupes plusieurs individus. Les vers femelles sont plus longs (50
4 70 cm) que les vers méles (2 2 5 cm) et vivent de 12 3 15 ans.

- Seules les femelles de simulies piquent et ingérent des microfilaires lors du
1epas de sang indispensable 2 la maturation des oeufs. Ces parasites traversent 1a paroi
stomacale puis gagnent la cavité générale et les muscles thoraciques (muscles indirects
du vol). Les microfilaires 's'épaississent alors et donnent naissance aux formes dites
"saucisses”, facilement reconnaissables 2 leurs queues effilées. Celles-ci subissent une
premiere mue donnant naissance au deuxie¢me stade larvaire (L2). Cette larve 1.2
grandit et mue 2 son tour, se transformant en stade I (I.3). La larve infectante est la
larve de troisieme stade sortie des muscles thoraciques : elle est tres mobile et se
déplace activement dans la cavité générale de tout le corps de l'insecte mais gagne de
préférence la téte et les picces buccales. Elle peut sans doute survivre assez longtemps ;
la durée de la maturation des larves chez la simulie varie selon la température extéricure
et donc la saison (6 4 8 jours) et montre des différences en fonction de l'espece de
simulie concernée. -

~ Lorsqu'une simulie pique I'homme pour prendre un repas sanguin, clle dépose
sur la pean, autour de la pigfire, les larves infectantes (larves 1.3) du parasite. On ignore
encore comment clles cheminent de fagon précise et se développent dans le derme sous-
cutan€. La latence parasitaire, c'est 2 dire le temps qui sépare la pénétration de 1a larve

infectante (L.3) dans l'organisme humain et l'apparition de microfilaires dermiques a €t€
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estimée entre 7 mois et 2 ans pour les cas extrémes, avec une moyenne de 12 3 15 mois

(PROST, 1980).

1. Le genre Onchocerca

D'apres l'analyse de crittres morphologiques, la naissance du genre Onchocerca
et son évolution principale paraissent s'€tre effectuées en Afrique, oll se trouvent
I'espce 1a plus primitive et le plus grand nombre d'especes (BAIN, 1981) ; clle semble
s'étre déroulée A une période géologique relativement trés modeme, comespondant pent-
&tre 2 1'établissement des Equidés en Afrique, au Pléistocene.

Selon BAIN (1981), plusieurs hypotheses €pidémiologiques peuvent €tre tirées de la
phylogénie : «

- le genre Onchocerca est un genre moderne, en cours de spéciation, et on gdoit
s'attendre A découvrir encore de tries nombrenses especes.

- L'espece humaine, 0. volvulus, est extrémement proche de certaines especes connues
chez les Bovidés africains de savanes, et, en particulier, d'0O. ochengi. Tl faut la
considérer comme un parasiie encore relativement mal adapt€ a I'homme, ce qui
explique vraisemblablement pourguoi les microfilaires sont anssi mal tolérées.

- Cependant, 1l ne semble pas que le nodule soit assimilable 2 une réaction de défense
de l'organisme vis-a-vis d'un parasite mal toléré. O. volvulus et les aotres formes
nodulaires de Bowvidés constituent une petite lignée homogeéne et les especes
morphologiquement plus primitives dont elles dérivent ne se développent pas dans des
nodules. Le nodule apparait donc comme une formation induite par ces espces
d'onchocerques, et favorable 2 leur développement, car les onchocerques sont
fondamentalement des parasites des tissns conjonctifs.

- L'existence de petits foyers d'onchocercose humaine dans des régions tres isolées
telles que 1'Amazonie pouvait inciter 2 rechercher l'existence de réservoirs animaux
dans ces régions. La phylogénic des onchocerques ne parait pas favorable 2 ceute
hypothese. En effet, d'une fagon générale, dans l'évolution d'une lignée, le pouvoir
adaptatif et la faculté de spéciation du parasite par capture d'un nouvel hote s'observe le
plus souvent pres de son Lieu d'origine.

Dans le cas des onchocerques, il serait £tonnant qu'une spéciation d'un parasite

chez I'homme ait eu lieu en dehors de 1'Afrique, centre d'évolution et de dispersion du
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genre. L'hypothése la plus logique est donc un isolement récent de l'onchocerque
humaine en Amérique ; mais ces 3 si€cles d'isolement sont largement suffisants pour

permetire la réalisation de phénomenes de subspéciation».

TII. Epidémiologie de 1'onchocercose

Plusieurs indices parasitologiques sont utilisés dans les études €pidémiologiques
sur l'onchocercose. Il s'agit principalement de la charge microfilarienne des
communauté (CMFL : community microfilarial load) et de I'indice microfilarien ajusté
(IMFA)..

- la CMFL est la moyenne géométrique de Williams des charges individuelles
chez les sujets de 20 ans et plus, la charge individuelle étant la moyenne arithmétique
des charges microfilariennes observée (lecture 3 24 heures) dans deux biopsies cutanées
exsangues (skin-snip) prélevées a chaque créte iliague (REMME ez al., 1986).

- 'IMFA est la prévalence de la microfilarodermie ajustée selon 1'dge et le sexe
(MOREAU ez al., 1978).

LTMFA permet de définir les niveaux d'endémicité (PROST ez al., 1980) :

- hypoendémie : IMFA<35%
- mésoendémie : 35%<IMFA<60%
- hyperendémie : 60%<IMFA.

C'est au Cameroun, au début des années 60, que furent observées des différences
profondes entre les manifestations cliniques de I'onchocercose de savane ct de forét
(DUKE er al., 1966).

Ces observations ont €t€ vérifiées en Afrique de 1'Ouest lors d'enquétes
effectuées sur plusieurs dizaines de villages. La maladie est grave en zone de savane
(REMME er al., 1989) et se traduit par des atteintes oculaires entrainant jusqua 15% de
cécité (dans certains villages hyperendémiques), alors qu'en milieu forestier (2 degré
d'endémicité équivalent), l'onchocercose est beaucoup moins grave : les accidents
oculaires sont moins fréquents et les cécités tres rares (OMS, 1985).

D'abondantes observations témoignent de populations génétiquement distinctes
d'0. volvulus. Les preuves 2 1'appui de l'existence en Afrique Occidentale de formes

diff€rentes dans la savane et dans la forét, dont chacune est assocife 2 des vecteurs
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différents du complexe S. damnosum, teposent principalement sur les résuliats
d'expériences de transmission croisée (DUKE er al., 1966 ; PHILIPPON, 1978 ;
QUILLEVERE, 1979) sur volontaires ou sur chimpanz£s (DUKE, 1980), sur la
pathogénicité inégale de ces denx formes apres inoculation dans l'ceil chez le lapin
(DUKE et ANDERSON, 1972 ; GARNER et al., 1973) et sur I'€tude de certaines
ségquences d'ADN 1épétés de leurs génomes (ERTIMANN er al., 1987 et 1990 ;
ZIMMERMAN er al., 1992).

Cependant, l'opposition entre onchocercose de savane ¢t de forét est considérée
comme trop schématique (PICQ, 1983) car il existe des facies €pidémiologiques de
transition. Ceci a poussé les auteurs 3 redéfinir les différents facigs (DUKE, 1976) : 7
facigs principaux dont 4 en Afrique ont €ié ainsi décrits et répartis selon les zones
suivantes :

- forét et savane guinéenne d'Afrique de 'Ouest.
- savane soudanienne d'Afrique de I'Ouest.

- bassin du Congo.

- Afrique de I'Est.

IV. L'onchocercose au Cameroun

1) Généralités

ANDERSON er al. (1974 et 1976) ont montré qu'a charge microfilarienne €gale
dans la communanté, la prévalence ct le nombre moyen de nodules est plus €levé en
zone de foret que dans les foyers de savane. Plusicurs hypothdses peuvent expliquer
cctte différence, et en particulier, la proportion de nodules profonds impalpables scrait
plus grande en savane qu'en forét (DUKE, 1993). 1l serait donc important d'évaluer la
véracité de cette hypothgse par antopsie ou échographie.

Cependant, il semble que la distribution de la cécité due 2 1'onchocercose au

Cameroun soit complexe et qu'clie ne soit pas comrélée avec les zones bioclimatiques

(DUKE, 1981).

20



FIGURE 2

- GUINEE

ey GABON
—=————=/ EQUATORIALE

Touboro -

.. CONGO

=~
REPUBLIQUE DU CAMEROUN '
12°n
T
. —=— Limite savane-forét TCHAD
///// Moszique savane-forét A
. 10°0 |
NIGERIA
el 200 km
B

[y —




2) Les fovers du Cameroun €mudiés
Quatre foyers du Cameroun entrent dans notre €tude (voir Figure 2), deux situes
en zone de savane (Touboro et Poli) et deux autres situ€s en zone de mosaique savane-

for€t (Bafia et Sa'a).

a) Foyer de Touboro

Ce foyer se situe le long de la Vina, dans la partie nord du pays, a la frontiere
avec le Tchad. La plupart des villages sont hyperendémigues (indices microfilariens
sup€rieurs 3 80%). Le retentissement visuel de 1'infestation y est important ; il semble
cependant qu'd charge microfilarienne €gale, les répercussions oculaires de
I'onchocercose soient inféricure A celle observée en savane d'Afrique de 1'Ouest (taux de
cécité observés compris entre S 2 15% selon les auteurs) (BOUSSINESQ, 1991).

Les principaux vecteurs identifiés (TRAORE-LAMIZANA et LEMASSON,
1987) sont Simulium damnosum s.s., S. sirbanum et S. mengense, ce demnier dans une
moindre mesure. Pendant la saison des pluies, les denx especes prédominantes sont
associées avec S. squamosum, espece forestitre qui, du fait de Ja mousson, remonte vers

ie nord-est 2 cette période.

b) Foyer de Poli

Les répercussions oculaires de l'onchocercose sont importantes dans ce foyer ;
pres de la moiti€ des villages €mdié€s par BOUSSINESQ er al. (1993) présentent des
taux de cécité€ €gaux ou supérieur 2 2%. Pres de la moiti€ des villages sont en situation
hyperendémique (indices microfilariens supérieurs 2 60%).

Le parasite v est transmis par les espéces savanicoles du complexe Simulium
damnosum (S. damnosum s.s. et S. sirbanum) (TRAORE-LAMIZANA et LEMASSON,
1987). La transmission s'effectue essentiellement en saison des pluies, les gites 2
simulies n'étant productifs qu'a cette saison (QUILLEVERE er al., 1990).

c) Foyer de Bafia
C'est un foyer de lisigre savane-for€t situ€ non loin du Mbam, dans la Province
du Centre. La fréquence de certaines manifestations cliniques (nodules et
dépigmentations) correspondent au tablean typique de "l'onchocercose de forgt"
(BOUSSINESQ ez al., 1992a). Les dix huit villages étudiés (BOUSSINESQ er al.,
1992b) sont hyperendémiques (les indices microfilariens variants de 67,9 2 98,7%).
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L'onchocercose semble presque aussi cécitante en zone de limite savane-forét d'Afrique
Centrale et en zone de savane d'Afrique de 'Ouest. _

Dans la zone ¢tudiée, le principal vecteur de I'onchocercose est Simulium
squamosurn (BOUSSINESQ ez al., 1992b).

d) Fover de Sa'a-Monatélé

11 est situé dans la boucle de la Sanaga, non loin de la confluence avec le Mbam.
Tous les villages de cette zone situ€s 2 moins de cing kilometres de la Sanaga sont
hyperendémiques (BOUSSINESQ ez al., 1992c) et la prévalence des dépigmentations
cutanées y est tres élevée. Seule la moité des villages situés en premiere ligne par
rapport 2 la Sanaga présentent des taux de cécit€ sup€rieurs a2 1% (NYIOTO ez al,
1992), seuil au deld duguel on considere qu'il existe une pathologie cécitante spécifique.
Ceci indique que les répercussions oculaires de l'onchocercose dans cette zone sont
faibles, contrairement 2 ce que l'on observe dans la région de Bafia, situ€e pourtant 2
moins de 50 km.

V. Onchocercose et outils diagnostiques

Plusieurs méthodes d'identification des onchocerques ont €i€ testées sur des
parasites isolés aprés dissection, méthodes faisant appel, chez les adultes, 2 la
morphologie et 2 I'anatomie (GARMS, 1985), 2 1a biométrie chez les larves infectantes
(EICHNER et RENZ, 1990) ou aux colorations histochimiques (OMAR et SCHULTZ-
KEY, 1976). La distinction des onchocerques animales et humaines adultes a pu ainsi
étre réalisée 2 partir de caractéres morpho-anatomiques et depuis peu, par le nombre de
chromosomes (POST ez al., 1989). Par contre, le recours 2 1'électrophorese
isoenzymatique n'a pas permis de distinguer les formes savanicoles des formes
forestieres d'0. volvulus (CIANCHI ez al., 1985 ; FLOCKHART et al., 1986). Bien que
basées sur un petit nombre de populations, ces études ont montré une remarquable
hétérogénéite de 'espece O. vofvulus. Ceci est en accord avec I'hypothese selon laguelle
les différents faci¢s épidémiologiques seraient en relation étroite avec les différences
intrinseques au parasite.

Chez les larves infectantes, en revanche, seules les sondes d'ADN permettent de

distinguer O. volvulus d'O. ochengi qui peuvent €tre présentes chez le méme vecteur.
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1) Les sondes d'ADN existantes

D'une mani¢re générale, deux grandes méthodes ont £€1€ employées pour €laborer
des sondes d'ADN utilisables chez divers agents infectienx : la recherche de molécules
d'ADN caracténistiques de 'organisme €tudié (ADN kinftoplastique des leishmanies par
exemple) et l'identification, 2 l'intérieur de génomes, de régions de 'ADN qui sont 2 la
fois répétitives et caractéristiques de l'organisme €tudié. Dans le cas des filaires, la
dewxiéme méthode a donné de bons résultats.

Des séquences d'ADN hauntement répéi€es (similaires aux ADN satellites des
mammiféres) ponvant indiquer des changements €volutifs rapides, ont €t€ utilisées avec
succes pour différencier certaines especes de parasites (BARKER er al., 1986 ;
GOTTSTEIN et MOWATT, 1991). Dans le cas des filaires en particulier, certaines
sondes spécifiques ont €t€ ainsi mises au point (SIM ez al., 1986 ; DISSANAYAKE et
PIESSENS, 1990 ; KLION er al., 1991 ; GARATE ez al., 1990).

Chez O. volvulus, six sondes ont €if élaborées (PERLER et KARAM, 1986 ;
SHAH et al., 1987 ; ERRTMANN er al., 1987 ; HARNETT er al., 1989 ; MEREDITH
et al., 1989 ; ERTIMANN er al,, 1990) qui posstdent toutes les caractéristiques
communes sujvantes :

- elles sont toutes constituées d'un fragment d'approximativement 150 paires de
bases (pb) répétées en tandem, assimilables aux ADN satellites,

- l'origine géographique des €chantillons ayant servi 2 1'élaboration de ces

sondes est restreinte 2 1'Afrique de 'Ouvest,

- parmi celles-ci, on noie que la sonde pOv134 (MEREDITH er al., 1989)
reconnait spécifiquement 0. volvulus. Les sondes pSS-1 (ERTTMANN er al., 1990) et
prS-1 (ERTTMANN er al.,, 1987), plus spécifiques, sont les scules & pouvoir
Teconnaitre respectivement les populations d'0. volvulus de savane et celles de forét
(UNNASCH, 1987).

Dans le cadre de 1a lutte contre l'onchocercose, il convient d'étudier 1a variabilité
génétique du parasite en relation avec les différents facigs épidémiologiques de cette
endémie majeure. En effet, les travaux menés grice 2 I'outil moléculaire par YOCP, en
Afrique de 1'Ouest, ont mis en ¢vidence une corrélation entre les populations
d'onchocerques et Jeur pathogénicité (ZIMMERMAN ez al., 1992).
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2) Les nouveanx marqu tilis€s (voir Fieum

a) L'amplification aléatoire (Random Amplified Polymorphic DNA :
RAPD)

La technique des RAPD est une variante de la PCR (Polymerase Chain
Reaction). La PCR est une procédure rapide d'amplification enzymatique in vitro d'une
séquence d'ADN connue (SAIKI ez al., 1988). Elle a de treés nombreuses applications a
T'heure actuelle. La réaction d'amplification nécessite la présence d'oligonuciéotides
amorces qui se fixent spécifiquement aux deux extrémités de la séquence a amplifier,
sur chacun des brins ; ceci se fait tout au long des 30 cycles d'amplification constitués :

- d'une dénaturation de 1'ADN 2 amplifier,

- d'une fixation des amorces sur Ie brin complémentaire,

- d'une extension par la polymérase.

Chaque cycle permet donc de doubler la quantité d'ADN 2 amplifier ¢t on obtent
finalement une accumulation exponenticlle du fragment “cible", d'approximativement
2= fois, ol n est le nombre de cycles d'amplification. La grande spécificité de 1a PCR et
sa capacité 3 multiplier 'ADN avec une enzyme thermostable (Tag ADN polymérase)
en font une technique idéale pour lisolement d'un fragment de génome particulier.

Comme la PCR, les RAPD consistent en l'amplification de séquences d'ADN,
mais ne nécessitent pas de connaissance préalable de 1a séquence “cible”. L'utilisaton
d'une amorce aléatoire A séquence arbitraire permet par amplification au hasard, de
détecter des polymorphismes génétiques (empreinte génétique ou fingerprinting) entre
différents gé€nomes (WILLIAMS ez al., 1991 ; WELSH et McCLELLAND, 1991).
Cette technique a €1 appliquée 2 l'analyse du polymorphisme de 'ADN génomique
d'cspeéces nombreuses et variées (HADRYS ez al., 1992). Ele permet une distinction 2
plusicurs niveaux taxonomiques, par excmple, le genre chez l'itis (ARNOLD ez al.,
1991), l'espece et la sous espece chez lc moustique (WILKERSON er al., 1993 ;
BALLINGER-CRABTREE er al., 1992), 1a souche chez la souris et les schistosomes
(WELSH ez al_, 1991 ; NETO DIAS ez al., 1993), Ie cultivar chez le chou-fleur U et
QUIROS, 1991) et le clone chez certains champignons (SMITH ez al., 1992).

