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La varidilit& gbi t ique  d'Onchourca voivulrrs a czl! hdi& sur plusieurs isoh du Cameroun. 
Ctne Naire st ia d e d h e  cause infectituse  de &zit6 dans c monde et affe~tc:, selon TOMS, environ 17 

millions de   msonnes  cn Afrique, en Am6rique Cenfde et en Amt5rique du Sud. La complexirt5 de 

l'&pid&niologie de  l'onchtxcrmse appmîr  ii6e B l'existence de diff&ren% souches  du  parasite qui son1 B 
l'origine de a de c&%s II&, v a r i a b l e s  d o n  l e s  dgions tCudit5e.s. Plusieurs types de marqueurs  ont tt6 

uliIis& pour dtudier djffirentes popuhions d'O. volvulus du Camcrom ; les sondes sp&ifiqucs des 

souchts  de  savane d'Afrique de l'Ouest s'hybrident avec tous I t s  isolats &di&. De nouveaux marqueurs 

ont donc nxherchks. I1 s'agissait des RAPD ct da s6qmccs microsatdites, dew techniques basks 

sur ia fcR qui pdsenbicnt l'avantage de pouvoir t r a d e r  sur de faiblts quanti& de  markriel 

biologique. 

La rechnique  des RAPD a & utilis&, dans un pnmicr ttmps, sur diff6rmfe.s espkces de f- 

du genre Onchorerm proches d'O. volvulus afin de  dirmniner sa capacit6 B visualiser du polymorphisme 

intsxsptkifique.  Appliqutk A diffirens  isolas d'O. volvulus du Cameroun. h technique  des RAPD a 

monIr6 h grande ht?krogtnf5it6 de "fie s p i k e  encre v a s  issus de foyers gdopphiquemmt  pr rbes ,  

con fman t  ainsi un phtnomtne d6jA mis en &idence par h ttchnique des isoenzymes. CcpcndanL en 

raison des difficultQ r e n c o n u k  lors  de la mise au point de  CC= rechnique  (probltmes  de 

repmductibiiiffi)), de nouveaux  marqueurs de popuhrions ont & r e c h t d & .  Nous avons  ainsi isolC, pour 

h premitre  fois c h u  un parasite, des dqucncts  microsartllitcs  du g h o m e  d'O. volvulm. "Ils ci ont 

permis  de dparer l e s  isolas p r o v m r  de quatre foyers du  Camcroun et mêane dcs individus provenant 

de  deux  nodulcs uti& d'un  meme pat;ent Cete technique a 6galemcnt mis CTI tvidmce  l 'Mbg&n&t6 

de I ' c s p k e  O. volvulus CI a mon& I'cxisience probable d'alltlcs diagnostiques de uriains i s o h  de u: 

parasite. La v a l e u r  ainsi que l'utilisarion de ces d i f f h s  ou& ont 6ffi discuds h s  le cadre  de la iutte 

contre  l'onchccemse et dans le cadre de h phylogthie  du guue Onrhocerca. L'in&ê1 d e  u s  diffQenfs 

outils dans le cadre d e  la l u t e  contre l ' o n c h m s e  cn Afrique  est intgal ; l e s  RAPD permcuant 

l'amplification de  tous les ADN, leur  application pour h dktection des d i f f h s  sadcs  du pmsite chez 

le vtxteur est donc  difficilement  envisageable. Les dqucnus  micmsatellica peuvent, cn x~vanche. 

reprfkcnler  une  amtlioration de  ia technique utilide dans l e s  programmes de l u m  ; clles permctfen~ en 

effeL de  difftrencier l e s  cspkes de  filairCs qui peuvcnt &re p&ntes chez le même veceur par simple 

amplification. Les nouveaux  marqueurs dLveloppb dans uLte &ude se sont  donc a v t r b  ufilcs pour 

Lmdier la v ~ b i l i t 6  gCn6tique d'O. volvulus et p&ntent dcs  poknljali&s qui permetent denvisagcr lm 

udisation prochaine dans le cadre de  la lune contre l'onchocercose. 



