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Summary: Development of a specific PCR (polymerase chain reaction) of species complex
Anopheles nili (Théobald) 1904 in Cameroon.

The objective of this study was to develop new molecular tools for the identification of members of
An. nili group, a malaria vector in Africa. Our strategy was based on the sequence analysis of por
tions of the rDNA. The ITS2 fragment of An. nili collected in Cameroon was sequenced and com
pared. The analysis of these sequences has revealed a great variability of ITS2 sequence. Three mole
cular forms: An. nili typical form, An. nili Oveng form and An. carnevalei were observed within the
six morphological types. Specific primers were selected on ITS2 sequence to develop an allele-spe

cific PCR giving 3 size bands. 169 specimens of An. nili collected in Cameroon were successfully tes -

ted. This method has been validated on specimens collected in others localities of tropical Africa.
The multiplex PCR developed was very sensitive practical and applicable on large scale.

Résumé :

Des nouveaux outils moléculaires pour I'identification des espéces du groupe An. nili ont été déve
loppés. lls sont basés sur I'analyse des séquences de différents fragments d*ADN ribosomique des
membres de ce complexe. Le fragment ITS2 a montré une grande hétérogénéité de séquences. A
partir de six types morphologiques, trois groupes génétiques ont été révélés: An. nili. forme typique,
An. nili forme Oveng et An. carnevalei. Des amorces nucléotidiques spécifiques de ces trois formes
moléculaires ont été sélectionnées permettant I'identification par amplification spécifique d’alléle.
La technique a été testée avec succes sur 169 An. nili en provenance du Cameroun et a été validée
sur des spécimens de plusieurs localités de pays d'Afrique tropicale. La PCR multiplexe développée
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est tres sensible, pratique et utilisable a grande échelle.

Introduction

E n Afrique au sud du Sahara, les paludismes humains sont
transmis par trois vecteurs majeurs: deux espéces du com-
plexe Anopheles gambiae (Anopheles gambiae s.s. et Ano -
pheles arabiensis) et Anopheles funestus (9). Le long des cours
d’eau, Anopheles nili s.l. peut également jouer un rdle pré-
pondérant (4, 10). An. nili est un complexe d’espéces qui pré-
sente d’importantes différences morphologiques, biologiques,
comportementales et de capacité vectorielle (7, 8). Sur la base
des seuls critéres morphologiques, trois espéces, An. nili (8),
An. somalicus (16), An. carnevalei (3) et la “forme Congo”, ont
été décrites au sein de ce complexe. An. somalicus est mor-
phologiquement identique a An. nili au stade adulte. Ces
especes peuvent se trouver en sympatrie.

L’identification précise des membres du complexe An. nili est
souvent difficile, voire impossible, dans les conditions de ter-
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rain, en raison de différences morphologiques mineures, ren-
dues peu visibles lorsque les spécimens ont perdu des écailles
suite & leur capture. De ce fait, la distribution de chaque forme
et/ou espéce, ainsi que leur degré d’implication dans la trans-
mission du paludisme, sont mal connus.

Depuis les années 1990, les outils génétiques et moléculaires
ont permis le développement de techniques d’identification
alternatives. La plupart d’entre elles ne sont cependant pas
utilisables a une large échelle en raison des compétences tech-
niques spécifiques qu’elles requierent (cytotaxonomie), de
contraintes strictes sur la conservation de spécimens capturés
(isozymes), de la quantité importante de matériel nécessaire
(restriction fragment length polymorphism) ou du manque de
reproductibilité de résultats (random amplified polymorphic
DNA). Pour pallier ces inconvénients, nous avons développé
une PCR allele spécifique (allele specific polymerase chain
reaction, ASPCR) qui permet d’identifier les formes et espéces
du complexe An. nili au Cameroun.
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Matériel et méthodes
Zones d’étude

Les anopheles (n =164) ont été échantillonnés dans cing vil -
lages du Cameroun: 4 en zones forestiéeres, Afan-Esokie
(2°20°N, 10°00°E), Mbebe (4°00’N, 11°02'E), Oveng (2°24'N,
10°22’E), Simbock (3°55’N, 11°30’E) et un en zone de savane
arborée, Tibati (6°28’N, 12°37’E). Quinze spécimens du Bur-
kina Faso, de Cote d’lvoire et du Sénégal ont servi a tester la
technique sur des échantillons hors Cameroun. Les stations
de capture sont situées en bordure de cours d’eau permanents.
Les sites de capture dans les autres pays sont localisés en zone
de savane soudanienne.

Echantillons

Les anophéles ont été obtenus lors de séances de capture de
femelles agressives pour I’'homme, réalisées a I'intérieur et a
I’extérieur des habitations, de 19 heures a 6 heures, entre mars
et novembre 2000. Les spécimens du complexe An. nili ont été
séparés des autres espéces a I’aide de critéres morphologiques
(8). La caractérisation a I'intérieur du complexe, basée sur la
présence ou non de taches pales sur les nervures et les franges
alaires, a permis d’identifier 6 formes morphologiques au
Cameroun: les formes An. nili typique et Congo décrites par
GILLIES et DE MEILLON en 1968 (9), ainsi que les formes A,
B et Oveng observées par notre équipe sur la base de critéres
non décrits dans la littérature, et An. carnevalei (3). Apres
leur détermination selon ces critéres morphologiques, les spé-
cimens ont été placés individuellement dans des tubes conte-
nant du silicagel et conservés a — 20°C.