Une différence nucléotidique (mmtation sur une scule base) peut ainsi €ue
détectée. Le polymorphisme se maténalise par la présence (ou I'absence) ainsi que la

variabilité de tailles, de fragments amplifiés.
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Les principaux avantages de cette technique sont la possibilité de procéder a des
analyses & partir de trés petites quantités d'ADN génomique (quelques nanogrammes) et
le fait qu'aucune connaissance préalable de la séquence 2 analyser n'est nécessaire.

b) Les séquences d'ADN microsatellites
. Les séquences microsatellites, également appelées "séquences simples répétées”
sont des constituants communs du génome des eucaryotes. Elles sont constituées de
copies répétées en tandem de séquences simples de une A cing paires de bases, telles
(Adn, (CA)n, (CAC), ou (GATA),. La plupart de ces régions ont une taille inférieure 2
200 pb et 1a PCR est utilisée pour détecter des polymorphismes de longueur.

Ces séquences sont dispersées dans le génome des eucaryotes (tous les 10 kb
environ) et sont localisées dans des régions non codantes du génome (les introns par
exemple). A l'instar des séquences minisatellites, elles sont hypervariables et constituent
donc des outils intéressants pour l'étude du génome humain (SIRUGO ez al., 1992) et
de certains amimaux (DEMAS et WACHTEL, 1991 ; KASHI ez al., 1990 ; LOVE er al.,
1990 ; STEFFEN ez al., 1993). Du fait de leur fort taux de polymorphisme, les loci
microsatellites sont utilisés de plus en plus comme marqueurs dans la cartographie des
génomes (CORNALL eral., 1991 ; WEBER, 1990).

La grande variabilit€ de ces loci serait due essentiellement 2 des crossing-over
inégaux et des €changes inégaux entre chromatides soeurs et/ou des glissements lors de
la réplication ou de la réparation. Ces deux types d'événements, glissements ct/on
échanges inégaux, entralnent un nombre variable de répétitions en tandem dans les
séquences microsatellites (LEVINSON et GUTMAN, 1987 ; WOLFEF er al., 1989).
Ceci distingne les microsatellites des minisatellites dont la variabilit€ est
essentiellement doe 2 la recombinaison.

L'analyse du polymorphisme observé pour les séquences microsaicllites se fait
par la variation de la taille de ces séquences (TAUTZ, 1989), c'est 2 dire, du nombre de
répétitions du motif de base entre différents individus (voir Figure 4). Chague zone de
répétition sur le génome représente un locus dont les alleles sont définis par le nombre
de répétition de I'unité de base. Les taux de mutations sont trés variables selon les loci
et les organismes (DALILAS, 1992 ; WOLFF ez al., 1988 ; DEKA ez al., 1991).

Par comparaison avec les antres marquenrs utilisés en génétique des populations
(isoenzymes, RFLP, RAPD, ADN minisatellites) les microsatellites présentent un

certain nombre d'avantages. lls sont codominants et A transmission mendélienne, les
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taux d'hétérozygotie sont relativement importants, la localisation chromosomique est
réalisable, leur analyse par la technique de PCR permet de travailler sur de tres petites
quantités d'ADN. “

Chez 1a souris (LOVE et al., 1990), 88% des séquences €tudiées montrent des
différences entre souches, principalement pour les séquences CA/GT répétées. La
moiti€ de ces variants de taille taient détectables sur gel d'agarose.

Dans le génome de la souris on le génome humain, il existe au moins 5 x 104
séquences contenant le motif répété€ (CA)p. Leur distribution dans le génome humain
semble aléatoire, et certains des loci analysés sont hautement polymorphes avec 6
alleles ou plus. Généralement, les différences de tailles entre ali¢les sont de l'ordre de 4
a 40 pb. Cependant, les auteurs précisent qu'un des désavantages des séquences
dinucléotidiques répétées (microsatellites) est que la différence de taille entre les alleles
peut €tre faible et donc, difficile & détecter. Une solution possible a ce probleéme serait
d'isoler des répétitions constituées de 3, 4 ou 5 nucléotides.

L'emploi de ces séquences répétées en plus des digestions par enzymes de
restriction a servi-de marqueur de polymorphisme permetiant de caractériser des
individus de plusieurs especes d'ongulés (SWAIGER ez al., 1992). Les sondes
oligonucléotides (CAC)s/(GTG)s et (CA)g/(GT)g utilisées en hybridation avec des
digestions d'ADN génomiques semblent €tre les plus performantes pour individualiser
lenrs €chantillons. Les séquences cibles (GTG)y ou (CAC), sont localis€es dans les
espaceurs (“spacers”) inter-géniques et dans les introns des genes. Les différences de
longueurs de ces séquences sont dues an taux de mutation €levé dans ces parties du
génome.

Le polymorphisme de longueur de simples s€guences (Simple Sequence Lenght
Polymorphisms : SSLP) s'est avéré étre un outil efficace et informatf sur les systémes
de reproduction et sur la structure génétique des populations de globicéphales
(Delphinidae) (SCHLOTTERER ez al., 1951). T

Le clonage et le séquencage de ce type de séquence a partir de 11 différentes
especes de baleines ont mont€ une conservation inhabituelle des séquences flanquant
ces loci. Sur les 11 loci étudi€s sur différentes especes de baleines, un seul s'est avéré
€ire monomorphe.

Les marqueurs microsatellites sont neutres, codominants a transmission
mendélienne (LITT et LUTY, 1989 ; WEBER et MAY, 1989) ce qui explique 1'intérét

qu'ils suscitent dans de nombreux domaines. IIs sont en effet utilisés en médecine légale
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pour des tests de paternité (EPPLEN, 1992) ou d'analyse de tissus (ROEWER er al.,
1991), pour la cartographie des génomes (HUANG er al., 1992 ; ERLICH et
ARNHEIM, 1952 ; LOVE ez al., 1990) et, pour 1'étude de 1a structure des populations et
des flux de génes (AMOS er al., 1993 ; QUELLER er al., 1993 ; WALL er al., 1993 ;
EDWARDS et al., 1992).

Ces séquences seraient impliquées dans des changements de conformation de
T'ADN 2 l'origine de réarrangements génomiques (LEWIN, 1990 ; NORDHEIM ct
RICH, 1983) on 2 des aungmentations d'activité des genes (STALLINGS er al., 1991).

Bilan du Chapitre I

Apres avoir brigvement rappelf les données récentes sur le cycle
d'0. volvulus et sur la phylogénie du genre Onchocerca, nous avons
présenié les caractéristiques générales de 1'€pidémiologie de
l'onchocercose. L'onchocercose an Cameroun a €i€ ensnite abordée
par 1a breve description des 4 foyers qui font I'objet de notre éude.

La complexité de I'épidémiologie paraissant étre li€e aux souches du
parasite, les outils diagnostiques disponibles et les techniques récentes
quil est envisageable d'ntiliser pour en développer de nouveaux ont
¢t€ décrits.
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CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

1. Le matériel biologique

1) Récolte du matériel biol
La récolte du matériel biologique a eu licn au cours d'une mission réalisée dans

quatre foyers du Cameroun sous la direction de médecins de I'antenne ORSTOM aupres
du Centre Pasteur de Yaound€. Sur l'ensemble des quatre foyers, 14 patients ont €16
examinés et nodulectomis€s. Plusieurs nodules ont €t€ préleves sur chacun d'eux ; en
tout, 48 nodules ont €t€ excisés. Apres digestion 2 la collagénase, le nombre moyen de
vers observe par nodule €tait de 2. '

Les vers de chaque nodnle sont €tudi€s individuellement ce qui nous a permis
d'envisager la variabilité génétique du parasite a diff€rents niveanx (voir Figure 5) :

- entre les foyers,

- enire les patients,

- entre Jes nodules (intetnodulaire),

- entre les vers d'un méme nodule (intranodulaire).

2) Préparation du matériel
. Apres excision, les nodules sont rincés dans une solution de SDS 2 1%, ce qui
est une précaution contre le VIH (en le détruisant). Les fragments de tissu humain
Testant en exces autour du nodule sont précautionneusement retires a 'aide d'un scalpel.
Les nodules contenant 0. volvudus ont €t digérés directement sur le terrain 3 la
collagénase (SCHULTZ-XEY et al., 1977). A cette fin, ils ont €i€ placés dans une
solution de collagénase (4 mg/ml dans du milieu de Hanks) contenant 100 mg/ml de
gentamycine et incubés 2 37°C de 8 2 24 heures selon 1a taille du nodule.

Quand les tssus nodulaires ont €t€ entidrement digérés, les vers ont €i€ isolés

dans du sérum physiologique et remis dans du milien de Hanks pendant une 2 denx
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heures de fagon 3 se débarrasser le plus possible du tissu humain restant. Les vers ont
ensuite ét€ trempés dans du sérum physiologique contenant 10 mM EDTA afin d'éviter
an maximum les dégradations par les DNases. :

Les vers ont enfin été placés dans des tubes et stock€s dans 1'azote liquide ou
dans I'alcool absolu & -20°C et répertoriés selon la nomenclature indiquée ci-dessous :

N° du patient N° du ver

N

T N° du nodule
Foyer

Foyer : Touboro (T), Poli (P), Bafia (B) et Sa'a (5).
Ainsi T1-1-1 et T1-1-2 sont deux vers du méme nodule (nodule n°1) provenant d'un

patient de Touboro (patient n°1).

3) Extraction de JADN

L'ADN a éié extrait d'aprés la technique décrite par MEREDITH ez al., en 1989.
Les vers sont lavés dans du PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM
Na,HPO,.7H,0, 1,4 mM KH,PO, pH 7,3) et du tampon TEN (50 mM Tris-HCl, 5 mM
EDTA, 150 mM NaCl, pH 7,5) trois fois de suite. Les parasites sont alors plongés dans
1'azote liquide et broy€s 2 l'aide d'un mortier. Le broyat est transféré dans un tube en
polypropyléne contenant du tampon TEN (1,8 ml par femelle adulte) (voir Annexe 1).

Du N-Lauryl sarcosine et de la protéinase K sont alors ajoutés a des
concentrations finales de 1% (poids/volume) et 200 pg/ml respectivement. Le mélange
est incub€ 2 50°C pendant an moins six heures. On ajoute alors de la ribonucléase A
(RNase) 2 une concentration finale de 100 gg/ml et on incube le mélange a4 37°C
pendant 30 minuates. L'ADN est ensuite extrait au phénol-chloroforme et précipité€ a
I'éthanol absolu (voir Annexe 3). 11 est séche et repris dans 100 pl de tampon TE (Ttis
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).
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Des extractions d'ADN sur d'autres especes de filaires ont €galement €t
pratiquées afin de pouvoir les comparer avec les résuitats obienus pour O. voivulus. 11
s'agissait de : ‘

- Dirofilaria immitis Leidy, 1856 gui est une filaire du chien et de certains autres
Carnivores sauvages.
- D'autres espdces du genre Onchocerca, cssenticllement parasites de bovins
domestques :

- 0. gurturosa Neumann, 1910, cosmopolite.

- 0. lienalis Stiles, 1892, dont la répartition est limitée A la région holartique et 4
I'Australie.

- 0. gibsoni Cleland et Johnson, 1910 rencontrée uniquement en Asie et en
Australie.

- 0. dukei Bain et coll,, 1974, que l'on trouve dans les régions Afrotropicales.

- 0. ochengi Bwangamoi, 1969, également Afrotropicale.

1. Evaluation des sondes d'ADN disponibles

Les €chantillons d'ADN extrait des vers du Cameroun ont €1€ testés 2 1'aide de
certaines sondes développées en Afrique de 1'Ouest.

1) Transfert

Les membranes de Nylon chargé (Nylon N+) sur lesquelies on effectuera le
transfert sont coupées 2 Ia dimension vonlue et trempées dans du tampon SSC (150 mM
NaCl, 15 mM Nas citrate 2 H;0 pH 7,0) concentré denx fois. L'ADN est ensuite
dénaturé dans une solution de soude et de sel (NaOH 0,4 N ; NaCl 1,5M). Les solutions
d'ADN dénaturé (100 ng par échantillon) sont directement déposées par "taches” (Dot-
Blot) 2 l'aide d'un appareil de transfert sous vide. Les membranes peuvent étre
conservées longtemps 3 sec si on ne désire pas réaliser 1'hybridation immédiaterent
(SAMBROOK er al., 1989).

2) Hybnidation
Les échantillons du Cameroun ont £1€ testés avec deux sondes oligonucléotdes ;

la sonde 59 gni est spécifique d'0. vofvulus et pSS-1 qui est spécifique des souches
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d'0. volvulus de savane d'Afrique de 1'Ouest. Les deux sondes (oligonuciéotides) sont
marquées 2 la digoxigénine (marquage non radioactif)  leur extrémité 3'.
- Les membranes sont préhybridées pendant une heure 2 50°C dans un bain-marie

agitant avec au moins 20 ml de solution d'hybridation contenant :

-5XSSC,

- ]ait en poudre écrémé (agent bloquant) 1% w/v,

- n-lauroyl sarcosine 0,1% w/v,

- SDS 0,02% wlv,

par 100 cm? de membrane. On ajoute alors 100 ng de sonde marquée ct on
incube le mélange pendant au moins 6 heures a 50°C.

Les membranes sont ensuite lavées deux fois 5 minutes 4 50°C avec au moins 50
ml de tampon 2 X SSC ; SDS, 0,1% (w/v) par 100 cm? de membrane et deux fois 5
minutes 2 50°C avec du tampon 0,1 X SSC; SDS, 0,1% (w/v). Les membranes peuvent
€ire directement utilisées pour la révélation ou €tre stockées au sec.

La détection se fait 2 l'aide d'anticorps conjugués anti-digoxigénine et la
Tévélation sur film autoradiographique.

III. L'amplification aléatoire (RAPD)

1) Protocole de PCR aléatoire (RAPD)
L'amplification se fait dans une solution (25 ) contenant :
- 10 mM Tris-HCl (pH 9,0),
=50 mM K(l,
- 0,1 % Triton X-100,
<4 mM MgCly,
- 0,2 mM dATP, dGTP, dCTP et dTTP,
- 20 picomoles d'amorce (décamere),
- 20 ng ADN a amplifier,
- 1 unité de Tag ADN polymérase.
Un témoin négatif (C-), constitué uniquement d'eau distillée 2 laquelle on ajoute

du mélange réactionnel dans les mémes proportions que celles utilisées pour les autres

échantillons est également amplifi€ pour détecter les contaminations.
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Quarante cing cycles d'amplification sont effectués sur les €chantillons a tester
ainsi que sur le témoin négatif, un cycle étant constitué de : 1 minute & 94°C
(dénaturation), 1 minute 2 35°C (fixation des amorces) et 2 minutes A 72°C
(8longation). Une étape préalable de 5 minutes 2 92°C (dénaturation) et une £tape
d'élongation finale (15 minutes) 2 72°C sont gjouides afin d'optimiser l'amplhification.

Les échantillons obienus apres amplification sont déposés (20 pl) sur gel
d'agarose 4 1,4 % coloré an bromure d'éthidium. Le gel est ensuite photographié sous
lumigre U.V. (260 nm) avec une pellicule Polaroid.

Des paires d'oligonucléotides ont également €€ utilisées afin de comparer les

résultats avec ceux obtenns par amplification a l'aide d'une senle amorce .

L'analyse des données obtenues par amplifi

Les données recueillies par la technique des RAPD (différents profils
d'amplification) ne penvent étre interprétées qu'au moyen de méthodes phénétiques. Ces
méthodes se proposent de reconstruire des arbres phénftiques en partant des
Tessemblances observées entre chaque paire d'unités évolutives (UE). Cetie
ressemblance est une ressemblance globale établie 4 partir du maximum d'obscrvations
disponibles ; celles-ci doivent cependant représenter un ensemble homogene.

Ces méthodes n'ont un sens phylogénétique qu'a la condition d'y introduire des
hypothéses volutives extrinséques, de telle manitre que la similitude globale puisse
£ire interprétée en terme de filiation (DARLU £t TASSY, 1993).

Les données observées pour un individu sc préscntent sous forme d'une
succession de bandes €chelonnées sur un gel d'agarose. Un individu sera caracténsé,
dans notre cas, par la présence ou I'absence d'un certain nombre de bandes répartes le
long d'un profil. Les distances entre individns sont donc calculées en décomptant le

nombre de caractéres (bandes) concordants et le nombre de caracigres discordants.
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Deux indices ont €€ utilisé€s afin de calculer les distances entre individus :
- I'indice de similitude de Jaccard (1908) :

nbb
K —naa

Sij =
- l'indice de concordance simple de Sokal et Michener (1958) :

Sij = naa-+ nbb
K
ol i et jreprésentent deux UE,
K l'ensemble de caracteres,
naa signifie que 1'on observe n caracieres dans 'état g chez 1'UEI et chez 1'UE;.

Le premier indice (Jaccard) ne prend en compte que la présence conjointe de l'un
des deunx états (présence d'une bande dans notre cas), l'autre €tat étant considéré comme
non informatif. Le second indice (Sokal et Michener), au contraire du premier, tient
compte de la proportion de caracteres qui sont dans le méme €tat (présence ct absence)
chez deux individus.

Le calcul de ces indices a permis de construire des matrices de distances qui
permettent d'établir des arbres phénétiques.

Les calculs de similitudes, les matrices de distances et les arbres phénétiques ont
€té €tablis 2 I'aide d'un logiciel informatique de construction d'arbres : PHYLIP (c)
(Phylogeny Inference Package, version 3.4). Les arbres phénétiques ont €t€ construits
par méthode agglomérative de lien moyen ; de plus, les regroupements ont €€ faits de
maniere non pondérée (UPGMA : unweighted pair-group method of arithmetic

averages).
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IV. Les séquences microsatelliies

1) Isolement de séquences microsatellites (Figure 6)

a) Préparation du clonage

L'ADN utilis€ pour isoler des s€quences microsatellites a €i€ extrait de plusieurs
vers issus d'un méme nodule qui avait €€ excis€ d'un patient de Touboro (savane
camerounaise). L'extraction s'est faite sur les vers regroupés selon le protocole décrit ci-
dessus. La présence d'ADN humain a €i€ contrdlée par amplification 2 l'aide d'amorces
spécifiques de séquences microsatellites humaines, ce qui permet de révéler la présence
d'ADN contaminant méme 2 1'é1at de traces.

L'ADN génomique total (10pg) a €€ digéré a l'aide des enzymes de restriction
Haelll, Alul, Tagl, Hinfl et Sau3A A 37°C pendant au moins 6 heures. La digestion a €té
testée ensuiie sur gel d'agarose A 0,8% ; 1a taille des fragments ainsi obtenus était
comprise entre 200 et 500 paires de bases environ. Les fragments digérés ont £t
réparés 2 l'aide de l'enzyme de Klenow (ADN polymérase) et ont alors €t€ purifiés au
phénol-chloroforme et précipités 2 I'éthanol absolu (voir Annexe 3).