SUMMARY 

Gene~c variability of Oncfrocerca voivdus fras k n  surveyed on several camemnese 

isolates. This Narial parasite is the second cause of infectious blindness in îhe world,  and 

according to  WHO, it affects nearly 17 million  people in Africa and l a h  America. This 
disease's epidemiological complexity seems to be accounted for by the existence of several 

parasi& stxains. This would be the explanation of the variability of the blindness rate according 

to the region  under study. Several types of markers have k e n  used for studying  various O. 

voivulus 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 (MPD) and microsatelite DNA sequences. These  two 

techniques are PCR-based, and hence have îhe advantage of requiring only limited amounts of 
biologid material. The W D  technique has been used in a first  time on different  filarial 

species of the genus Onchocerca, closely  related to O. volvulus, in order fo estimate ifs value as 

a species-specific marker. When applied to various cameroonese O. volvulus isolates, tfie 

RAPD technique  showed îhe considerable heterogeneity of &is species between parasires 

originating  from  geographically related foci,  which confmed former isozyme results. 

Neveheless, due to the diffindies in perfecting h e  RAPD technique (lack of reproducibility), 

additional popdation markers have k n  looked for. We have been able 1.0 isolate  for ~e first 

time  in a parasire, microsatellite  sequences  in the genome of O. v o l v u l ~ ~ ~ .  These sequences 

made it possible to discriminate between isolates originating from  four different camemontse 

foci, and even, berween individuals taken from two nodules of a same patiem This ttciuùque 

confirmed The heterogeneity of the  species O. volvulus, and suggested rhe  existence of 

diagnostic  alleles for certain isolates of T~LS parasite. The value and h e  use of these different 

2001s have k e n  discussed in the framework of onchocerciasis confro1 and of the phylogeny of 

tfie genus Onchocerca. 

The interest of îhese look for onchocerciasis control in Africa is variable. Since. rfie 

W D  method amplifies any DNA, its use for detecting the various parasire stages in the veaor 

is impossible. Differenfly, the microsatellite sequences give h e  hope of an improvement of h e  

technique used in  conml programmes. Indeed tfiey make if possible 20 discriminate, by a merc 

amplification, between tfie fifarial species h a t  codd  exist in a same vector. 

The new  markers developped in l he  present  study  hence proved to be usefd for 

studying O. volvulus geneliic variability. Their potentialities allow to consider their use in the 

framework of onchocerciasis control in a near future. 
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Excision d’un nodule  au  niveau  de la hanche (foyer de Touboro) 

Digestion d’un nodule à la collagénase - foyer de Touboro 
(debut  de la désagréaation du  nodule au bout de 6 heures de  diPestion) 



3SA : 30vine S e m  Albumin (albumine skique bovine) 
"FL : Community MicroFdaial Load 
dAP, dGTP, d m ,  d?Tp : déoxynuclkide 5'-triphosphate 
ddATP, ddGV, ddCP,  ddTTP : didtoxynuclbside S'-triphosphate 
D W O  : diméthyJfomamide 
EDTA : Ethyl Diamine Tétra AcCtate 
lMFA : Tndice MicroFilaien AjustC 
lPTG : i s o p ~ p y l - 1 3 - l > - t h i o g ~ ~ o p ~ o ~ d e  
Kb : Iwo base (loo0 pb) 
ng : nanogramme 
OCP : Onchocerciasis Conml frogramm 
pb : paire de base 
P3S : Phosphate 3uffered Satine 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PEG : Poly Ehylkne Glycol 
QSP : QuanIititt Snffisanîe Pour 
RAPD : Random AmpWied Polymorphic  DNA 
RFLP : Resîriction h g m e n t  L n , d  Polymorphism 
SDS : Sodium Dodecyl Sulfare 
SSC Standan Saline Cirrate 
SSPE : Standart Saline Phosphate  EDTA 
TlBE : Tris-Boorare-EDTA 
TE : Tris-EDTA 
TEN : Tris-EDTA-NaC1 
Tris : Tris hydmxyméhykuninornétane 
14mn : tour/minute 
UE : Unit6 Evohive 
WH: Virus de l'hmunod6ficience Humaine 
w/v : weighr/volume 
X-Gal : 5-bromo-~chlor~3-~doly~--i3-r;alactoside 
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INTRODUCTION 

L'onchocercose est une dadie  parasimire causk par le développement dans le 
derme de l'homme  de  la filai.re Onchocerca volvulus (Leuckart,  1893). Elle est 
transmise par un insecte vecteur  de la famille des Simuliidae  appartenant n o m e n t  au 
complexe Simulium damnosum en Afrique de l'Ouest. 