Techniques moléculaires

Extraction d’ADN, amplification et séquengage de la région
ITS2

L’ADN des moustiques a été extrait selon le protocole de Cor-
NEL et CoLLINs, publié en 1996 (6). La région I1TS2 (internal
transcribed spacer 2) de I’ADN ribosomique a été amplifiée par
PCR avec les mémes amorces consensus et les mémes conditions
d’amplification que celles utilisées pour les membres du com-
plexe An. punctulatus et du complexe An. funestus (2, 12).
Apres séparation des produits de PCR sur gel d’agarose, la
taille des fragments amplifiés a été évaluée, les bandes issues
de I'amplification d’ITS2 de chaque forme ont été photogra-
phiées et découpées sous ultraviolet. L’élution de I’ADN a
été réalisée avec le kit Qiaquick Gel Extraction de Qiagen
(France) selon la procédure indiquée par le fabricant. Les pro-
duits d’amplification de cinquante spécimens (4 de chacune des
formes A, B et Congo, 20 An. nili typique, 6 An. nili forme
Oveng et 12 An. carnevalei) ont été séquenceés. Les séquences
obtenues ont été alignées et comparées grace au programme
Clustal (11) développé par Infobiogen.

PCR alléle spécifique du complexe

Une amorce universelle (ANU), définie dans une région
conservée, commune a tous les spécimens séquences, et trois
amorces antisens ANT, ANO et ANC spécifiques respecti-
vement d’An. nili typique, d’An. nili forme Oveng et d’An. car -
nevalei ont été déterminées. Les réactions PCR ont été réalisées
en utilisant 0,4pl de chaque matrice ADN. Le mélange réac-
tionnel de 25 pl contenait 0,625 U de Taqg DNA polymerase
(Qiagen, France), 200 pl de dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 20
picomoles de I'amorce ANU et 10 picomoles de chaque
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amorce ANT, ANO et ANC. Les séquences des amorces ont

été les suivantes:

22mer-Primer ANU : 5’ GATGCACACATTCTTGAGTGCC3’
23mer-Primer ANO: 5’AGCACGGTCACCTACGGTTCTCC3’
23mer-Primer ANC: 5’CTGGTGGGGTTCTTCTCTTCTCG3’
20mer-Primer ANT: 5TGGCTGCTTCTCGTGGCGCG3’

Aprés une dénaturation initiale a 94 °C pendant 3 minutes, les
amplifications ont été faites aux températures de 94 °C, 30
secondes (dénaturation), 63 °C, 30 secondes (hybridation),
et 72 °C, 1 minute (élongation) pendant 30 cycles, avec une
extension finale & 72 °C pendant 10 minutes. Les produits
amplifiés ont été visualisés et photographiés sous ultraviolet.

Résultats
Amplification

La taille du fragment amplifié grace au couple d’amorces
consensus a varié entre 475 pb et 550 pb selon I’'espéce et la
forme morphologique. Trois profils distincts ont été obser-
vés: le premier correspondant aux formes morphologiques A,
B, Congo et An. nili typique, le second correspondant a la
forme morphologique Oveng et le troisiéme correspondant
a An. carnevalei.

Séquengage

Le séquencage d’ITS2 a permis de confirmer les trois profils
déja observés apres amplification avec les amorces consen-
sus. La comparaison des séquences a montré 99,9 % d’iden-
tité entre An. nili typique et les formes A, B et Congo. Cette
identité de séquence n’a été que de 78,1 % entre An. nili
typique et la forme Oveng, et de 76,4 % entre An. nili typique
et An. carnevalei. Ces séquences ont été déposées dans la
banque de données EMBL aux numéros d’accession suivants:
AJ429048 pour An. nili typique, AJ429049 pour An. nili forme
Oveng et AJ429050 pour An. carnevalei.

PCR alléle spécifique

Afin de pouvoir identifier An. nili typique, An. nili forme
Oveng et An. carnevalei en une seule réaction PCR, les 4
amorces (ANU, ANT, ANO, ANC) ont été mélangées. Avec
ce protocole, les spécimens d’An. nili typique, An. nili forme
Oveng et An. carnevalei donne des bandes de taille 188 pb, 357
pb et 408 pb respectivement, correspondant aux tailles atten-
dues par I’étude des séquences (fig. 1).

An. nili typique, An. nili forme Oveng et An. carnevalei ont
été trouvés tous trois dans le sud du Cameroun. Cette PCR
nous a permis de confirmer la présence d’An. nili typique au

Figure 1.

Migration sur gel d’agarose 2% des produits de la PCR alléle spécifique

de spécimens du complexe An. nili suivie de la coloration au bromure d’éthidium.

A photograph of 2% agarose gel of amplified products from a single PCR
containing the universal primer and the three specific primers.
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Ligne M: marqueur de poids moléculaire, ligne 1: An. carnevalei (408 pb),lignes 2: An. nili
forme Oveng (357 pb) et lignes 3-7 : An. nili forme typique (194 pb) du Cameroun ; ligne 8-
10; 11 et 12; 13 et 14: An. nili forme typique de Cote d'Ivoire, Burkina Faso, Sénégal.
Ligne 15: Témoin négatif sans ADN.
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Burkina Faso, en Cote d’Ivoire et au Sénégal. Aucun hybride P. KENGNE, et TDR pour la bourse REG n° 990831 accordée a
naturel n’a été identifié¢ pour le moment. An. somalicus n’a P. AwoNo-AMBENE. Enfin, nous remercions F. SIMARD et les 2 éva-
pas encore été analysé, car aucun spécimen n’a été récolté lors luateurs pour leurs recommandations judicieuses.

de cette étude, mais des prospections larvaires sont en cours

au Cameroun dans une zone ou cette espece avait été signa-

lée par MoucHET et GARIOU en 1961 (13).
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