Le clonage a €€ effectué dans un virus bactériophage : le vectenr M13. Celui-ci
permet, 3 partir de fragment d'ADN bicaténaire 2 cloner, d'obtenir des fragments purs,
monocaténaires directement utilisables pour le séquengage par la technique de Sanger
(voir Figure 7). Le vecteur utilisé (M13 BM20) circulaire (211g) est digéré par l'enzyme
de restriction £coRV 2 37°C pendant au moins 6 heures. La digestion est testée sur gel
d'agarose, et le vecteur ainsi linéarisé est ensuite déphosphoryl€ 2 1'aide d'une enzyme,
la phosphatase alcaline (une heure 2 50°C), pour éviter qu'il ne se referme (“religation™)
et ne Teprenne sa forme circulaire originelle. Apreés déphosphorylation, le vecteur est
purifié A I'aide de billes de silice (Gene-Clean™).

b) Clonage
L'insertion des fragments (20ng) dans le vecteur (20ng) se fait 2 'aide de la
T4 ADN ligase 2 température ambiante pendant au moins six heures. De plus, une
ligation est effectude avec du vecteur seul pour vérifier qu'il a bien ét€ déphosphoryi€ et
que par conséquent, il ne se referme pas sur lui-méme. Le vecteur M13 dans lequel des
fragments d'ADN 2 cloner ont ét€ insérés est ntilis€ pour transformer des bactéries
(HANAMAN, 1983) (Escherichia coli, souche XL1) apres que ces dernigres ait €1é
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Tendues compétentes (apte 2 intégrer le bactériophage) ; ceci se fait selon le protocole
suivant :

- Une préculture de bactérie (E. coli, souche XI1-1) est lancée dans 5 ml de
milien de colture (2TY : voir Annexe 2) & 37°C pendant la nuit.

- Quelgues gouttes de milicu conicnant des bactéries sont mises en culture 3
37°C, mélange qui fournira les cellules indicatrices,

- inoculation au 1/100%°= de 100 ml de milien 2TY et incnbation 2 37°C jusgu'a
ce que la culture ait atteint la densit€ optigue (DO) de 0,3 pour une longueur d'onde de
600nm.

- arrét de la culture sur glace pendant 15 minutes,

- centrifugation 2 3500 tr/mn pendant 5 minutes,

- enlever le surnageant , ajouter la moiti€ du volume initial de chlorure de
calcinm (0,1 M Ca(l,) stérile froid et agiter,

- laisser reposer sur glace pendant 30 minutes puis centrifuger 5 minutes 2
3500 tr/mn,

- enlever le sumageant ot re-suspendre Ie culot dans 1/20%< du volume initial
avec du CaCl, stérile froid,

- laisser quelques heures sur glace (Ies cellules compétentes peuvent £tre gardées
2 4°C pendant une nuit).

- La solution contenant des fragments d'ADN insérés dans lc vecteur est
aliquotée (en 20 aliquotes environ),

- le volume de chague aliquote est rameng 2 100y avec du CaCl, stérile froid,

- 300y1 de cellules compétentes sont ajoutes ; le mélange est agité doucement et
laiss€ sur glace fondue au moins 1 heure,

- le mélange est alors incubé 2 42°C (choc thermique) pendant 3 A 5 minutes
(moment ol le phage pénttre dans les bactéries),

- pour un tube en polypropyiene préparer le mélange :

4013 X-Gal (5-bromo-4-chioro-3-indolyl-B-galactoside) 2 2% dissout
dans de ia diméthylformamide (DVMEFO) (w/v),

40p1 IPTG (isopropyl-B-D-thio-galactopyranoside),

20014 de cellules indicatrices,

- pour chaque ligation, le mélange précédent est ajout€ ainsi que 5 ml de gélose
molle maintenue A 45°C,

- agiter doucement,
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- le mélange est alors coulé dans une boite de Pétri contenant un milien gélosé
(2TY agar : voir Annexe 2). _

- Les boites de Pétri sont alors incubées pendant la nuit & Tétuve 2 37°C.

La visnalisation se fait 3 l'aide d'une réaction colorée : les clones blens €tant
ceux qui n'ont rien ins€ré, tandis que les clones blancs représentent ceux qui ont inséré
un fragment d'ADN.

Une banque génomique partielle ("shotgun cloning™) est ainsi construite, chaque
plage blanche visible sur les boites de Pétri représentant des baci€riophages ayant
intégré un fragment d'ADN génomique d'0. volvudus.

c) Isolement des clones positifs

Des répliques de cetie banque sont produites par diffusion des phages sur
membrane de nylon chargée. Les membranes rondes sont stérilisées, trempées dans une
culture bactérienne (E. coli, souche X1.1) et séchées sous hotte stérile. Elles sont ensuite
placées pendant une henre 2 4°C sur les boites de Pétri qui contiennent I'ADN
génomique cloné. Les membranes sont transférées sur des boites de gélose fraiche et
incubées au moins 4 heures 3 37°C. Les bactériophages ainsi amplifi€s sur membranes
sont ensnite dénaturés dans NaOH, 0,5N ; NaCl, 1,5M et les membranes neutralisées
dans du tampon 2 X SSPE. Elles peuvent €tre stockées séches ou utilisées
immédiatement.

Afin d'isoler les clones contenant des séquences microsatellites :

- des sondes polymérisées (CA)p/(GT)q et (GA)W/(CT), ont été utilisées pour détecter
respectivement des séquences microsatellites (CA)p/(GT), et (GA)/(CT)y

- des sondes oligonucléotides (GATA), et (CAC)s ont éi€ ntilisées pour détecter
respectivement des séquences microsatellites GATA et CAC répétées.

Les sondes polymérisées sont marquées par la technique de I'amorgage au hasard
(FEINBERG et VOGELSTEIN, 1983) en présence de [o3?P] dCTP et les sondes
oligonucléotides par marguage terminal (kinase) en présence de [¥2P] ATP.

La préhybridation (au moins une heure) et I'hybridation (au moins 6 heures) ont
£t€ effectuées 2 65°C dans une solution contenant 0,5% de lait en poudre écrémé, 5 X
SSPE, 1% SDS, 100pg/ml d'ADN de sperme de saumon dénaturé. ‘

Les membranes ont ensuite €€ lavées deux fois dans une solution de 2 X SSPE,
0,1% SDS 2 65°C pendant 10 minutes suivi d'un lavage de 15 minutes en 0,5 X SSPE,
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0,1% SDS. Les membranes sont séchées et autoradiographi€es avec des €crans
intensifiants 3 -70°C pendant 2 3 16 heures. .

Les clones positifs sont repérés sur le film autoradiogmphiquc car apparaissant
sons forme de spots noirs. Les films sont placés en correspondance sur les boites de
Pétri afin de localiser le clone directement sur la boite.

d) Préparation des formes simples brins (voir Figure 7)
Les formes simples brins (matrices) ont €t€ isolées 2 partir de plaques positives
(MESSING, 1983) selon la technique suivante :
une préculture d'E. coli souche X1 ~1 est préparée par ensemencement de 5 ml de milien
de culture (2TY).
- “"Amplification” des clones positifs (pres d'une flamme)
- inoculer an 1/100% e du milieu 2TY avec les bactéries issues de la préculture,
- répartir le mélange par 2 ml,
- prélever un clone positif (clone blanc) par carottage sur la boite de Pétri 2 T'aide
d'une pipette pasteur stérile,
- ajouter un clone positif par tube de mélange et agiter pendant 5 heures 2 37°C.
- 1¢= centrifugation : 3500 tr/mn pendant 5 minutes,
- 2&me centrifugation : transférer le surnageant dans des microtubes et centrifuger
2 15.000 tr/mn pendant 3 2 4 minutes.
- Précipitation au polyéthyléne glycol (PEG)
- transférer le surnageant dans des microtubes et ajouter 200p1 de PEG-NaCl,
- agiter et attendre 15 minutes,
- 3&me centrifugation : 15.000 tr/mn pendant 5 minutes,
- 2 l'aide d'une pipette pasteur stérile effilée, aspirer et jeter le sunageant.
- Extraction au phénol
- re-suspendre le culot dans 2001 de tampon TE X (Tris-HCl 10mM, EDTA
1mM pH 8,0),
- ajouter un méme volume (200) de phénol saturé, agiter fortement et laisser
reposer 15 minutes,
- centrifuger 2 15.000 tr/mn pendant 3 2 4 minutes,
- récupérer 190 de sumageant dans un microtube.

- - Précipitation 2 1'éthanol
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- ajouter 1/10%= de volume d'acétate de sodium 3M et 3 volumes d'¢thanol
absoln glacé,

- laisser reposer 2 -80°C pendant 30 minutes ou a2 -20°C pcﬂdant la nuit,

- centrifuger 2 15.000 tr/mn pendant 15 minutes et aspirer 1'éthanol avec une

pipette effilée,

" - laver le précipité avec 3 volumes d'éthanol 2 70% glace et centrifuger 2
15.000 tr/mn pendant 10 minutes,
- Tetirer le swmageant,

- sécher le précipité pendant quelques minutes sous vide,

- re-suspendre e précipit€ dans 2541 de TE X ou Tris 5mM piH 8,0 et conserver

a-20°C.

Le vecteur qui a intégré le fragment d'ADN contenant fort probablement une
séquence microsatellite est pret A £tre séquence.

£) Le séquencage
Le séquengage se fait par Ia technique des terminateurs de chaines (SANGER er
al., 1977) a I'aide d'amorces M13 fluorescentes sur un séquenceur automatique (Applied
Biosystems, Inc.). Les produits d'amplifications sont marqués par quatre types
d'amorces du bactériophage M13 associées chacune 2 un type de terminateur de chaine
(ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP). Unec matrice est donc séquencée en quatre
aliquotes différentes, une pour chague type de base.

Chague matrice est préparée selon le protocole suivant :

Base

Réactifs A C G T

d/ddNTP Mix - - 1pd RRRE $ 51 2ul o2l
Dye primer Iyl i 2u 2ul
Tampon 5X 1pd g o 2ul 2ul
ADN 1pl 1 2 2ul
Enzyme dilude 1l -1 24l 2u1
Volume Total Sul S5 c 10l 10ul



L'enzyme utilisée (Tag ADN polymérase) est diluée an préalable (pour un
échantillon) selon le protocole suivant :

- 4 pnités (0,5(1) d'enzyme,

- 1pl de tampon de séquengage concentré cing fois (400mM Tris-HCl, pH 8,9 ;
100mM sulfate d'ammonium ; 25mM MgCl,)

- 5,5l d'eau distillée.

Chaque mélange réactionnel est recouvert par environ 20l d'huile minérale et
centrifugé brievement afin de bien séparer les denx phases.

L'amplification est conduite sur un “thermocycleur” programmé comme suit :
12~ phase : pendant 15 cycles

- dénaturation 2 95°C pendant 30 secondes,

- fixation des amorces 2 55°C pendant 30 secondes,

- ¢longation 2 70°C pendant 1 minute.
2%me phase : pendant 15 cycles

- dénaturation 3 95°C pendant 30 secondes,

- élongation 2 70°C pendant 1 minute.

Les échantillons sont rassemblés (le contenu des quatre réactions A, C, G et T)
dans un tube contenant 80yl d'éthanol a 95% et 1,54t d'acétate de sodium 3M (pH 5,3)
en prélevant le moins d'huile possible. Chague tube contenant une séquence est laissé 2
température ambiante pendant 10 2 15 minutes pour gue la précipitation soit complete
puis centrifugg pendant 15 2 30 minutes 2 15000 tr/mn. On retire alors le surnageant ; le
précipité est rincé avec 250y d'éthanol 2 70% ct le tube centrifugé 5 minutes 2 15000
tr/mn. On seche ensuite le précipité sous vide pendant 2 & 3 minutes en €vitant le sur-
séchage.

Avant de charger les échantillons sur gel d'acrylamide ayant déja subit une pré-
€lectrophorgse, les culots sont resuspendus dans 6l d'un mélange 5/1 (v/v) de
formamide déionisée et AEDTA 50mM (pH 8,0). Les échantillons sont alors dénaturés
a 90°C pendant 2 minutes.

Les €chantillons sont chargés sur gel d'acrylamide 2 8% en condition
dénaturante (contenant de I'urée 7M) et 1'électrophorgse est effectuée sous une tension
de 1500 V (25-30 mA) pendant 12 heures. Les résultats sont analysés alors par un
ordinatenr relié directement au séquenceur, A l'aide d'un logiciel d'analyse et les

séquences sont interprétés (Figure 8).
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f) Amplification des séquences microsatellites

Des amorces pour la PCR ont €t€ choisies a partir des régions flanquant les
séquences microsatellites. Ces amorces ont €i€ choisies a l'aide d'un programme
informatique pour €viter la formation de dimeres (autohybridation entre amorces) et
synthétisées sur un synthétiseur d'ADN (Applied Biosystems, Inc.).

Les produits d'amplification obtenns a l'aide d'amorces de séquences
microsatellites sont rév€l€s par autoradiographie de gel d'acrylamide, car le marquage
de 'ADN est effectué par incorporation de soufre 35 lors de la réaction de PCR sous
forme de dATP marqué.

Classiquement, la réaction d'amplification est menée dans les conditions
suivantes : '

- 10mM Txis-HCl (pH 9,0),

'~ 50mM KCl,

-0,1% Triton X-100,

- 1mM MgCl,

- 75uM dGTP, dCTP et dTTP,

- 6UM dATP,

- 0.2 41 [05S] dATP,

- 20 picomoles de chaque amorce,

"~ de 20 2 40ng d'ADN 2 amplifier,

- 2 unités de Tag ADN polymérase.

- eaun distillée QSP 251

L'amplification se fait sur un “thermocycleur” programmé comme suit :
- 1 cycle 2 94°C pendant 5Sminutes
© - 20 cycles comprenants : :
- une dénaturation 2 94°C pendant 30 secondes,
- - une fixation des amorces 2 58°C pendant 30 secondes,
- une €longation 2 72°C pendant 30 secondes,
- 1 cycle d'élongation finale a 72°C pendant 15 minutes.

Il est cependant nécessaire d'optimiser les €iapes successives menant 2

l'obtention d'un résnitat interprétable. En ce qui concemne I'étape d'amplification, les

parametres de la réaction doivent €tre établis avec précision afin d'avoir une bonne
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reproductibilité des résnitats. Lors de tests préalables, différentes concentrations des
différents réactifs intervenants dans l'amplification ont €t testé;s, la concentration en
chlorure de magnésium et en ADN 3 amplifier en particnlier. La révélation sur gel de
séquence est €galement une donnée importante 3 maitriser de fagon precise.

Apres amplification, les produits de PCR sont concentrés par précipitation 3
1'¢thanol absolu (voir Annexe 3) et repris dans une solution (5/1) de formamide, EDTA
(10mM) 2 laguelle est ajouté du blen de bromophénol et du xyléne cyanol. Iis sont
dénaturés 3 95°C pendant S minnies juste avant d'€tre charges sur le gel.

g) Migration et révélation

La variabilité d'un locus microsatellite peut n'étre maiérialisée que par une
différence de 2 paires de bases (cas d'un dinucléotide répété). 1 faut donc utiliser une
méthode suffisamment résolutive pour pouvoir séparer les produits d'amplification. Un
gel d'acrylamide dénaturant (contenant de l'urée) répond 2 cetie exigence, puisque
capable de séparer des fragments d'ADN divergents 2 la base prés (PARKER er al,,
1993). Nous avons utilis€ un gel d'acrylamide dénaturant (8M urée) 2 6%. La migraton
dure environ 1 heure et demie 2 60 W (1700 V, 40 mA).

Un margueunr de taille est utilis€ pour pouvoir déterminer la position exacte, 2 la
base pres, de chaque fragment amplifi€. T s'agit, dans notre cas, de la séguence du
baciériophage M13, obtenue par séquengage manuel 2 partir de l'amorce “sens”
(-21M13).

Apres migration, le gel est fix€ dans une solution de 10% ¢€thanol, 10% acide
actique, puis séché sous vide avant d'émre placé en cassette antoradiographique, au
contact d'un film pendant au moins 6 heures 2 température ambiante.

Apres révélation du film antoradiographique, les différents paramétres 2
déterminer sont le nombre d'alitles par locus et par population et I'hétérozygotie par
locus et par population. Pour 1Ies loci émdi€s, en général, le faible nombre d'aligle

permet d'ntiliser les programmes et logiciels informatiques utilisés pour des données

allozymiques.
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Bilan du Chapitre II

Apres avoir expos€ notre plan de travail qui consistait 2 €tudier
la variabilité génétique d'0. volvulus 2 différents niveaux (foyer,
patient, internodulaire et intranodulaire), nous nous sommes attachés 2
décrire les différentes méthodes que nous avons utilisées lors de notre
étude.

Pendant une campagne de nodulectomie, 48 nodules ont €t
prélevés sur 14 patients différents ; ces nodules ont été directement
digérés sur le terrain.

Les marqueurs des populations d'O. volvulus (sondes d'ADN)
développés en Afrique de 1'Ouest ont ét€ testés sur nos populations du
Cameroun.

D'antres marqueurs génétiques ont €té recherchés et les
méthodes mises en oeuvre pour les isoler ont €i€ décrites. 11 s'agit de
la technigue de I'amplification aléatoire (RAPD) et des séquences
d'ADN microsatellites.
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CHAPITRE I

RESULTATS

I. Les sondes "d'Afrique de 1'Ouest”

1) Hybridation avec la sonde spécifique d'Q. volvulus

Tous les échantillons d'ADN d'O. velvulus du Cameroun dont nous disposions
ont £t€ tesi€s tont d'abord avec une sonde spécifique d'0. voivulus. L'hybridation avec
une sonde spécifique est la senle méthode ayant une valeur diagnostique d'espece pour
1I'ADN et cette sonde oligonucléotide utilisée ici (sonde S9) ne shybride qu'avec 'ADN
d'0. volvulus. Bien qu'O. volvulus soit la scole filaire nodulaire se développant chez
T'horome, il nous a sembl€ important de tester tous les ADN extraits de nodules humains
que nous avions isol€, afin de confirmer leur statut spécifique.

Les résultats obtenus 2 1'aide de la sonde spécifique d'0. voivulus montrent que
tous les échantillons testés (voir Figure 9) répondent positivement 2 I'hybridation.
L'hétérogéntité dans les réponses s'explique probablement par les quandiés d'ADN
transféré qui doivent €ire l€gérement différentes selon les €chantillons ; la
quantification de ces demigres de manigre précise €tant parfois difficile et/ou 1'efficacité

du transfert n'étant pas strictement identique.