Selon l'organisation Mondiale de  la Sant6 (OMS, 1987), l'onchocercose affecte 

17 millions de personnes en Afi-ique, en Amfique Centrale eî en Amfique du Sud. 
Parmi les manifestations  cliniques de cette parasitose on distingue habituellement les 
syndromes cutanés, les nodules  onchocerquiens, les syndromes lymphatiques et les 
ltsions oculaires.  Au  moins  deux  types (ou facihs) épidtmiologiques, caractdrists par la 
gravité des lésions oculaires sont  classiquement reconnus en Afrique de l'Ouest : les 
onchocercoses de savane, B l'origine des lésions  oculaires  graves  (îaux de cécité de 10 B 
15%), et les onchocercoses de foreî (taux de chité inférieur 8 2%). Il existe certes des 
exceptions A ce schéma  général,  par  exemple,  en Sierra Leone, o i ~  des taux de cécité 
relativement élevés ont été  rapportts en zone  de  forzt ( M c U O N  et al., 1986). 
Ailleurs, en  Afiique Cenh-ale, notamment au Cameroun,  la  situation  épidémiologique 
semble  nettement plus complexe (DUKE, 1981). 

Ces diffénxces  de retentissement  clinique  n'ont  pas  encore  étt?  expliquées ; selon 
les donnCes de  la l i t th tue ,  elles  ont Q t  successivement  attribuées 2 la bio-hlogie des 
vecteurs (LE BERRE, 1966), B la  capacité  vectorielle  des  différentes esphces du 
complexe S. darnnosum, B la  patfiogknicitt?  des souches ou au comportement et B 
l'occupation de l'espace par l'homme (EERVOUET et PROST, 1979). 

En absence de rntklicament contre la filaire adulte, la stratégie de  lune conrre 
l'onchocercose a étg fondée sur l'intemption du cycle du parasite par desmction du 
vecteur B son stade le plus vulnérable, le stade larvaire inféodé aux eaux courantes- 
Cette stratégie de lutte antivectorielle par épandage  hebdomadaire d'insecticides a été 
appliquée  avec succb, depuis 1975,  sur  une  superficie  de  plus d'un million de 
kilom&&es  carrés,  dans le cadre  du programme de lutte  contre  l'onchocercose en 
Afrique  de  l'Ouest,  Dans  la zone initiale du programme, la  transmission a éttt 
interrompue et les traitements  larvicides  ont tté suspendus  aprks 15 ans de lutte. Un 
médicament  microfilaricide,  l'ivennectinc, développé depuis 1987 dans le cadre de la 
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medecine v&5inaire, a Qt appliqué avec sucds 2 l'onchwercose humaine t t  a permis 
de Teconsidira les sm~igies de lune en vig~~em. 

T ~ I  la lune antiveaoTieUe 41.1s la  lune chimio~ixhpique necessitcnt des moyens 
opthtiorndqs fiables dc d614on et d'iden&cafion d'O. atoiv;alers, qui ~ ' j i n ~ ~ r i ~ ~ n - t  donc 
dans les priorit& de recherche. 33-1 effel, cians k domaine de la lune anlivmorielk, les 
intensit& d'infÈstation des poplafions -&~~uEUCS de %lenpIpies dans les zones mitites ou 
1% suivi de la recrudescence de la transmission ap&s 15 ans de lune et arret des 
tmiwmcnts sont eshgs  par disssfion individuelle  des simuliies ct cornpage des larves 
infectantes et dcpuis p a ,  & l'aide dc sondes 8AD'kT. Dans CES conditions, il convient 
done de distingua les lames infecmies d'O. voIvrel~ de celles des autres filaires 
ps6sentes chez les simulies (O. ochengi notamment), 4uc l'on ne peut dif€irencicr 
morphologiquement. Dams 'le domaine de la lutte ehimiotfi61apigue~ la distinction des 
diffkrenbes formes de pathogtniciti d'O. vodvulm est indispensable a f i n  de déterminer 
des zones p r i o r i k s  de disnibu~isn de Il'ivamctine. 