2) Hybridation avec la sonde spécifique des formes de savane d'Afrique de
1'Quest

. Les m€mes échantillons d'ADN du Cameroun ont i€ testés avec pSS-1 qui est

une sonde spécifique des souches de savane d'Afrigque de 1'Ouest (voir Figure 10). La

faiblesse de certains signaux observée dans cette expérience correspond 2 celle

observée dans l'expérimentation précédente (sonde spécifique d'0. volvulus). La

quantité d'ADN transféré pent ici aussi, €tre invoquée pour expliquer une certaine

hétérogéndéité des résultats.
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Figure 9 : hybridation de I’ADN de différents isolats d’O. volvulus du Cameroun
avec la sonde oligonucléotide S9, spécifique d’O. volvulus. De 1 a 12 : vers de

Touboro ; de 13 222 : vers de Poli ; de 23 2 29 : vers de Bafia ; de 30 & 37 : vers
de Sa’a.

Figure 10 : hybridation de I’ADN de différents isolats d’O. volvulus du Cameroun avec
la sonde oligonucléotide pSS-1, spécifique des souches de savane d’Afrique de 1’Ouest.
De 124 12 : vers de Touboro ; de 13 & 22 : vers de Poli ; de 23 24 29 : vers de Bafia ; de 30
a 37 : vers de Sa’a.
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Figure 11 : amplification aléatoire de ’ADN (RAPD) d’un ver (T2-1-5) avec variation
de la concentration finale en MgCl,. M : marqueur de taille (®X-174 digéré par
Hae 1IT) donnée en pb. C- : controle négatif ; 1 : 1,5mM ; 2 : 2mM ; 3 : 3mM ; 4 :
4mM ;5 : 5mM ; 6 : 6mM MgCl,

Figure 12 : amplification aléatoire de I’ADN (RAPD) d’un ver (T2-1-5) avec variation
de la concentration finale en ADN. M : marqueur de taille ($X-174 digéré par Hae 1II)
donnée en pb. C- : controle négatif ; 1 : 7ng ;2 : 10ng ; 3: 15ng ; 4 : 20ng ; 5 : 30ng ;
6 : 40ng.



Néanmoins, quelle que soit la provenance de 1'échantillon (savane ou mosaique
savane forét), I'hybridation donne une réponse positive. La sonde spécifique des
souches de savane d'Afrique de 1'Ouest (pSS-1) s'hybride aussi bien avec certains
échantillons de Touboro, de Poli, de Bafia ou de Sa'a. Dans notre cas, cette sonde
s'avere donc inutilisable pour distinguer les formes d'0. volvulus du Cameroun pourtant

caractérisées par des pathogénicités différentes.

IL. La mise au point des RAPD

1) Adaptation du protocole

La recherche des conditions optimales pour 1'amplification nous a amené 2
ameénager les protocoles précédemment décrits pour 1'étude du matériel biologique dont
nous disposions. La fiabilité de la technique peut étre évaluée en terme de
reproductibilité des résultats ainsi qu'en terme d'intensité et de netteté des bandes
(bandes d'intensité trop faible rejetées).

Les profils obtenus pour différents ADN peuvent varier (présence ou absence de
bandes) notamment lorsqu'il y a modification du site d'appariement des amorces
(mutations, délétions, insertions...) ou variation de taille entre les deux sites
d'appariement (trop grand €loignement).

Les différents parametres et réactifs intervenants dans la réaction d'amplification
ont fait I'objet de nombreux tests.

- Une variation de la température de fixation des amorces ("annealing") ne
modifie pas significativement les résultats lorsqu'elle reste comprise entre 34°C et
40°C. Nous avons donc choisi une température moyenne d'hybridation des amorces de
36°C, température qui nous donnait des résultats reproductibles.

- La concentration en chlorure de magnésium (MgCl,) est un parametre critique
de toute réaction de PCR et demande un ajustement trés précis (WILLIAMS, 1989).
Une gamme de concentration de MgCl, variant de 1,5mM 2 6mM final a été utilisée
(voir Figure 11). Au vu des résultats obtenus, la valeur de 4mM en concentration finale
a €t€ retenue et utilisée pour toute la suite des expérimentations.

- La quantité d'ADN 2 amplifier est également un des parameétres des plus
importants dans l'amplification RAPD. Une quantit¢ d'ADN de départ (template)
comprise entre 5 et S0ng permet d'obtenir des profils sur gel d'agarose. Cependant, les
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Figure 13 : comparaison de profils obtenus par amplification aléatoire de I’ADN
humain et de différentes especes de filaires avec 1’amorce OPB-4. M : marqueur de
taille (®X-174 digéré par Hae III) donnée en pb. C- : controle négatif ; 1 : ADN
humain ; 2 : ADN de D. immitis ; 3 : ADN d’O. gutturosa ; 4 : ADN d’O. lienalis ; 5 :
ADN d’0. gibsoni ; 6 : ADN d’0. ochengi et de deux isolats d’O. volvulus, un du
Cameroun (7) et ’autre de la Sierra Leone (8)
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Figure 14 : comparaison de profils obtenus par amplification aléatoire de I’ADN de
différentes especes de filaires avec I’amorce OPB-6. M : marqueur de taille (®?X-174
digéré par Hae III) donnée en pb. C- : controle négatif ; 1 : ADN de D. immitis ; 2 :
ADN d’0. gutturosa ; 3 : ADN d’O. lienalis ; 4 : ADN d'O. gibsoni ; 5 : ADN
d’0. dukei ; 6 : ADN d’0. ochengi et de trois isolats d’O. volvulus du Cameroun, 7 :
Touboro ; 8 : Poli ; 9 : Bafia.
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avec lindice de Jaccard (Fig. 15 A) et lindice de Sokal-Michener (Fig. 15 B)



tésultats obtenus sont l€gérement différents, notamment dans 'intensit€ des bandes,
selon que 10 on 40ng d'ADN aient €€ utilis€s au départ (voir Figure 12). I est donc trés
important d'¢talonner la quantit€ d'ADN utilisée pour l'ampliﬁcaﬁon ; la valeur choisie,
20ng d'ADN donnant des résuitats acceptables, a €t€ utilisée tout au long de nowe
travail. 5

‘Les antres parameires de la réaction étant moins importants (tampon,
concentration en dNTP...), une valeur compatible avec des résultats reproductibles a €ié
fixée définitivement. Les amorces (“primers") décameres testées sont issues de kits

commercianx dont 1a liste figure en Annexe 4.

2) Variation interspécifique

Dans un premier temps, nous avons €tudi€ la capacité de la technique des RAPD
a détecter la varation interspécifique (distinction des différentes espéces proches
d'0O. volvulus). Plusicurs espéces de filatres du genre Onchocerca : O. guiturosa,
0. lienalis, O. dukei, O. gibsoni et O. ochengi, <t une filaire du chien, Dirofilaria
immizs, ont €€ utilis€es par comparaison a O. volvulus. De plus, de 'ADN humain a
€galement €1€ amplifié, car il pent parfois en subsister des traces lors de l'extraction de
T'ADN d'0. volvulus. ,

L'ADN de ces différentes especes de filaires a €€ extrait de la méme manigre

que cclui d'O. volvulus. Plusicurs amorces ont €ié vulisées pour amplifier 'ADN

génomique de ces différentes especes dans les conditions standard décrites ci-dessus.
Dans chaque cas, an moins un fragment spécifique est amplifi€ pour chague espece
étdide. La taille des fragments observée le long des différents profils d'amplificadon
varie de 150 a 1500pb environ. Le polymorphisme généré montre une grande variabilité
interspecifique (voir Figures 13 et 14) ; cependant, l'allure générale du profil semble
toujours plus proche lorsqn'il s'agit des filaires du genre Onchocerca par comparaison
avec des especes plus €loignées (D. immutis).

Neuf amorces ont permis de générer 60 bandes qui ont €t€ utilisées pour
construire des arbres phénétiques (voir Figure 15). Que l'on tienne compte sculement
des bandes partag€es (indice de Jaccard, voir Figure 15 A) ou de la présence ¢t de
I'absence partagées d'une bande (indice de Sokal-Michener, voir Figure 15 B), les
1ésultats obtenus sont tout 2 fait comparables 2 l'exception de la position relative d'0.
gunturosa. DB;B les deux cas, la filaire du chien D. immitis est bien séparée des especes

du genre Onchocerca. O. gutturosa montre souvent des profils particuliers
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contrairement aux trois autres filaires des bovins (0. lienalis, O. dukei et O. gibsoni) qui
présentent souvent des profils dont I'allure générale est semblable. O. ochengi se trouve
placée plus pres de la filaire humaine O. volvulus que des autres filaires de bovins.

3) Variation intraspécifigue

Apres avoir €tudié différentes especes de filaires 2 l'aide de la technique des
RAPD, la variation intraspécifique chez O. volvulus a €t€ abordée. Le polymorphisme
observé entre les différents isolats d'O. volvulus d'Afrique de 1'Ouest et surtout entre
ceux du Cameroun est peu important. L'ADN de vingt sept isolats provenant du
Cameroun (6 de Touboro, 7 de Poli, 7 de Bafia et 7 de Sa'a) a €t€ amplifié¢ avec les 20
amorces dont nous disposions. Seules 4 amorces sur les 20 ntilisées ont donné des

profils polymorphes interprétables. Par comparaison avec les profils obtenus pour les
différentes especes de filaires, ceux obtenus pour les isolats d'O. volvulus du Cameroun
sont beaucoup plus homogenes (voir Figures 16 et 17).

Les différences observées entre les différents profils reposent principalement sur
des bandes de faible intensité. Le procéd€ utilisé pour construire les arbres phénétiques
est le méme que celuni décrit an paragraphe précédent. Sur les 4 amorces qui ont généré
des profils 'polymorphcs, 12 bandes senlement ont pu €ire traitées en terme de présence
ou d'absence (fragments polymorphes).

Certaines différences sont observées selon l'indice qui a servi aux calculs des
distances entre les isolats du Cameroun. Trois grands groupes s'individualisent plus
particuliérement quel que soit I'indice utilisé (voir Figures 18 et 19).

‘- un premier groupe comportant essentiellement des individus de Touboro
(savane camerounaise),

- un second groupe .comportam des individus de Sa'a (forft dégradée du
Cameroun), |

- un troisitme groupe plus important ol sont principalement représentés des
individus de Poli (savane) et de Bafia (forét dégradée). Cependant, les individus des
deux foyers semblent se séparer en deux sous groupes.

Les vers qui proviennent d'un méme nodule sont, en général, relativement plus
proches I'nn de l'antre, avec quelques exceptions.

Afin d'augmenter le polymorphisme observé sur un profil, une amplification 2
partir de deux amorces au lien d'une seule a €t€ testée (voir Figure 20). Le nombre de

57



MC 12 34 5 67 8 910

Figure 16 : amplification aléatoire de I’ADN d’O. volvulus de différentes origines
a I’aide de I’amorce OPB-4. M : marqueur de taille (®X-174 digéré par Hae III)
donnée en pb. C- : controle négatif ; 1 et 2 : deux vers de Touboro ; 3 et 4 : deux
vers de Poli ; 5 et 6 : deux vers de Bafia ; 7 et 8 : deux vers de Sa’a ; 9 et 10 :
deux vers de la Sierra Leone (Lundsar).

M1 23456 7 891011121314

Figure 17 : amplification aléatoire de I’ADN d’O. volvulus du Cameroun a I’aide
de I’amorce OPB-7. M : marqueur de taille (®X-174 digéré par Hae III) donnée
en pb. C- : controle négatif ; 1 a2 7 : vers de Touboro (T1-1-1, T2-1-1, T2-1-2,
T2 -1-3, T2-14, T2-1-5, T2-1-6) ; 8 & 14 : vers de Poli (P6-1-1, P6-1-2, P6-1-3,
P6-1-4, P6-1-5, P6-1-6, P6-2-1) ; 15 4 21 : vers de Bafia (B7-1-1, B8-1-1, B9-1-1,
B9-1-2, B9-1-3, B9-1-4, B11-3-1) ; 22 a 28 : vers de Sa’a (S12-1-1, S12-1-2,
S12-1-3, S13-1-1, S13-1-2, S14-11, S14-1-2).
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Figure 18 : arbre phéndlique consouit A pantir d'amplifications aldatoires de 'ADN
(RATPD) sur I'ADN de différents isolats d'0. volvulus du Camcroun, La matrice des
distances a € caleulde 3 Iaide de l'indice de Jaceard qui aic prend en compte que les
bandcs communes. (Les vers soat rf.p:rxon'és sclon I3 nomgaclature définic

précédemment)
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Figure 19 : arbre phéndtique construit 3 panir d'amplifications aldatoires de 'ADN
(RAPD) sur I'ADN de différents isolas d'0. volvulus du Camcroun, La mamice des
distances a €ié calculée A Faide de Vindicc de Sokal-Michener qui pread oo compte fa
présence ct l'absence de bandes partagées par un méme individy, (Les vers sone

rncrxoncs sclon [a nomenglature définic prec <dcmment)
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Figure 20 : comparaison des profils obtenus avec une et deux amorces pour
I’ADN d’un ver de la Sierra Leone. M : marqueur de taille (®X-174 digéré par
Hae 1II) donnée en pb. C- : controle négatif ; 1 : ADN amplifié par 1’amorce
OPB-7 ; 2 : ADN amplifié¢ par les amorces OPB-7 et OPB-8 ; 3 : ADN amplifié
par I’amorce OPB-8.
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Figure 18 : arbre phéndiique consmuit A panir damplifications aldatoires de FADN
(RAPD) sur I'ADN de différents isolats d'0. volvulus du Canieroun. La matice des
distances a €t¢ calzulde A laide de I'indf:rf de Jaceard qui nc prend en comple que les
bandes communcs. (Lcs vers sont rtfp:rxoriés selon I3 nomcnclature définic

précédemment)



Figure 19 : arbre phénéiique construic 3 pantir d'amplifications aléatoires de 'ADN
(RAPD) sur I'ADN de difftenis isolats d'0. volvulus du Cameroun. La mamice des
diszances a €€ caleulée A laide de Vindice de Sokal-Micheaer qui prend ea compte la
prdsznce ot [absence de baades partagées par un méme individy, (Les vers sont

épertorids sclon I nomenclawre définic precddemment)



bandes observées est souvent équivalent A celui observé avec une amorce ; il y a un

changement de la taille des fragments plutdt qu'une augmentation de leur nombre.

III. La mise au point des marqueurs microsatellites

1) Isolement de séquences microsatellites

La méthode de clonage dans le bactériophage M13 (banque partielle : "shotgun
cloning") a permis d'isoler environ 10.000 clones. Ces clones blancs sont des plages de
moindre croissance des bactéries (analogue aux plages de lyse) ; cenx-ci représentent
les phages ayant int€gré un fragment d'’ADN gé€nomique d'0. volvulus. Sur ces 10.000
clones testés par hybridation, 32 se sont rév£l€s positifs pour 'une ou l'antre des sondes
testées ((CA)n, (GA)n, (GATA), et (CAC)s) ; ces 32 clones positifs ont €€ séquences.
Le séquengage a montré que 18 clones sur 32 sélectionnés par hybridation et

autoradiographie ne contenaient pas de séquences microsatellites. L'obtention de ces
faux positifs dans la phase de recherche de séquences microsatellites est due 2 des
Vhomologics imparfaites entre ces clones et la sonde microsatellite vtilisée dont
I'explication est la présence de régions riches en A et la faible smingence des lavages
nrlisée.

Les 14 clones restants comprenaient tous une séquence microsatellite. Un clone
contenait une répéritdon dont le motf de base €tait GATA, wois autres une répénton
avec GA/CT pour motif de base, mais les répéutions CA/GT restaient les plus
fréquentes (10 clones 1sol€s).

Sur ces 14 séquences microsatellites isolées, une seule (une séquence CA/GT
répéife) a pu £ire ndlisée dans notre étude (voir Figure 21). En effet, les treize avrres
clones isolés contenaient des séquences microsatellites qui €taient ronquées. La plupart
¢taient coupées au niveau de la région flanquant les séquences microsatellites, soit en
amont, soit en aval, ce quiinterdisait de définir des amorces pour l'amplification de ces
séquences. La technique de coupure, c'est 2 dire le choix des enzymes de restriction,
peut €ue modifiée afin d'éviter au maximum le clivage par ces enzymes dans la

séquence microsatellite.
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ACTTTTAGCATTCCCATTTGCACGCGAAAAAAATGAAACTTTTTTACACZAC
ACACACACACACACACACACACATACACACAGACAC
ATACATACACATACACACATAAATGTTGGAATAAGTAAGGCCGCA

TCATTGGGATGTTTTTTCAGTAGAGACACAACTGTGCACTTTTACACTCACAAG

Figure 21 : séquence microsatellite utilisée pour amplificr 'ADN de différents isolats d'O. volvilus du Cameroun.
Les bases indiquées en minuscule représentent des insertions et les bases indiquées en gras représentent des mutations ponctuelles.

Les parties soulignées ont servi A la construction d'amorces permettant F'amplification de cette séquence microsatellite par la PCR.



2) Amplification des séquences microsatellites

a) Adaptation du protocole

Les différents parametres de la réaction d'amplification des loci microsatellites
ont été testés. Certains sont plus importants que d'autres, notamment la concentration en
chlorure de magnésium, la température de fixation des amorces et le nombre de cycles
d'amplification.

- La concentration en chlorure de magnésium (MgCly) a €té €talonnée 2 l'aide
d'une gamme de concentration allant de 0,5mM jusqu'a 4mM finale. On constate qu'une
augmentation de la concentration en chlorure de magnésium augmente l'intensité du
signal et par conséquent, le nombre de bandes parasites. Il faut donc choisir une
concentration qui permette un compromis entre intensité du signal et absence de bruit
de fond. Une concentration finale de 1mM en chlorure de magnésium nous a permis de
concilier ces deux exigences.

- La température de fixation des amorces est donnée par leur composition en
bases (A, C, G et T). Cependant, il a ét€ souvent nécessaire d'adapter cette tempé€rature
en fonction des profils observés (apparition de bandes "parasites"). Une augmentation
de la température de fixation des amorces ("annealing™) a souvent permis d'obtenir des
profils d'amplification plus nets.

- Le nombre de cycles d'amplification ainsi que la durée de chacun d'eux posent
les mé&€mes problémes que le paramétre précédent (température de fixation), c'est a dire
I'apparition de bandes parasites. En effet, si le nombre de cycles d'amplification est trop
important, certains fragments (artefacts) seront présents en plus grande quantité. Une
diminution du nombre de cycles (jusqu'a 20) et de la durde de chaque étape
d'amplification (30 secondes au lieu d'une minute) permet de faire disparaitre, la plupart
du temps, les artefacts d'amplification observés.

- Une modification récente du protocole (MELLERSH et SAMPSON, 1993), en
liaison avec les paramétres température et nombre de cycles, a été tentée. Selon cette
méthode, 1'amplification démarre avec une température de fixation des amorces
supéricure de 10°C 2 la température normalement utilisée. En diminuant la température
de fixation des amorces de 1°C tous les deux cycles jusqu'a atteindre la température de
fixation normale des amorces au bout de 20 cycles, une amélioration de la lecture des

gels doit €tre obtenue. Ceci n'a pas amené d'amélioration notable dans notre cas et nous
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Figure 22 : amplification de ’ADN d’O. ochengi, d’O. dukei et de différents
isolats d’O. volvulus a 1’aide d’amorces microsatellites. 1 : O. ochengi ; 2 :
O. dukei ; 3 : O. volvulus (B11-1-1) ; 4 : O. volvulus (B8-1-1) ; 5 : O. volvulus
(P6-4-2) ; 6 : O. volvulus (P6-1-5) ; 7 : O. volvulus (T1-6-2). A, C, G, T
représeqtent les marqueurs de taille : la séquence du bactériophage M13.

Figure 23 : amplification de I’ADN d’O. volvulus de Touboro a I’aide d’amorces
microsatellites. 1 et 2 : vers d’un méme nodule (T1-1-1 et T1-1-3) ; 3 : vers du
méme patient que précédemment mais d’un autre nodule (T1-6-1) ; 4 a 8 : vers
d’un méme nodule, autre patient (T2-1-1, T2-1-2, T2-1-3, T2-1-4 et T2-1-5). A,
G, T représentent les marqueurs de taille : séquence du bactériophage M13. A, B
et B’ sont les trois alléles du locus microsatellite.



avons donc abandonné cette adaptation du protocole d'amplification des séquences
microsatellites.

- L'adjonction d'albumine sérique bovine (BSA) a été testée car elle permet de
diminuer considérablement les artefacts d'amplification observés souvent lors de
réaction de polymérisation par PCR. Une gamme de concentrations finales allant de
50pg/ml a 200pg/ml a été utilisée dans les conditions standard d'amplification. Aucune
amélioration de la qualité des résultats (présence d'artefacts d'amplification) n'a €té
constatée quelle que soit la concentration de BSA additionnée ; nous ne I'avons donc
pas utilisée pour le reste de notre €tude.

- Les autres parametres étudiés semblent moins importants que ceux présentés
ci-dessus. Ainsi, une variation de la quantit€¢ d'ADN de départ ("template”) comprise
entre 5 et 100ng ne change que trés peu la qualité des résultats. Il en va de méme pour
la quantit€ de nucléotides marqués ou non au soufre 35.

b) Lecture et analyse des amplifications

La migration des produits d'amplification de loci microsatellites sur gel
dénaturant permet d'individualiser des bandes (lecture a la base preés) qui correspondent
aux alleles des loci étudiés (voir Figure 22 et 23). Pour un organisme diploide, il ne peut
apparaitre que deux bandes (alleles) au maximum (pour un hétérozygote). Cependant,
lors de la lecture des autoradiographies, des bandes “parasites” apparaissent, qui sont en
général, de taille plus faible et de moindre intensité. Ce sont probablement des artefacts
d'amplification, provoqués par des glissements lors de la polymérisation (WEBER et
MAY, 1989 ; FRIES et al., 1990). La présence de ces bandes est li€e aux conditions
d'amplification, notamment a des parametres comme la concentration en chlorure de
magnésium et la température de fixation des amorces.

L'amplification du locus microsatellite a ét€ effectuée sur 54 vers provenant du
Cameroun (48) et de la Sierra Leone (6). Des amplifications sur d'autres espéces de
filaires ont également €té tentées. Seuls les ADN d'O. dukei et d'O. ochengi ont été
amplifiés (voir Figure 22) ; les produits d'amplification étaient facilement
différenciables de ceux obtenus pour les différents isolats d'O. volvulus (environ 10pb
de différence). Aucune amplification n'a été observée ni pour les ADN des autres
especes de filaires testées (O. gibsoni, O. gutturosa et D. immitis) ni pour I'ADN

humain.
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TOUBORO

POLI BAFIA SA'A SIERRA LEONE
1-1-1: AA 6-1-1: BB’ 7-1-1: B'B' 12-1-1: AB' Ov1:AA
1-1-2 : AB' 6-1-4 : BB' 8-1-1: AB' 12-1-2 : AB' Ov2:AA
1-1-3: AA 6-1-5: AB 9-1-1: AB' 12-1-3: AA Ov3:AA
1-6-1: AB 6-1-6 : AB' 9-1-2: AB' 13-1-1 : AB' Ov4:AA
1-6-2: AB 6-2-1: AB' 9-1-3: AA 13-1-2: AB' Ov5:AA
2-1-1: BB’ 6-3-1: AB 0-1-4: AA 14-1-1 : AB’ Ov6:AA
2-1-2: BB’ 6-4-1: AB 11-1-1: AB' 14-1-2: AB
2-1-3 : B'B' 6-4-2: AB 11-3-1: AB' 14-2-1 : AB'
2-14:B'B' Ov1l:AB 14-2-2 : AB'
2-1-5:B'B' Ov12:AB' 14-3-1: AB'
4-2-1: BB’ Ov13:AB
4-2-2 : AB' Ov14:AB
5-1-1: BB'
Ov7:AB'
Ov 8: AB'
Ov9:BB
Ov 10: AB’
Ov15:AB
18 individus 8 individus 12 individus 10 individus 6 individus
f(A)=0,33 f(A)=0,44 f(A)=0,54 f(A)=0,55 flA)=1
B)=02 f(B) =031 f(B) = 0.08 1B)=0.05
fB" =0,47 IB") =025 f(B")=0,38 fB) =04

Figure 24 : Résultats obtenus par amplification du locus microsatellite sur différents

isolats d'O. volvulus. Les vers sont répertoriés selon la nomenclature définie

précédemment ; les vers appellés Ov(n) représentent I'ensemble des vers de nodules
qu'il n'a pas €té possible d'individualiser. Les fréquences alléliques (3 alleles) ont été
calculées pour chacun des foyers étudiés.
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Les produits d'amplification obtenus pour les différents isolats d'0. volvulus (18
vers de Touboro, 8 vers de Poli, 12 vers de Bafia, 10 vers de Sa'a et 6 vers de la Sierra
Leone) ont été analysés pour le seul locus microsatellite dont nous disposions. La taille
du produit d'amplification attendue était de 188pb (voir Figure 23). Les alléles de ce
locus microsatellite se présentaient toujours sous forme d'un doublet de bandes
(toujours séparées par 3 bases), ce qui est probablement du a des glissements lors de
I'amplification. Dans notre cas, un doublet représente donc un allele. Au total, trois
alleles ont été obtenus pour les différents isolats d'O. volvulus testés (voir Figure 23) ;
un premier allele, appelé A (doublet de 188 et 191pb) représente le fragment de taille
attendue, et deux autres alleles B et B' (doublet de 196-199pb et de 198-201pb
respectivement). Les résultats obtenus pour chacun des vers sont donnés dans la figure
24 ; les fréquences de chacun des alléles sont données 2 titre indicatif car, pour un seul
locus, I'échantillon dont nous disposions était trop petit pour étre interprété de fagon
statistique. On peut cependant constater que pour les isolats provenant de la Sierra
Leone, seul I'alléle A est présent. De plus, pour les souches de savane du Cameroun

I'allele B est nettement plus représenté que pour les souches de mosaique savane-forét.
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Bilan du Chapitre II1

Différents isolats d'O. volvulus du Cameroun ont €té utilis€s
pour tester les sondes d'ADN spécifiques développées en Afrique de
I'Ouest ; tous nos isolats ont €t€ reconnus par la sonde spécifique d'O.
volvulus ainsi que par la sonde spécifique des souches de savane
d'Afrique de 1'Ouest. Ces outils n'étaient donc pas utilisables pour
notre €étude, puisqu'incapables de discriminer les différentes
populations d'O. volvulus du Cameroun dont nous disposions.

La technique des RAPD a donc €€ mise au point sur différentes
especes de filaires du genre Onchocerca et a montré une grande
capacité a générer du polymorphisme. Appliquée a nos différents
isolats d'O. volvulus du Cameroun, cette technique s'est avérée peu
efficace pour classer ces populations. De plus, des résultats
reproductibles sont souvent longs et difficiles 2 obtenir. Cependant, la
technique des RAPD peut permettre d'obtenir aisément de nouvelles
sondes d'ADN spécifiques, ce qui fut le cas pour O. ochengi.

Par conséquent, des marqueurs microsatellites ont été recherchés
dans le génome d'O. volvulus. Plusieurs séquences microsatellites ont
ainsi €té isolées ; une seule s'est avérée utilisable pour notre étude. Ce
locus a montré qu'il était polymorphe, puisque trois alléles ont pu étre
identifiés chez différents isolats d'O. volvulus du Cameroun et de la
Sierra Leone. Tous les vers de la Sierra Leone sont homozygotes et
possédent le méme allele tandis que 1'hét€rozygotie est importante
chez les vers du Cameroun. La taille de notre échantillon interdit

cependant toute interprétation génétique de nos résultats.
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CHAPITRE 1V

DISCUSSION

1. Valeur des outils utilisés pour 1'étude de la variabilité génétique
d'O. volvulus

Rappelons que, dans le cas des nouveaux marqueurs développés, 'objectif était de
répondre aux questions suivantes :

- permettent-ils de détecter un éventuel polymorphisme entre populations de
vers et d'obtenir des empreintes génétiques de ces populations ?

- ce polymorphisme est-il utilisable dans des €tudes de génétique des
populations ?

- ces méthodes sont-elles fiables et reproductibles ?

Nous aborderons donc successivement les différents marqueurs utilisés :

1) Les sondes d ADN

Ces outils, développés en Afrique de I'Ouest, se sont avérés inefficaces pour la
classification des populations d'onchocerques du Cameroun que nous avons étudiées.
En effet, tous les isolats du Cameroun testés avec la sonde spécifique des souches de
savane d'Afrique de I'Ouest ont répondu positivernent a I'hybridation, bien qu'on ait pu
s'attendre 2 certaines différences de réponses liées 2 des différences nosologiques. Les
populations du Cameroun dont nous disposons proviennent en effet de deux foyers de
savane (Touboro et Poli) et de deux foyers de mosaique savane-foré€t (Bafia et Sa‘a). 11
est cependant possible que le parasite circulant dans ces deux derniers foyers soit issu
-des zones de savane et qu'il ait pénéiré les zones de forét dégradée. Dans ce cas les
sondes d'Afrique de 1'Ouest seraient efficaces et un contrdle serait nécessaire avec des
souches de forét du Cameroun. Néanmoins, méme si cette hypothese était avérée (ce

qui est loin d'étre le cas, puisque mé€me dans le cadre de 1'OCP, elles ont prouvé leurs
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limites), ces sondes d'’ADN ne permettent pas de séparer les populations étudiées qui
sont responsables pourtant de signes cliniques tout a fait différents selon les foyers.

Ces outils moléculaires ne sont donc pas adaptés a notre €tude puisqu'ils ne
permettent pas de distinguer les différentes populations d'O. volvulus dont nous
disposons. De plus, il n'est pas possible d'étudier, par cette technique, la variabilité
génétique du parasite qui est pourtant un parametre important de 1'épidémiologie de
I'onchocercose.

De nouveaux marqueurs des populations ont donc €t€ recherchés, qui permettent
a la fois de distinguer les différentes souches d'O. volvulus et d'étudier éventuellement

la génétique des populations de ce parasite.

2) Les "RAPD"

Les résultats de notre étude montrent que la technique des RAPD peut étre
ntilisée pour amplifier des fragments dADN génomique de certaines especes du genre
Onchocerca. Des profils d'amplification ont en effet été obtenus pour toutes les especes
testées (D. immitis, O. gutturosa, O. lienalis, O. dukei, O. gibsoni, O. ochengi et O.
volvulus).

Le principal probleme rencontré lors de l'utilisation de la technique des RAPD
se situe au niveau de la reproductibilit€ des expérimentations. Comme nous I'avons vu
lots de la présentation des résultats, les conditions dans lesquelles sont conduites les
amplifications sont variables en fonction des parametres physico-chimiques de la
réaction. Nous avons montré que des variations de la quantité de chlorure de
magnésium (MgCl,) et dADN a amplifier ("template") peuvent hypothéquer l'obtention
de résultats reproductibles. En effet, selon les diverses concentrations de réactifs
utilisées, des variations dans les profils sont observées pour un méme €chantillon
(apparition de nouvelles bandes, disparitions de certaines auntres). Il convient donc
d'¢étalonner de fagon tres précise tous les parametres de la réaction de maniére  obtenir
des résultats comparables pour les différents échantillons que l'on désire tester. Dans
ces conditions, la méthode peut €tre considérée comme relativement fiable.

Nous l'avons donc utilisée tout d'abord sur différentes especes de filaires afin de
voir si les résultats obtenus étaient cohérents avec les données phylogénétiques issues
des études morpho-anatomiques (BAIN, 1981). Des profils d'amplification ont été

obtenus pour toutes les especes de filaires testées ainsi que pour toutes les populations
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d'0. volvulus étudiées. Les résultats sur la phylogénie des especes seront discutés dans
les paragraphes suivants.

Les principales difficultés rencontrées lors de 'adaptation de la technique des
RAPD a O. volvulus sont & imputer 2 la reproductibilité des expérimentations. Il est
nécessaire de répéter de nombreuses fois les amplifications de chaque €chantillon afin
de valider les profils obtenus ; il faut donc pouvoir disposer de suffisamment de
matériel (ADN). Ceci est un probléme important pour l'utilisation de cette technique sur
des échantillons provenant du terrain qui ne contiennent que tres peu d'ADN. Clest le
cas notamment des microfilaires isolées et des larves infectantes (L3) d'O. volvulus.

Un autre point important dont il faut tenir compte dans l'utilisation de la
technique des RAPD est la présence éventuelle d'ADN contaminant. En effet,
I'utilisation de contrdles négatifs d'amplification ne met en évidence que des
contaminations ayant eu lieu lors de la manipulation des échantillons au laboratoire.
Dans notre cas précis, l'extraction de I'ADN du parasite se fait  partir de vers issus de
nodules humains. Les nodules onchocerquiens ont une texture fibreuse (collagéne) et
sont digérés a l'aide d'une collagénase dégradant le tissu humain ; malgré cette digestion
et un nettoyage important des vers de toutes traces de tissu humain pouvant subsister, il
n'est pas 2 exclure que de 'ADN humain soit isolé en méme temps que 1'ADN du
parasite. Cette hypotheése a d'ailleurs été testée en amplifiant nos échantillons d'ADN
d'O. volvulus a l'aide d'amorces spécifiquement humaines ; nous nous sommes
effectivement apercus que plus de la moitié de nos échantillons présentaient des traces
d'ADN humain ce qui les rendaient de ce fait inutilisables pour les RAPD. En effet,
méme s'il n'est présent que sous forme de traces, I'ADN humain peut étre amplifié et
générer ainsi des fragments qui interférent avec ceux obtenus a partir du ver.

Le probleéme est similaire pour l'application de cette technique a l'identification
des formes parasitaires présentes chez le vecteur (simulie). Les profils obtenus alors
sont la résultante de I'amplification de I'ADN du vecteur et de celui du parasite. Il y aura
ainsi superposition des deux types de fragments ce qui rendra les profils d'amplification

inutilisables.

3) Les séguences d'ADN microsatellites
Des séquences d'ADN microsatellites ont €t€ recherchées afin de pouvoir

classifier différentes populations d'O. volvulus. Notre travail a montré que, comme dans
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la plupart des génomes eucaryotes (TAUTZ et RENZ, 1984), il €tait possible d'isoler ce
type de séquences du génome d'O. volvulus.

Le premier probléme rencontré lors de la recherche de 'ADN microsatellite
était, & l'instar des RAPD, de pouvoir disposer dADN d'O. volvulus pur, sans trace
d'ADN humain pour éviter les interférences. Il convenait donc de s'assurer au préalable,
grice A une amplification 2 l'aide d'amorces spécifiques humaines dans notre cas, de
I'absence d'ADN humain dans nos €chantillons.

L'ADN génomique d'O. volvulus utilisé pour construire une banque partielle a
été coupé A l'aide d'enzymes de restriction. Ces enzymes ont €té choisies parce qu'elles
possédaient des sites de reconnaissances courts (quatre enzymes 3 4pb et une a 5pb).
Ces sites €taient donc statistiquement plus nombreux dans I'ADN génomique d'O.
volvulus, ce qui permettait d'obtenir des fragments de petite taille faciles & séquencer.
Les fragments ainsi générés avaient une taille moyenne comprise entre 200 et S00pb.
Cette taille est parfaitement convenable pour le séquengage, puisqu'un clone peut €tre
séquencé en une seule fois, mais pose un probléme au niveau de l'intégralité de la
séquence microsatellite. Si les régions flanquantes séquencées ne sont pas assez longues
(au moins 30pb), la séquence microsatellite est inutilisable car aucune amorce ne pourra
€tre définie. Ceci a ét€ le cas de figure le plus souvent rencontré lors de la phase de
recherche de séquences microsatellites puisque 13 de ces séquences, sur 14, €taient
tronquées. Un moyen de pallier ce travers serait sans doute de cloner des fragments plus
longs, mais ceci rallongerait considérablement le temps d'obtention des séquences de
clones isolés par des techniques déja longues 2 mettre en oeuvre. De nouvelles
méthodes qui devraient permettre une amélioration de l'isolement de séquences
microsatellites sont actuellement en cours de développement (HAWKINS, 1992 ;
OSTRANDER er al., 1992). Certaines d'entre elles permettent, & l'aide de billes
magnétiques, d'enrichir significativement en séquences microsatellites, les banques
construites.

La différence de taille des fragments d'amplification (alltles) pouvant étre une
seule paire de base, l'utilisation d'une technique de visualisation trés résolutive (gel
d'acrylamide dénaturant et soufre 35) a été nécessaire ; cette technique est assez
fastidieuse 2 mettre en oeuvre de par la longueur des manipulations et I'utilisation de
produits radioactifs. Les différences de taille entre alleles seront d'autant plus grandes
que le motf de base de la répétition sera long. Il est en effet plus facile de distinguer
une différence d'une unité de répétition dans le cas d'un motif 2 quatre paires de bases
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(GATA par exemple) que dans le cas d'un motif & deux paires de bases (CA). Dans un
but de simplification de la technique, il est donc avantageux d'isoler des séquences
microsatellites constituées de répétitions dont le motif de base est le plus long possible,
méme si elles sont moins fréquentes dans le génome.