Classiquement, les parasites sont idendfits, apr6.s dissecnon, par des mehodes 
faisant appel 2 la morphologie et 2 l'anatomie, 2 1a tiomfhie ou aux colorations 
histochimiques. La distinction des onchocerques animales et humainesdultes peut êne 
ainsi r&disie & partir de mmctkres morpho-matodques et depuis peu, par le nombre de 
chromosomes. En sevanche, le re-com 2 l'tla8ophorkse imenzymatique n'a pas permis 
de distinpcr les formes savanicoles des formes foresti8res d'O. volvulu. R&emmenr, 
quelques sondes d'ADN bastes sur des st5quences répCtées (150 pb) ont ttt mises au 
point 2 px6r d'onchocerques originair~s d'Afxique de l'Ouest. Elles permentnt de 

distinguer, chez les  adultes et les laves infectantes, 1 s  onchecerques animales des 

onchocerques humaines, et dans certains cas, les popuhions d'O. V O ~ V ~ L L S  de for& et 

de savane. Ces -vaux ont mis en &videnee une codlation enrre populations du 

parasite et kpidkmiologie dc la c&it&. Cependam, I'applieation de ces sondes aux autres 
rkgions oh s6vit l'onchocmcose est d'aumr plus discu~ble que ces ourils se sont dv&Xs 
parfois inefficaces SUT des populations de pmsites d'autres laedit& d'Afrique de 

I'OUiSt.  

Ce constat vaut particulihement pour le Cameroun o i ~  la situation 
6pidCmiologique est plus complexe et ne prdsente pas une dualit6 de l'onchocercose 
selon les zones bioclirnatiqnes. Dans ce eoniexte, il nons a donc semblt important 

d 'hdier : (i) la variabilite génétique d'O. volvulus diffdrents  niveaux, tnrrc les foyers, 
enQe les parients, e n m  les nodules (internodulaire) et mue les vers d'un même nodule 
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(inmodulaire), (ii) ia relation enBe  des  souches du parasile et la gravité de la 
symptomaxologie dans différenls foyers bien définis, (iii) les flux de ghes  chez le 
parasite compte tenu des  phénomènes migratoires humains mais @dement des  vecteurs 
(simulies). 

Le choix de nouveau marqueurs  devait donc rkpondre B une  double  exigence : 
une  &solution suffisante pour sgparer les populahons du parasite  et la possibilitt 
d'utiliser du  matériel consem6 séché ou dans  l'alcool  ce qui fad i te  grandement les 
récoites de mat6rie1, notamment dans des foyers 6loignés. Ainsi, les marqueurs RAPD 
(basé sur l'amplification albtoire  de l'ADN) ct des séquences microsaicllites ont 
successivement 6x6 expQimen~s. 

. L'objectif de cette étude a donc été axbe sur la variabilité génétique d'O. 
VOZVUZUS en liaison avec l e s  différents faci&  épidémiologiques de l'onchocercose et 

sur le développement de nouveaux outils diagnostiques afin d'identifier les 
popdations pamihires potentiellement pathoghes pour l'homme. 

Cette étude s'inthgre en fait dans le cadre  d'un plus  vaste projet financé par 

l'Union Europtenne (proje1 STD m) qui se propose d'étudier la variabilid. générique 
d'O. volvulus en  Afrique de l'Ouest  (Sierra-Leone),  Afrique Cenhz.de (Cameroun) et en 
Afiique de l'Est (Tanzanie). 

' Avant de présenter les risuitas de nos recherches, nous avons rappelt les 

éléments  essentiels  de  l'ipidémiologie de l'onchocercose au Cameroun et de son 
diagnosie. 

15 

I 



\ 
\ 

L-J- thkd-.<.ga LW. 

IKTERMEDIATE HOST 

DEflNlTWE HOST 

. 



CHAPITRE I 

Position du problème 

I. Le cycle &Onchocerca voivuIus (voir  Figure 1) 

La filaire O. volvulus ne se d6veloppe que chez  l'homme, et n'a  donc pas de 
rkservoir animal, bien qu'elle ait pu être t r a n s m i s e  expérimentalement  au  chimpanzd 
(DUKE, 1980). Son d6veloppement requiert un  h6te  dkfmitif,  l'homme, et un h6te 
intermédiaire vecteur,  la  simulie.  Chez  l'homme, la filaire adulte vit dans le derme, dans 
des nodules 06 sont regroupés  plusieurs  individus. Les vers  femelles sont plus longs (50 
à 70 cm) que les  vers  mâles (2 à 5 cm) et vivent de 12 à 15 ans. 

' Seules  les  femelles  de simulies piquent et ingkrent des microfilaires lors du 
repas  de sang indispensable à la  maturation des oeufs. Ces  parasites  traversent la paroi 
stomacale puis gagnent la  cavitt génerale et les muscles  thoraciques  (muscles indirects 
du vol). Les microfilaires s'épaississent alors et donnent naissance aux formes dites 
"saucisses",  facilement TecOMaiSsabkS il leurs  queues effiltks. Celles-ci subissent une 

premiike mue donnant naissance au  deuxikme stade larvaire 6 2 ) .  Cette larve L2 
grandit et mue il son  tour, se transformant en stade lII (L3). La larve infectante est la 
larve  de troisikme stade sortie des muscles thoraciques : elle est i rks mobile et se 
déplace activement  dans la  cavitt génthle  de tout  le  corps de l'insecte mais  gagne de 
préférence la tEte et les pièces buccales. Elle peut sans doute survivre assez longtemps ; 
la durée de la matmation des larves chez  la  simulie  varie  selon  la  température  exttkieure 
et donc la saison (6 à 8 jours) et montre des  differences  en fonction de l'espke de 
simulie concernée. 

. .  

Lorsqu'une simulie pique l'homme pour prendre un repas sanguin, elle dépose 
SUT la peau,  autour de la piqke, les larves infectantes  (larves L3) du parasite. On ignore 
encore cornment elles cheminent  de  façon prkise et se d6veloppcnt dans le derme sous- 

cutané. La latence  parasitaire,  c'est il dire le temps  qui  sépare  la ptnktmtion de la lane 
infectante (L3) dans l'organisme humain et l'apparition  de  microfilaires  dermiques a été 
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D'api% l'analyse de m i t 2 ~ s  moqthologiques, la naissance du genre 
et so? évolution principale pamissent s'&e ~ f f ~ c t ~ 6 e s  cn Afrique, où se muvent 
l ' tspke fa plus prhisive et %e plus grand nombre t l ' ~ s p & ~ s  @AD?, 1981) ; elle scmble 
s'Etre dtmultk 8 une p6siode ghlogique relafivemenlt12s ~lesrSt~~~e,  cornspondan1 peut- 

Ê m .  B I'6mblissement des EqidCs en &que, au Pl6istmi?ne. 
Selon BA-3CN (1981), plusieurs hypotfi2ses 6pid6miologicpes peuvent 2tre tirtes de la 
phylogtnie : i< 

- le genre O P ~ E ~ Q I X X ~  est w genre moderne, en cows de speciation, et on doit 
s'anendre & dkouvrir encore de IT&, nombreuses ~ S ~ ~ Z E S .  

- L'esphe humaine, O. ~ u d v d u ,  est exzi5memmt  proche de ~ ~ r t a i n e s  cspkes connues 
chez les 3ovidQ afi-icains de savanes, et, en paTliculier, d'O. uchengi. Il fau1 la 
considCres comme un parasite encore -belafivewent mal adapte 2 l'homme, ce qui 
explique vmisemblabkment parquoi  les miaoa&es sont  aussi 4 ~tolkdes. 