Malgré ces contingences techniques, une fois isolées, ces séquences peuvent tre
amplifiées facilement et permettent d'obtenir des résultats trés fiables et d'une définition
bien supérieure aux autres marqueurs existants (KARL et AVISE, 1993). Elles peuvent
étre maitées de la méme manitre que les isoenzymes et possédent un taux de
polymorphisme plus élevé (HUGHES et KELLER, 1993). De plus, contrairement a la
technique des RAPD, la région amplifiée est connue, ce qui permet des analyses en
terme de génétique des populations avec moins de conditions restrictives (SOBRAL et
HONEYCUTT, 1993).

II. Valeur des outils pour I'épidémiologie et la lutte

1) Les sondes d'ADN

Les sondes d'ADN issues de la "famille" de répétition de 150pb développées
pour 1'Afrique de 1'Ouest sont largement utilisées pour les études épidémiologiques en
relation avec la lutte contre l'onchocercose dans le cadre de I'OCP. Elles ont prouvé leur

efficacité en Afrique de 1'Ouest et ont permis d'améliorer la détection et 1'identification
des larves d'O. volvulus présentes chez leur vecteur, la simulie (MEREDITH et al,,
1991). Auparavant, les simulies étaient disséquées individuellement pour estimer
certains parametres important de la transmission (potentiel annuel de transmission...).
Le probléme principal rencontré lors de la dissection des simulies parasitées €tait de
distinguer les larves infectantes d'O. volvulus de celles d'O. ochengi qu'bn ne pouvait
séparer a partir de caractéres morphologiques. Les sondes d'ADN développées dans le
cadre du programme OCP ont permis de résoudre cet important probleéme et d'améliorer
la surveillance entomologique. Rappelons que la reprise des traitements larvicides serait
décid€e si plus de quinze larves infectantes (L3 d'O. volvulus) se trouvaient isolées de
15.000 simulies pares. Un laboratoire de biologie moléculaire a €t€ installé en Afrique
de 1'Ouest (Bouaké, Cote d'Ivoire) et permet de traiter directement le matériel
biologique provenant du terrain. Plusieurs centaines de milliers de simulies ont €été

disséquées et plusieurs centaines de larves infectantes ont pu €tre identifiées 2 1'aide de
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ces sondes d'ADN. Le potentiel pathogéne d'une souche (distinction savane-forét) a
également pu &tre prédit avec une sensibilité et une spécificité dépassant 90%
(ZIMMERMAN et al., 1992 et 1994).

Le succes de l'utilisation de l'outil moléculaire dans le cadre d'études
épidémiologiques et de la Iutte antivectorielle (programme OCP) a montré qu'il €était
maintenant envisageable de transférer ces technologies sur le terrain. Néanmoins,
certaines recherches restent nécessaires pour l'application de ces techniques au sein ou
hors de la zone du programme de lutte contre I'onchocercose. En effet, une proportion
significative d'échantillons d'O. volvulus récoltés dans certaines régions de savane
couvertes par 'OCP n'a pas €té reconnue par la sonde spécifique correspondante
(MEREDITH, com. pers.). I est donc nécessaire de développer de nouvelles techniques
permettant de résoudre ces différentes questions.

2) RAPD, épidémiologie et Jutte contre 1'onchocercose

Cette technique n'a pas permis de distinguer clairement les différents isolats
d'O. volvulus du Cameroun que nous avons €tudiés. Les vers provenant d'un mé€me
foyer ou d'un méme nodule ne sont pas toujours situés au méme nivean sur les arbres
phénétiques construits (voir Figure 19). Un profil d'amplification ne peut, dans notre
cas, permettre I'identification & coup siir d'une population d'O. volvulus. De plus, aucun
fragment polymorphe qui serait caractéristique de 1'une des populations de parasites n'a
€t€ observé. Il est possible cependant qu'en utilisant un plus grand nombre d'amorces
aléatoires que celui utilisé dans ce travail (20), des fragments polymorphes
caractéristiques de certaines souches soient 1solés.

Cette technique utilisée telle qu'elle ne peut donc étre un outil diagnostique des
différentes souches d'0. volvulus et par conséquent, ne permet pas de distinguer les
différents facie¢s épidémiologiques de I'onchocercose. En effet, les profils obtenus sont
traités de maniere statistique en terme de diversité ou de distance génétique et ne
permettent pas, dans notre cas, de classer & coup siir une souche individuelle dans un
groupe précis.

Malgré les travers que nous venons de mentionner, la technique de
I'amplification aléatoire présente un certain nombre de potentialités. Les profils obtenus
pour différentes espéces du genre Onchocerca présentaient des bandes spécifiques pour
chaque espece. Certaines d'entre elles ont été isolées afin de tester leur capacité comme

sondes spécifiques. Habituellement, les sondes spécifiques sont construites a partir de
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banques génomiques ce qui nécessite un gros effort en terme de temps, de compétence
et de moyens. Les RAPD permettent, aprés une simple amplification, d'isoler des
fragments spécifiques qui sont des sondes potentielles qu'il convient de tester. Dans le
cadre de la lutte contre l'onchocercose, un des problémes majeur est l'identification des
larves infectantes que 'on rencontre chez le vecteur. I est donc nécessaire de disposer
de sondes spécifiques d'O. volvulus mais aussi d'0. ochengi. Les sondes utilisées
actuellement (oligonucléotides) pour O. ochengi sont limitées puisque certains isolats
de cette filaire ne sont pas reconnus. Certains fragments spécifiques d'O. ochengi ont
été isolés par la technique des RAPD et sont actuellement testés comme sonde
spécifique (KIT, Amsterdam). De plus, les premiers résultats obtenus sur les deux
filaires des bovins européens (0. lienalis et O. gutturosa) sont exploités (Ecole
vétérinaire de Toulouse) pour obtenir des sondes spécifiques permettant de différencier
les microfilaires de ces deux especes.

11 est donc possible d'envisager a terme, 1'isolement de fragments spécifiques de
certaines souches d'O. velvulus en utilisant un grand nombre d'amorces aléatoires, ce

qui permettrait de développer de nouvelles sondes spécifiques.

3) Utilisation des séquences d'ADN microsatellites

Ce type d'outil a été développé chez certaines especes dans deux buts
principaux, la cartographie des génomes et les études de génétique des populations. A
notre connaissance, aucun marqueur de ce type n'a encore €t€ développé sur une espece
parasite.

Contrairement 2 la technique des RAPD, des échantillons parasitaires
contaminés par de 'ADN étranger peuvent étre utilis€s car les amorces microsatellites
d'O. volvulus n'amplifient ni 'ADN humain, ni 'ADN de la simulie.

Les premiers résultats obtenus pour les séquences microsatellites développées
chez O. volvulus montrent que cette technique peut permettre d'améliorer de fagon
significative les méthodes de détection et d'identification de ce parasite. La technique
utilisée actuellement pour différencier O. volvulus et O. ochengi passe par une
amplification par PCR puis par une hybridation a l'aide de sondes spécifiques. Une
simple amplification 2 I'aide des amorces du locus microsatellite permet de distinguer
directement, sur un simple gel, les deux principales espéces de filaires qui peuvent étre

présentes chez la simulie. Ceci évite l'utilisation de sondes d'ADN et diminue par
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conségquent le temps nécessaire a I'identification spécifique des larves infectantes ainsi
que le cofit de traitement des €chantillons.

L'amplification de ces séquences apporte une information en terme de
fréquences alléliques ; de plus il est possible de trouver des alleles diagnostiques chez
certains isolats. En effet, dans le cas des vers de la Sierra Leone, tous les individus sont
homozygotes pour l'allele A (voir Figure 24) ; ceci n'est évidemment pas significatif
compte tenu de la taille réduite de notre échantillon mais indique qu'il est possible de
différencier certaines souches 4 l'aide de cette technique, mais pour l'instant, les
amorces microsatellites n'ont pas été testées avec des isolats d'O. volvulus d'Afrique de
I'Ouest de pathogénicité déterminée.

. III. Valeur des outils pour les études phylogénétiques

Comme nous l'avons vu au début de ce travail, I’évolution 2 Pintérieur du genre
Onchocerca semble relativement récente, notamment dans la lignée des espéces
d’Onchocerca de bovidés africains 2 laquelle appartient O. volvulus (BAIN, 1981). Les
Telations entre les especes du genre ont été confirmées par I’étude des séquences codant
pour les ARN ribosomiques (GILL ez al., 1988) et sont évidentes au vu des difficultés

rencontrées lors de 1’isolation de séquences répétées spécifiques des especes.

1) Les séquences répétées de 150pb (ADN "satellite™)

Des études portant sur l'évolution de l'espece O. volvulus en Afrique et en
Amérique par l'analyse des séquences répétées (ZIMMERMAN et al., 1991) ont montré
que les souches de savane africaine étaient plus proches de celles d'Amérique que de

celles de forét (Liberia). Des relations étroites entre souches américaines et africaines
montreraient que le parasite a ét€ introduit outre atlantique 2 partir du XVeme siecle,
lors de la traite des esclaves.

Cependant, l'interprétation de la variabilité de ces séquences répétées (150pb) en
terme de phylogénie reste limitée. En effet, le nombre de répétitions de cette séquence
est important dans un seul génome et une grande variabilité existe entre elles pour un
méme individu. II est donc difficile de savoir si la variabilit€é observée pour ces
s€quences est liée A des différences intra-individuelles ou a des différences inter-

individuelles.
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2) RAPD et diversité gé€nétique

a) Le genre Onchocerca

Les principales études menées sur le genre Onchocerca ont €ié faites
essentiellement sur la base de criteres morphologiques et dans une moindre mesure, par
isoenzymologie (ANDREWS er al., 1976 ; FLOCKHART , 1982). La position
systématique de chacune des espéces du genre semble ainsi déterminée par la
répartition géographique des parasites plutdt que par la place zoologique des hotes.
Actuellement, le genre comprend 24 especes "suffisamment connues”, mais on connait
certainement peu d'espéces par rapport a celles qui existent réellement dans la nature
(BAIN, 1981).

L'amplification aléatoire (RAPD) a ét€ menée sur plusieurs especes de filaires
pour tester, dans un premier temps, la capacité de la technique 2 visualiser du
polymorphisme. Les résultats obtenus ont été interprétés en terme de distance génétique
en tenant compte d'une part, de la présence partagée d'une bande (indice de Jaccard) et
d'autre part, de la présence ou de l'absence partagée d'une bande (indice de Sokal-
Michener). Il semble qu'il vaille mieux tenir compte du premier indice (bande partagée)
plutdt que du second, puisque, chez deux individus, I'absence d'une bande peut avoir
différentes origines et ne signe pas, par conséquent, une proximité génétique. Quoi qu'il
en soit, les deux arbres phénétiques ainsi construits sont pratiquement similaires et nous
n'analyserons donc que le premier (Figure 15 A).

La plus grande distance génétique observée sépare la filaire du chien D. immitis
des especes du genre Onchocerca. Deux grands groupes sont €galement matérialisés :
un groupe contenant 3 especes d'onchocerques du bétail (0. lienalis, O. dukei et O.
gibsoni) et un groupe contenant 3 isolats d'O. volvulus et O. ochengi. Le parasite du
ligament cervical des bovins domestiques, O. gutturosa, est séparé des autres especes.
Cette espece étant cosmopolite, il est possible que le test d'autres isolats, en plus de
celui d'Angleterre que nous avons étudi€é, préciserait sa position par rapport aux autres
especes. O. lienalis qui vit dans le ligament gastro-splénique des bovins domestiques est
étonnamment proche de deux autres especes (0. dukel notamment) qui sont nodulaires.
En revanche, la filaire nodulaire des bovins domestiques africains O. ochengi se trouve
placée dans le méme groupe qu'O. volvulus. Ceci n'est pas surprenant compte tenu des
difficultés rencontrées pour différencier ces deux espéces, notamment lors de

campagnes de lutte.
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La technique des RAPD s'est avérée suffisamment résolutive pour €tudier le
polymorphisme génétique du genre Onchocerca. Certaines différences apparaissent
cependant quand ces données sont comparées a celles obtenues par des critéres
morphologiques, en particulier les positions relatives d'O. gutturosa et d'O. lienalis.
Ceci est peut étre du a un certain manque de fiabilité de la technique, ou au tres petit
nombre d'isolats étudiés. Malgré cela, le positionnement des différentes especes
étudiées montre, a l'instar des études morphologiques, une grande homogénéité chez ces

parasites.

b) Populations d'O. volvulus du Cameroun

Une remarquable hétérogénéité au sein de l'espeéce O. volvulus a €t€ mise en
évidence par des études immunologiques (BRYCESON er al., 1976) et isoenzymatiques
(CIANCHI et al., 1985 ; FLOCKHART et al., 1986).

La technique des RAPD appliquée 2 différents isolats du Cameroun a révélé
certaines différences entre les vers €tudiés. Ce polymorphisme est cependant faible, ce
qui s'explique aisément par la proximité relative des différents foyers étudi€s par
comparaison 2 la large répartition du parasite en Afrique. Dans notre analyse, nous

utiliserons les distances génétiques calculées a partir des caracteéres "présence” et
"absence" de bandes partagées (indice de Sokal-Michener) car elles apportent plus
d'informations. En effet, contrairement au cas rencontré pour plusieurs espéces de
filaires, 1'absence d'une bande partagée par deux individus de la méme espece a une
grande probabilité d'avoir l1a méme origine.

Les données sur la variabilité génétique d'O. volvulus tirées des études
isoenzymatiques montrent que I'essentiel de la variabilit€ du ver (entre 70 et 90% selon
les loci enzymatiques) se situe au niveau intranodulaire, internodulaire et entre patients
d'un méme foyer et non entre différents villages ou différents pays comme on pouvait
s'y attendre. Les arbres phénétiques construits par la technique des RAPD ne permettent
pas de séparer les vers selon leurs foyers d'origine. Trois grands groupes
s'individualisent : un groupe contenant la plupart des vers du foyer de Sa'a, un autre
groupe avec l'essentiel des vers de Touboro et un troisieme, plus hétérogéne contenant
les vers de Bafia et de Poli. Les vers provenant d'un m€me nodule sont souvent proches
les uns des autres avec quelques exceptions. Il est possible que la technique ne mette en
évidence que des différences liées A des séquences a évolution rapide, qui ne seraient

pas soumises 2 la pression de sélection (séquences non codantes) et dont la signification
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phylogénétique pourrait €tre mise en doute. Ces résultats (RAPD) semblent pourtant
corrélés avec ceux obtenus par isoenzymologie puisqu'ils montrent également une
grande variabilité génétique entre des vers issus d'un méme nodule, de nodules excisés
d'un méme patient ou de nodules excisé€s de patients d'un méme foyer.

L'utilisation des RAPD a donc donné des résultats cohérents avec ceux obtenus
par d'autres techniques et renforce I'hypothese selon laquelle O. volvulus est une espéce
présentant une hét€rogénéité importante ; son statut d'espéce n'est cependant pas a
remettre en cause puisque les distances gén€tiques calculées & partir des données
isoenzymologiques restent dans l'intervalle attendu pour des populations de la méme

espece séparées géographiquement.

3) Les séquences microsatellites

Ces séquences se sont avérées €tre des outils performants pour les études de
génétique des populations (AMOS et al., 1993 ; QUELLER er al., 1993 ; WALL er al.,
1993). Elles peuvent en effet servir 4 estimer des parametres importants de la structure
génétique des populations tels que les flux de geénes. Dans certain cas, un locus
microsatellite apporte autant d'informations que 15 loci enzymatiques (JARNE, comm.
pers.). L'analyse des résultats obtenus pour les séquences microsatellites montre que des
alleles différant par un seul motif de la répétition sont issus d'éveénements mutationnels
plus proches que deux alleles sépar€s par plusieurs motifs de répétition (DEKA et al.,
1991). Ainsi, dans le cas d'O. volvulus, les allgles appelés B et B' sont plus proches 'un
de l'autre, d'un point de vue phylogénétique, que de l'allele appelé A.

Un seul locus microsatellite d'O. volvulus a pu étre utilisé dans cette €tude. Il est
évident que celui-ci ne permet pas de tester, de fagon fiable, des hypotheses génétiques ;
il peut cependant révéler certaines tendances. Sur les 54 vers étudi€s, 66,6% (36 vers)
étaient hétérozygotes ce qui est une valeur €levée. De plus, les vers de la Sierra Leone
représentaient 2 eux seuls 33% des homozygotes. Plusieurs hypotheses peuvent &tre
invoquées pour expliquer ce taux d'hétérozygotie élevé chez les vers du Cameroun. II
est possible que les vers femelles étudi€s contenaient des microfilaires dans leur utérus
et que le matériel génétique de celles-ci interfére avec celui de leur mere lors de
I'amplification du locus microsatellite. Dans ce cas on devrait trouver, malgré les
différences de quantité¢ d'ADN entre adulte et microfilaire, des profils d'amplification
avec les trois types d'alleles. Ceci n'a jamais été le cas, mais compte tenu du petit

nombre d'individus testés, un échantillonage plus important devrait pouvoir infirmer ou
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confirmer cette hypothe¢se. La seconde hypotheése plausible pour expliquer ce taux
d'hétérozygotie élevé est l'importance des flux de génes. En effet, la grande variabilité
génétique observée chez O. volvulus, & l'aide de plusieurs techniques, peut €tre
expliquée par l'importance des échanges au sein d'une méme population ; dans le cas de
I'onchocercose, ces €changes sont essenticllement li€s aux taux de transmission et 3 la
mobilit€ des populations humaines.

Les fréquences alléliques ont €té calculées pour chacun des foyers étudiés. Le
nombre d'individus dans chaque échantillon étant, dans la plupart des cas nettement
inférieur a 20, ces chiffres n'ont qu'une valeur indicative. En Sierra Leone, seul l'alltle
A est rencontré ce qui est relativement inattendu méme pour un échantillon composé
seulement de 6 individus, compte tenu des taux élevés d'hétérozygotie observés chez les
vers du Cameroun. La fréquence de I'allele B semble étre significativement différente
entre les populations d'O. volvulus de savane (0,2 et 0,31) et celles de mosaique savane-
forét (0,05 et 0,08).

Un plus grand nombre de vers reste 2 tester pour ces différentes populations
d'O. volvulus du Cameroun, mais cet outil s'avere déja trés prometteur pour les études
de génétique des populations de ce parasite.
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Bilan du Chapitre IV

Aprés avoir discuté de la valeur des outils existants pour I'étude de la
variabilité génétique d'0. volvulus, les limites de ceux ci, notamment dans le cadre
de 'OCP ont été évoquées. L'amplification aléatoire (RAPD) s'est avérée étre un
outil efficace pour matérialiser la diversité génétique du parasite. Cependant, des
problemes existent quand 2 la fiabilité de cette méthode appliquée a O. volvulus.
Les séquences microsatellites ont €té isolés pour la premiere fois chez un parasite,
afin de s'affranchir des problémes rencontrés lors de l'utilisation des RAPD.
Malgré les difficuli€s rencontrées parfois, notamment lors de la phase d'isolement
de ces marqueurs, leurs potentialités justifiaient un tel effort.

La valeur des différents ountils (sondes d'/ADN, RAPD, microsatellites) dans le
cadre de l'épidémiologie et de la lutte contre 'onchocercose a €t€ €valuée. Les
sondes d'ADN ont déja fait leur preuves sur le terrain car elles ont permis
d'améliorer la surveillance entomologique d'un programme de lutte (OCP).
Cependant, du fait de leurs limites, leur utilisation en 1'état ne pourra €tre
envisagée systématiquement dans toutes les régions endémiques.

La technique des RAPD ne peut en aucun cas, €tre directement utilisée soit
pour l'identification de parasites chez I'homme ou chez le vecteur car amplifiant
sans distinctions, les ADN des denx espéces présentes. Elle peut néanmoins €tre
utilisée pour la construction de nouvelles sondes d'ADN spécifiques.

En revanche, les séquences microsatellites peuvent permettre d'améliorer les
techniques de détection et d'identfication utilisées dans le cadre de programmes
de lutte. Leur utilité dans la détermination des souches de différentes
pathogénicités n'a pas été totalement démontrée mais semble cependant tout a fait
réalisable.

La valeur de ces différentes techniques pour les €tudes phylogénétiques a
ensuite été abordée. La variabilité des séquences répétées (150pb) a permis
d'étudier les relations entre souches africaines et américaines mais reste difficile a
interpréter. Les RAPD montrent, 2 l'instar de la morphologie et des études
isoenzymatiques respectivement, une grande homogénéité du genre Onchocerca
et une grande variabilité entre les vers (O. volvulus) au niveau d'un méme foyer.
Enfin, les s€quences microsatellites représentent I'outil de choix pour I'étude de la

variabilité génétique d'O. volvulus ; elles permettent d'estimer les flux de genes et

devraient permetire une meilleure connaissance de la circulation des parasites.
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CONCLUSION

Il est clairement établi que les facies épidémiologiques de l'onchocercose,
notamment au niveau des lésions oculaires, sont liés a I'existence de différentes souches
d'0O. volvulus. Compte tenu de la large répartition de la maladie en Afrique et en
Amérique, une bonne connaissance de la variabilité génétique et des flux de génes entre
différentes populations de ce parasite peut apporter des informations utiles dans le cadre
de la lutte contre l'onchocercose.

Les sondes d'ADN spécifiques d'O. volvulus et de certains facies
épidémiologiques (savane et forét) développées en Afrique de 1'Ouest ont été utilisées
pour caractériser des isolats du Cameroun. Ces outils n'ont pas €té assez résolutifs pour
nous permettre d'étudier ces différentes populations de parasite, notamment du fait de la
réaction positive de tous les isolats (savane et forét du Cameroun) 2 la sonde spécifique
des souches de savane d'Afrique de 'Ouest.

De nouveaux outils ont donc, dans un premier temps, €té mis au point afin
d'étudier la variabilité génétique d'O. volvulus. L'utilisation des isoenzymes et des
s€équences minisatellites étaient difficilement envisageable du fait de la quantité (au
moins 5pg d'ADN nécessaires pour les minisatellites) et de la qualité (conservation
dans l'azote liquide indispensable pour les isoenzymes) du matériel biologique
nécessaire pour ce type d'expérimentations. Des techniques basées sur la PCR et
développées récemment (RAPD et microsatellites) ont par conséquent été adaptées pour
étudier la variabilité génétique du parasite et pour mettre éventuellement au point de
nouveaux outils diagnostiques. C'est dans ce cadre que des séquences microsatellites
ont €té isolées pour la premiere fois chez un parasite. Elles présentaient un certain
nombre d'avantages : de petites quantités d'ADN suffisaient pour utiliser ces techniques
et elles ne nécessitaient pas de moyens de conservation du matériel biologique tel que
I'azote liquide qui reste peu adapté aux conditions de terrain.

Les résultats obtenus ont clairement indiqué les potentialités des nouveaux outils
développés, tant au plan fondamental qu'au plan appliqué.

Au plan fondamental, la technique des RAPD a permis de mettre en évidence
certaines relations au sein du genre Onchocerca, notamment la position relative
d'O. ochengi qui serait plus proche d'O. volvulus que des autres filaires de bovins

domestiques. Elle a également permis de confirmer la grande hétérogénéité des isolats
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d'0. volvulus provenant de foyers proches, qui avait été mise en évidence par des €tudes
isoenzymatiques. Cependant, cette technique présentait des limites puisqu'elle s'est
avérée peu efficace pour classer les différentes populations d'O. volvulus dont nous
disposions ; de plus des résultats reproductibles €taient souvent longs a obtenir. De
nouveaux marqueurs des populations d'O. volvulus ont donc €t€ recherchés. Des
séquences microsatellites ont ainsi €té isolées et ont permis de mettre en €vidence des
taux d'hétérozygotie importants chez 0. volvulus et l'existence probable d'alltles
diagnostiques. Pour l'instant, les résultats obtenus 2 1'aide des séquences microsatellites
sont, du fait de la faiblesse de l'effectif étudi€, insuffisants pour pouvoir analyser les
forces agissant sur les populations d'0. volvulus. Les séquences microsatellites se sont
avérées capables de mettre en évidence la variabilité fine au sein de I'espece O.
volvulus.

Les vecteurs de l'onchocercose (simulies) sont des complexes d'espéces qui
seraient associés a différentes souches d'O. volvulus. L'existence de ces complexes
hétes/parasites (simulie-onchocerque) est probablement une des données les plus
explicatives de I'€pidémiologie de I'onchocercose. L'identification des simulies au sein
de ces complexes d'especes est actuellement réalisée par 1'étude des chromosomes des
glandes salivaires des larves (cytotaxonomie), qui est une technique relativement
difficile & mettre en oeuvre et qui ne permet pas de différencier les insectes adultes. Les
séquences microsatellites peuvent €tre, de la méme maniere que pour O. volvulus,
utilisées pour l'étude fine du polymorphisme des différents complexes d'especes
vectrices. Mis 2 part l'intérét, du point de vue pratique de ce couplage, l'utilisation d'un
méme marqueur pour l'étude des relations simulies/onchocerques permettrait
probablement de répondre 2 la question restée longtemps sans réponse : qui transmet
quoi 7 et ot ?

Au plan appliqué, les RAPD ont montré qu'il n'étaient pas adaptés a une
utilisation dans le cadre d'études épidémiologiques sur le terrain ou dans le cadre de la
lutte ; ils peuvent néanmoins permettre le développement de nouvelles sondes
spécifiques par simple amplification, ce qui est plus facilement réalisable que par les
techniques utilisées classiquement (clonage et banque d'ADN).

En revanche, les tests préliminaires menés sur les séquences microsatellites ont
montré qu'elles pouvaient d'ores et déja, améliorer significativement les moyens de
détection et d'identification des parasites dans les programmes de lutte. En effet,

différentes espéces du genre Onchocerca, notamment celles rencontrées chez les
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vecteurs de l'onchocercose, peuvent €tre identifiées par simple amplification ce qui
n'était pas possible auparavant. Ces séquences devraient également permettre
d'identifier, par des études de génétique des populations, les souches d'O. volvulus
circulant dans un foyer et de disposer ainsi d'un marqueur de pathogénicité.

Ce demnier point est des plus importants puisque la lutte contre l'onchocercose
est basée actuellement sur l'utilisation en campagne de masse d'un microfilaricide,
I'ivermectine (PROD'HON er al., 1991). Dans ce contexte, il n'est pas possible de
distribuer le médicament a toutes les populations présentant un risque onchocerquien. 11
est donc nécessaire de pouvoir définir des zones prioritaires de distribution de
I'ivermectine, c'est & dire de localiser les populations humaines présentant une
symptomatologie visuelle fonctionnelle et/ou des lésions cutanées intolérables. La
possibilité d'utiliser un marqueur de pathogénicité des souches parasitaires, en
complément des indicateurs parasitologiques et cliniques existants, est donc
particuliérement intéressante dans ce contexte.

Ce travail n'est qu'une premiére étape, mais il souligne cependant les résultats
prometteurs susceptibles d'€tre obtenus par 'emploi de cette technique.

Les marqueurs RAPD et microsatellites développés dans notre étude vont étre
utilisés dans plusieurs foyers du Cameroun, de Sierra Leone et de Tanzanie dans le
cadre d'un projet européen. Ces tests effectués a grande échelle et en prise directe avec
le terrain permettront de confirmer leur potentialité en tant qu'outils moléculaires
applicables a la lutte contre I'onchocercose. Ces recherches fourniront des données.
supplémentaires, nécessaires dans le contexte de la mise en place d'un programme de
lutte contre l'onchocercose en Afrique Centrale annoncée récemment par la Banque
Mondiale.
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ANNEXE 1 : Solutions tampons utilisées

TBE 10X
pour 1 litre : Tris base (890mM) 108 g
Acide borique (890mM) 55¢g
EDTA (0,5M)40ml, soit 744¢g
Amener apH 8
TE X
pour 1 litre : Tris 1,211 g (10 mM)
EDTA 0,372 g (ImM)
Amener a pH 8
TENX
NaCl 50 mM (2,92 g)
EDTA pH 8,0 10mM (3,72 g)
Tris.HCl pH 7,4 50mM (6,05 g)
SSPE 20X
Dans 800 ml HyO : NaCl (3,6M) 174 g

Amener a pH 7,4

NaHPO4H20 (200mM) 27,6 g
EDTA (200mM) 145

Ajuster 2 1 litre avec H20.

SDS10%

Dans 900 ml H2O : SDS 100g

Amener a pH 7,2

Chauffer a 68 °C jusqu'a dissolution

Ajuster 2 1 litre avec HO.
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ANNEXE 2 : Milieux utilisés

Bacto Tryptone :

Yeast extract :
NaC(Cl :
Autoclaver

Bacto Tryptone :

Yeast extract :
NaCl :

Bacto Agar:
Autoclaver

Bacto Tryptone
NaCl

Agar
Autoclaver

Bacto Tryptone
NaCl

Agar
Autoclaver

2TY MEDIUM
8 g dans 500 ml HyO, soit
58

25g

2TY AGAR
8 g dans 500 ml H,O, soit
58
25¢g
75¢g

HPLATE

5 g dans 500 ml HO, soit
4g
6g -

HTOP AGAR
5 g dans 500 ml HyO, soit
4g
4g
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12,8 g pour 800 ml

8g
4g

12,8 g pour 800 ml
8g

4g

12 ¢

8 g pour 800 ml
6,4¢g
96 ¢

8 g pour 800 ml
6,4 ¢
6,4 g



ANNEXE 3

Extraction au phénol-chloroforme :

1- Mélanger I'échantillon d'ADN a extraire avec un volume égal de phénol
(conservé a +4°C) dans un tube eppendorf.

2- Mélanger jusqu'a formation d'une émulsion - 10 min.

3- Centrifuger 10 min. 2 15000 tr./min. (15 °C).

4- Transférer la phase aqueuse située au-dessus dans un nouveau tube.
5- Répéter les étapes 1 2 4.

6- Ajouter un volume égal d'une solution 1:1 phénol : chloroforme/alcool
isoamylique (24/1 ; conservé & +4°C).

7- Etapes 2 2 4.
8- Ajouter un volume €gal de chloroforme et répéter 'étape 7.

9- Précipiter la phase aqueuse a 1'éthanol absolu.

Précipitation a l'éthanol absolu :

1- Ajouter 2 la solution d'ADN 1/10 de vol. d'acétate de soﬁium 3IM.
2- Mélanger puis ajouter 2 & 3 volumes d'éthanol absolu glacé (-20 °C).
3- Laisser au froid au moins 30 min. (-80°C) ou quelques heures (-20°C).
4- Centrifuger 20 min. 3 15000 tr./min. (+4°C);
5- Jeter le surnageant et ajouter sur le culot 3 volumes d'éthanol 3 70% glacé.
6- Répéter I'étape 4.
7- Jeter le surnageant et sécher le culot contenant I'ADN sous vide :
- au dessiccateur (speed-vac), 5-7 min.

- dans la cloche a vide, 15 min.

8- Récupérer I'ADN avec 100 pl de TE X et conserver & -20°C.
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EXE 4

Amorce

Séauence nucléotidique

OPB-01
OPB-03
OPB-04
OPB-05
OPB-06
OPB-07
OPB-08
OPB-09
OPB-10
OPB-11
OPB-12
OPB-13
OPB-14
OPB-15
OPB-16
OPB-17
OPB-18
OPB-19
QPB-20

5'GTTTCGCTCC 3
5' CATCCCCCTG 3'
5' GGACTGGAGT 3'
5' TGCGCCCTTC 3'
5' TGCTCTGCCC 3
5' GGTGACGCAG 3'
5'GTCCACACGG 3'
5'TGGGGGACTC 3'
5' CTGCTGGGAC 3
5' GTAGACCCGT 3
5'CCTTGACGCA 3
5" TTCCCCCGCT 3'
5' TCCGCTCTGG 3'
5 GGAGGGTGTT 3'
5'TTTGCCCGGA 3
5'AGGGAACGAG ¥
5' CCACAGCAGT 3
5 ACCCCCGAAG 3

S GGACCCITAC 3

Séquences des amorces

(dé

cameres) OPB-01

a

OPB-20

(Kit B, Operon technologies Inc.) utilisées pour les amplifications aléatoires (RAPD).
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SUMMARY

Newly developed techniques [RADP : Random Amplified Polymorphic
ONA and microsatelliz DNA sequances] were used 1o study genelic
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variation in Onchocerca volvulus. RAPD technique. derived from the
Polymerase Chain Raaction {PCR), allow clear distinction behvaen the
different species of the genus Onchocarca

Microsatallite DNA has bean shown 1o e useful as polymorphic mar-
kers for populations and even for indwiduals. Short repeated
sequences (CA repeats} hava been wsolcted. and o PCR assay using
such microsatellite DNA sequances 1o g2narate polymorphisms is cur-
renlly being experimented

0 West Africi, particularly i the OCE aren
« (Onchocerciasis Control Progrimume), at leust two struins
of the purasite are known to exist. The so-called “savannah”
strain associated with high blindness level, and the “forest”
strain associated with a milder form of onchocerciasts
which causes blindness in less than 1 % of the popubtion
(Prost et al., 19801 However, serna Leone s exeeptional
that high levels of blindness are found in forest areas
(McMahon et al., 1986).

Various Onchocerca specific DNA probes have been deve-
loped (Meredith er al., 1989) and also strain specific probes
(Erumann et al., 1987 and 1990). These DNA probes
sequences are based on the 150 bp repeat family. Recently,
studies conducted in West Africa have shown that DNA
probe classification correlates with the epidemiology of
blindness (Zimmerman et al., 1992).

In Cameroon, the situstion is more complex, notibly the
pathology of blindness is distributed without apparent rela-
tion to bioclimatic zones (Duke, 1981 ; Boussinesq ¢t al.,
1993). To date, no studies similar to those carried out in
West Africa have been done in Cameroon.

We are investigating other molecular markers that may be
useful for studies on genetic variation in O. voluildus,
namely RAPD and microsatellite sequences.

Polymorphism in genomic fingerprints generated by
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) is a recendy
developed assay that is based on the amplification by the
Polymerase Chain Reaction (PCR) of random DNA frag-
ments. In RAPD mapping, decamer oligonucieotide primers
of arbitrary sequence but with a GC content of 30 % or
higher are used to amplify fragments of genomic DNA
(Williams et al., 1990 ; Welsh and McClelland, 1990).

RAPD has been successfully applied to the analysis of
genomic DNA variation of several organisms (Williams ¢t
al., 1990 ; Hadrys er al., 1992 ; Klein-Lankhorst et al., 1991 ;
Crowhurst et al., 1991 ; Mazurier e al., 1992). Strains can
be distinguished by comparing polymorphisms in genomic
fingerprints (Welsh et al., 1991).

The particular advantages of RAPD techinology is that small
amounts (nanograms) of genomic DNA are needed and,
unlike PCR, no prior sequence knowledge is needed.
Microsatellite DNA sequences are short (from 2 to 5 bp), tan-
demly repeated sequences that have been shown to be use-
ful as polymorphic markers for populations and even for
individuals. They have been reported from a large pancl of
cukaryotic species such as human, mouse, cattle, whales and
inseets (Tautz, 1989 « Love et al., 1990 ; Swaiger et al., 1992
Weber and May, 1989 ; Hughes and Queller, 1993). These
dinucleotide repeats wre referred to as microsatellites (Lin
and Luty, 1989). Most of these regions are less than 200 bp
in length and PCR is used to detect length polymorphisms,
We describe here the use of the RAPD assay lor the detee-
tion of variation in the genus Onchocerca, using a sct of 20
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oligonucleotide decamer primers and the adaptation of
microsatellite DNA sequences to study genetic variability in
O. volvuius populations.

METHODS

RAPD

‘s, odules containing O. volvnlus were excised and collage-
-~ % nase-digested (Schulz-Key et al, 1977) and the worms
preserved in absolute alcohol. The nodules were from savan-
nah and degraded forest areas of Cameroon (Touboro, Poli
and Bafia, Sa’a) and from forest regions of Sierra Leone
(Lunsar and Njala).

O. gutturosa, O. lienalis, O. gibsoni and O. ochengi DNA
was provided by Dr. Meredith. O. volvulis DNA was extrac-
ted from worms as described by Meredith er al. (1991). PCR
reactions were performed in 25 pl of 10mM Tris-HC1 (pH
9.0), 50 mM KCl, 0.1 % Triton N-100, 1.5 mM MgCl,, 0.2
mM of each dNTP, 20 picomoles of decamer primer(s)
(Operon Technologies Inc.), 25 ng template DNA and 1
unit Taq polymerase (Promega). Amplification was carried
out in a thermocycler (Techne PHC-3) programmed for 45
cycles of 1 minute at 92° C, 1 minute at 36° C and 2
minutes at 72° C. Amplification products were resolved
electrophoretically on 1.4 % agarose gel.

MICROSATELLITE DNA SEQUENCES

Nodules containing O. volvuius worms from 14 patients ori-
ginating from 4 different foci in Cameroon were excised and
collagenase digested in the field. Total genomic DNA from
the worms was digested to completion with the restriction
enzymes Haelll, Alul, Tagl, Hinfl and Sau3A and shotgun
cloned under standard conditions into a M13BM20 vector
containing an EcoRV site (Hanahan, 1983). Poly(CA),/(GT)j,
and poly(GA),/(CT), probes for detection of respectively
(CA)Z/(GT)p and (GA)y/(CT), microsatellites sequences
were labelled by random priming in the presence of {a-
32PJdCTP (Feinberg and Vogelstein, 1983). The genomic
M13 library was screened by transfering the plaques onto
nylon membranes. Prehybridization and hybridization were
performed at 65° C in a solution containing 0.5 % nonfat
powdered milk, 5 X SSPE, 1 % SDS, 100 pg/ml denatured
salmon sperm DNA, followed by two washes of 15 minutes
cach in 2 X SSPE, 0.1 % SDS, one of 15 minutes in 0.5 X
SSPE, 0.1 % SDS and the stringent wash of 15 minutes in 0.1
X SSPE, 0.1 % SDS at 65° C. Dried filters were then autora-
diographed with an intensifying screen on Hyperfilm
(Amersham) at -70° C for 2 to 16 hours. Single-stranded
template DNA was isolated from positive plaques (Messing,
1983) and sequenced (Sanger, 1977) on an automatic
sequencer (Applied Biosystems, Inc.).

PCR primers were chosen from the region immediatly flan-
king the microsatellite sequence. These primers were desi-
gned with computer assistance to minimize sell annealing.
I’CR conditions were optimized by combining different
Mg2* concentrations, annealing emperatures and number
of amplification cycles. PCR products were resolved on
non-denaturing acrylamide gels (from 7 10 10 %) and visua-
lised by ethidium bromide (1 mg/ml) or silver staining
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(0.2 % silver nitrate for 30 minutes and reduction with
0.75M NaOH ; 0.1 formaldehyde Tor 10 minutes).

RESULTS AND DISCUSSION

. drst, we investigated the po(unli:ll ol RAPD in differentia-
' ting at the species level. Genomic DNA from dilferent
species was amplified by use of a single decamer primer. 20
primers were tested in these experiments and in cach case.
at least one specitic fragment was obuined for the
Onchocerca DNA's used. For cach sample, some of the
bands (ranging from 1.5 Kb and 150 bp) are common for the
genus Onchocerca and some are unique o one species
depending on the primer used. By comparing fingerprinis
veneraied by the RAPD method, Onchocerca volvulus, )
guthosa, O. lienalis, O. gibsoni and O. ochengi can be iden-
tified and distinguished from cach other by the specific poly-
morphic patterns.

Secondly, RAPD profiles of different 0 rolenfus isolates
have been compared using the same primer as described
earlier. Different patterns are observed between different
isolates and even between worms from the same nodule,
Using these primers, we could observe differences between
species and also between O. volvudus isolates. However
when amplification is repeated, we often find the profiles
to vary slightly. Furthermore, the presence of DNA contami-
nation can seriously affect the results. Thus, in this case.
this technique seems more suitble for isolation of new
DNA probes rather than for studies on population genetic.
Microsatellite loci can be easily scored using polymerase
chain reaction (PCR) followed by electrophoresis to sepa-
rate alleles which differ in length as a result of differences
in the number of repeat units. The microsatellite sequences
isolated from O. wolvulus have been used to make primers
(microsatellite flanking regions) to identify different strains
of the parasite. These particular sequences consist of CA
repeats. Initial results using O. volvwles microsatellite pri-
mers shows only slight differences between isolates. This
lack of resolution observed between bands representing
alleles (in some cases separated only by 2 bp) can he
explained by the use of non denaturing acrylamide gel o
visualize amplification products. In order to allow better
resolution of DNA fragments, this technique can be impro-
ved by using denaturing sequence acrylamide gels.

In conclusion, we believe that these new wols developed
(particularly microsatellites) will be useful for investigating
the genetic variation in O. volvnlus,
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CUTICLIN GENES OF NEMATODES

LEWIS E.*, SEBASTIANO M.", NOLA M.*, ZEI F.*, LASSANDRO
F.*, RISTORATORE F., CERMOLA M.", FAVRE R.* AND
BAZZICALUPO P.*
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SUMMARY

Two genes coding for cuticlin components of Caenorhabdins elegans
have been cloned and their structute is described. Recombinant pro-
teins have been produced in £. coli ond ontibodies raised cgainst
them. Nucleic ocid ond specific antibodies are being vsed o isolciz
the homologues from the porasitic species Ascaris lumbricoides and
Brugia pahongi.

'”I“ he nematode cuticle protects the animal, serves as an
exoskeleton and provides the surface over which inter-
actions with the external environment occur. In the case of
parasitic nematodes the external environment is the host
and, as such, antigens expressed on/in the cuticle are
within reach of both the humoral and cellular components
of the immune system. The cuticle is a layered structure,
the components of which are classified according to their
solubility : lipids, some proteins and other readily soluble,
non-structural components are mostly localized on the sur-
face but are also distributed 10 2 lesser extent throughout
the lower layers of the cuticle ; the collagens make up the
structural bulk of the cuticle, are coded for by a large and
relatively well-characterized gene family, are not exposed
on the cuticle surface and can be solubilized with SDS and
mercaptocthanol ; and finally there is o highly cross-linked.
insoluble and complex mixture of proteins present throu-
ghout the cuticle and known as the cuticling. Up until now
it has been virtually impossible to determine the roles and
importance of the cuticlins because their insolubility does
not allow cither molecular or biochemical analysis of indivi-
dual proteins.
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Abstract

A method based on amplification of
genomic DNA by decamer primers of random nucleo-
tide sequence was used to obtain DNA fingerprints
from different species of the genus Onchocerca. Each of
the 20 primers tested allowed a clear distinction be-
tween the different species of the genus on an agarose
gel. The technique offers the potential to construct spe-
cies or strain specific probes and oligonucleotides PCR
primers from the species specific fragments. A combi-
nation of these primers or others could be useful as
population markers.

Introduction

There are marked geographical variations
in the spectrum of disease associated with onchocerciasis.
Clinical manifestations ranging from dermal lesions to
ocular manifestations including blindness can occur. In
West Africa, the incidence of blindness is much higher in

savannah areas than in forest areas (Anderson et al., )
1974; Prost et al, 1980). In forest areas, despite high nhor higy

prevalence rates and large numbers of microfilariae in the
skin, the disease is generally less severe than in savanna
areas. An exception is the pattern of disease in Sierra-
Leone. where blinding onchocerciasis occurs in forest re-
gions (McMahon et al., 1986). Most onchocerciasis vectors
are known to be zoophilic, and can thus be infected with
animal Onchocerca species whose third stage larvae (L3)
are morphologically indistinguishable from each other
and from 0. volvulus. These non-volvulus Onchocerca
larvae affect the accurate measurement of the transmis-
sion of human onchocerciasis and thus, there is a real
need for a method which can distinguish between the
Onchacerca species as well as between strains of 0. vol-
vulus. This is especially important in areas where on-
chocerciasis control programmes are developed and
where mass distribution of ivermectin is planned.
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Immunological and biochemical studies on
0. volvulus have done little to clarify the possible exist-
ence of distinct strains. although allozyme studies showed
evidence of genetic variation (Cianchi et al., 1985; Flock-
hart et al., 1986). However, recently, some DNA probes
specific for 0. volvulus have been described which belong
to a tandemly repeated DNA sequence family (Meredith et
al., 1989; Harnett et al., 1989). A polymerase chain reac-
tion (PCR), based on the 150 bp repetitive DNA, has now
been developed for the detection of all stages of 0. vol-
vulus (Meredith et al., 1991), The variability of the 150 bp
family has been exploited to develop species and strain
specific DNA probes and has shown that at least two
genetic forms of 0. volvulus do exist in West Africa (Ertt-
mann et al,, 1987; Erttmann et al., 1990). The high level
of homology within this repeat family means that the
species specificity of these probes is largely dependant on
the hybridization and washing stringencies (Zimmermann
et al., 1992).

A technique generating genomic f{inger-
prints by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
based on the amplification by the Polymerase Chain Re-
action (PCR) of random DNA fragments has recently been
developed. In RAPD mapping. decamer oligonucleotide
primers of arbitrary sequence but with a GC content of 50 %
r are used to amplify fragments of genomic DNA
(Williams et al., 1990; Welsh and McClelland, 1990).
RAPD has been successfully applied to the analysis of
genomic DNA variation of several organisms (Hadrys et
al., 1992; Klein-Lankhorst et al., 1991; Crowhurst et al.,
1991; Mazurier et al., 1992). Species and strains can be
distinguished by comparing polymorphisms in genomic
fingerprints (Welsh et al,, 1991). The particular advan-
tages of RAPD technology is that small amounts (nano-
grams) of genomic DNA are needed and, unlike PCR, no
prior knowledge of the genome subjected to analysis is
required,

We describe here the adaptation of the
RAPD assay to the genus Onchocerca, using a set of 20
oligonucleotide decamer primers. By comparing the fin-
gerprints generated by the RAPD method, O. velvulus, O.
gutturosa, 0. lienalis, 0. gibsoni and 0. vchengi can be
identified and distinguished from ecach other by the
specific polymorphic patterns.
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Fig. 1 Single primer PCR on genomic DNA from different species.
Primer OPB-4 was used to amplify genomic DNA from human (lane 2),
Dirofilaria immitis (lane 3), O. gutturosa (lane 4), O. lienalis (lane 5),
Q. gibsoni (lane 6), O. ochengi (lane 7) and two different O. volwlus
isolates from Cameroon (lane 8) and from Sierra-Leone (lane 9).

M: Molecular Weight Marker,)’)(-174 Hae W digest. Lane 1: negative

control. ¢
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Fig.2 Single primer PCR on O. volvulus genomic DNA from differ-
ent origins. Genomic DNA from O. volvulus (two different worms
from the same nodule) coming from Cameroon {4 foci: Touboro,
Poli, Bafia and Sa’a) and from Sierra-Leone (1 focus) were amplified
with primer OPB-4.

M: Molecular Weight Marker, FX-174 Hae It digest.

Lane 1: negative control ‘f‘
Lane 2:worm 1 from Touboro
Lane 3: worm 2 from Touboro
Lane 4:worm 1 from Poli

Lane 5:worm 2 from Poli

Lane 6: worm 1 from Bafia
Lane 7:worm 2 from Bafia
Lane 8:worm 1 from Sa‘a
Lane 9:worm 2 from Sa‘a

Lane 10: worm 1 from Sierra Leone
Lane 11: worm 2 from Sierra Leone

Materials and methods

Nodules containing 0. volvulus were excised
and either conserved directly in absolute alcohol or collagenase-
digested (Schultz-Key et al.. 1977) and the worms preserved in
absolute alcohol. The nodules were from savannah arecas
(Touboro and Poli, Cameroon), degraded forest areas (Bafia and
Sa'a, Cameroon) and the isolated worms from forest regions of
West Africa (Lunsar and Njala, Sierra-Leone). Dirofilaria immitis,
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Table 1 Nudeotide sequence of primers OP8-01 to OPB-20 \
(Kit B, Operon technologies Inc.).
Primer Nucleotide sequence !
0PB-01 5 GTTTCGCTCC 3° !
0pPB-03 S' CATCCCCCTG 3 i
0PB-04 5' GGACTGGAGT 3* [
0PB-05 5’ TGCGCCCTIC 3
0PB-06 5 TGCTCTGCCC ¥
0P8-07 5 GGTGACGCAG 3 ;
0PB-08 5' GTCCACACGG 3 !
0OPB-09 5" TGGGGGACTC 3° ;
0oP8-10 5 CTGCTGGGAC 37 i
0OPB-11 5' GTAGACCCGT 3 i
0oPB-12 S' CCTTGACGCA 37 ]
0opP8-13 5" TTCCCCCGCT ¥
0oPB-14 5 TCCGCTCTGG 3
0oPB8-15 5 GGAGGGTGTT 3
0OPB-16 5" TITGCCCGGA 3
0PB8-17 5" AGGGAACGAG 3 |
0P8-18 5' CCACAGCAGT 3’
0PB-19 5" ACCCCCGAAG 3
0P8-20 5" GGACCCTTAC 3 \

3

0. gutturesa, 0. lienalis, 0. gibsoni, and O. ochengi DNA were
obtained {rom pooled worms as described previously (Meredith
et al., 1989). The O. volvuius DNA was extracted from pooled
worms as described by Meredith et al. {1989). PCR reactions
were performed in 25 F1 of 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM KCl,
0.1 % Triton X-100, 1.5mM MgCls, 0,2mM of each dNTP, 20
picomoles of decamer primer(s) as given in Table 1 (Kit B,
RAPD™ primer kits, Operon Technologies Inc.), 25 ng template
DNA and 1 unit Taq polymerase (Promega). Amplification was
carried out in a thermocycler (Techne PHC-3) programmed for 45
cycles of 1 minute at 92°C, 1 minute at 36°C and 2 minutes at
72 °C. Amplification products were resolved electrophoretically
on 2% agarose gel, revealed by ethidium bromide and photo-
graphed under U. V. light (Sambrook et al., 1989).

Abbreviations

Deoxyribonucleic acid (DNA); random amplified
polymorphic DNA (RAPD}): base pairs (bp): poly/merase chain
reaction (PRC); sodium lauryl sulfate (SDS}): operon primer kit B
(OPB).

Results

First., we investigated the potential of
RAPD in differentiating at the species level. Genomic DNA
from different filarial species was amplified by use of a
single decamer primer: 20 primers were tested in these
experiments and in each case, at least one sgg_ciﬁc frag-

#- ment was obtained for each Onchocerca DNAUsed. Fig. 1

Le

shows the amplifications with primer OPB-4 on DNA from
Human, D. immitis, 0. gutturosa, O. lienalis, 0. Gibsoni,
0. ochengi and two of O. volvulus isolates from Cameroon
and Sierra-Leone. Depending on the primer used, several
bands can be seen, ranging from 1.5Kb to 150 bp. Some
of the bands are common between the different species
and some are unique to one species. Preliminary inves-
tigations were also carried out to determine whether the
RAPD patterns generated by these primers (OPB-1 to OPB-
20) could be useful in strain differentiation within 0. vol-
vulus.
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Fig.3 Comparison of pat-
terns generated with single
and mixed primers (O, vol-
vulus from Sierca-Leone).
M: Molecular Weight

L#J Marker, £X-174 Hae Il digest.
Lane 1: genomic DNA

1353 R amplified with primer OPB-7.
— et Lane 2: genomic DNA
1078 - amplified with primer OP8-7
872 and OPB-8.

Lane 3: genomic DNA
amplified with primer OPB-8.

310
281

—== lab. |

DNA from different 0. volvulus worms (4
isolates from Cameroon and 1 from Sierra-Leone) were
amplified with different primers: Fig. 2 shows these am-
plifications with primer OPB-4; this figure is representa-
tive of all the amplification profiles obtained with the 19
other primers. The patterns observed for the different
worms are very similar with some differences represented
only by low intensity bands. To increase the chance of
detecting intraspecific variation, pairs of oligonucleotides
were tested. As an example, amplifications of 0. volvulus
genomic DNA with two primers (OPB-7 and 8) are
pfsented in Fig. 3: the combination of two primers (Lane 2)
result in the appearance of new amplified DNA fragments
compared to amplification with single primer (Lane 1 and 3).

Discussion

RAPD is useful in differentiating at genus,
species, and intraspecific level (Hadrys et al., 1992).
Specific RAPD markers have been identified at genus level
and species level in irisis (Arnold et al., 1991) and tomato
(Klein-Lankhorst et al., 1991), strain level in mouse
(Welsh et al., 1991), “cultivar” level in broccoli and cauli-
flower {Hu and Quiros, 1991) and clone level in fungi
(Smith et al., 1992). Divergence of even a fraction of one
percent between two genomes ofien results in a different
fingerprinting and thus allow strains of almost any or-
ganism to be distinguished (Welsh et al., 1991),

In this study, fragments of genomic DNA
from various species of the genus Onchocerca were ob-
tained by amplification with short primers of arbitrary
nucleotide sequence. The polymorphic patterns allowed a
clear distinction between the different species by RAPD
with numerous different primers. When standardized re-
action conditions were used. these results were highly
reproducible. Clear differences on a simple agarose gel
can be observed, unlike the conventional PCR assay de-
scribed for 0. volvulus (Meredith et al., 1991) that ncces-
sitate Southern blot analysis and hybridization. One im-
portant problem in Onchocerciasis control strategies and
surveillance is the identification of Onchocerca specics
infecting the Simulium vector. The RAPD technique is not

suitable for identification of the parasites in the fly since
polymorphic pattern of the vector DNA will be superposed
with those of the parasite, making interpretation of results
difficult. However it shows great potential for the genera-
tion of species specific probes from the fragments
generated, and species specific PCRs could be developed
from the unique fragments for direct identification of On-
chocerca species in vectors.

The primers used in this study do not show
clear distinctions between the different isolates of 0. vol-

# vulus testedHowever, considering the number of RAPD

primers available it is more than likely that clear differen-
tiation between isolates can be obtained with other
primers. Thus, a combination of these or other random
primers could prove to be useful population markers.
Further investigation of large number of isolates of 0.
volvulus is needed to evaluate the potential of RAPD in
studies on population genetics. This technique may allow
the selection of species or strain specific sequences as
potential probes more easily than the classical approach.
Such probes could improve the direct identification of
Onchocerca infected vector (by hybridization or PCR) and
the specificity would not be dependant on the stringency
conditions.

It is important to be able to identify the
origin or form of the parasite (L3 of different species of
the genus Onchocerca or different strains of 0. volvulus)
in order to plan appropriate onchocerciasis control strate-
gies. The results obtained on the correlation between
classification of 0. volvulus by DNA probes and epidemio-
logic patterns of onchocercal blindness (Zimmerman et
al., 1992), support the hypothesis of strain association
with pathogenicity.

RAPD analysis is interesting because very
small amounts of genomic DNA are subjected to PCR and
the amplification products arc resolved on agarose gel.
Consequently, for field application, there is no need for
utilisation of radioactivity. Polymorphisms generated by
this assay are useful as genetic markers when strictly
standardized reaction conditions are used (Hadrys et al..
1992}, which guarantee reproducible amplification pro-
ducts.
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