- Cependant, il ne semble pas que 9% nodule soit assimilable une d x t i o n  de d6fense 
de l'organisme vis-A-.-Ws d'un parasi-te m d  tolQt. O. V Q ~ V U ~ L L Y  t t  les autTes formes 
nodulaires de Bovid6s constituent une pctite lign6e homogene et les espk"s 
morpkologi4uemen-t  plus primitives dont EUS d6rivent ne se dtveloppenr pas dans des 
nodules. Le nodule apparait donc c o m e  une fowasion induite par ccs  spikes 
d'onchocer4ues, et favorable A ltur dtveloppement, czr les onchocerques sont 
fondamentalement des parasites des -tissus conjonctifs. 
- L'existence de petits foyas d'onchocercose  humaine dans des dgions 112s isolkes 
telles que l'Amazonie  pouvait incites 2 .]rechercher  l'existence d e  rtsemoirs animaux 
dans ces a6gions. La phylogtnie des onchoeerques ne pa-zût pas favorable & cette 

hypoehbe, En effcr, d'une f q o n  gtntble, dans I'6volufion d'une figrde, le pouvoir 
 adapta^ et la facultt de spfkiation du p d t ~  par eaptwe d'un nouvel h6te s'observe le 

plus souvent près de son lieu d'origine. 

Dans le cas des onchocerques, il senit étonnant  qu'une spéciation d'un parasire 
chez l'homme ailit eu lieu en dehors de I'Afiique,  centre d'6volution et de dispersion du 



genre. L'hypothèse la  plus logique est donc un isolement  récent  de l'onchocerque 
humaine  en Amérique ; mais ces 3 siècles  d'isolement sont largement suffisants pour 
permettre la réalisafion de phénomènes de subsp&iation>>. 

m. Epidémiologie de l'onchocercose 

Plusieurs indices parasitologiques  sont utilisCs dans les Ctudes épidémiologiques 
SUT l'onchocercose. 11 s'agit principalement de la  charge  microfilarienne  des 
communautt? (CMFL : community microfïlarid load) et de l'indice  microfilarien ajustC 

@VIFAI. ' 
- la "FL 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 8 24 heures) dans deux  biopsies  cutanées 
exsangues (skin-snip) prélevées 8 chaque  crête iliaque (REMME et al., 1986). 

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

L ' W A  permet de dCfinir les  niveaux dendémicid (PROST et al., 1980) : 
- hypoendémie : IMFA45% 
- mésoendémie : 35%11MFAc60% 
- hyperendémie 6 O % m A .  

C'est  au  Cameroun, au début  des anntes 60, que f m n t  observdes des difZrences 
profondes entre les manifestations  cliniques de l'onchocercose de savane et de forêt 
( D U E  et QI-, 1966). 

Ces observations  ont étt vtrifiées en Afrique de l'Ouest lors d'enquêtes 
effectuées sur plusieurs dizaines de villages. La maladie est grave en zone de savane 
@EMME et al-, 1989) et se traduit par des  atteintes  oculaires enhaînant jusqu'h 15% de 
cki te  (dans certains villages hyperendémiqucs), alors qu'en  milieu forestier (2 dcgr6 
d'endémicitt  équivalent), l'onchocercose est beaucoup moins grave : les accidents 
oculaires sont moins fiéquents et les ckités tri3 rares (OMS, 1985). 

D'abondantes  observations  témoignent de populations gtnttiquement dishnctes 
d'O. volvulus. Les preuves 8 l'appui de l'existence en Afrique  Occidentale de formes 
diffkrentes dans  la savane et dans la fore4 dont chacune est associde A des vecteurs 
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FTGURE 2 
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e) Foyer de Ildia 
@'est un foyer de lisi2rc savane-fori3 situt non loin du Mbam, dans la Brs%.ince 

du Genae. La fr6quence de certaines manifestations  cliniques (noduks et 
dkpigrnentations) correspondent au tableau typique de "l'onchocercose de forêt" 
(BOUSSINESQ et al., 1992a). Les dix huit villages étudiés (3OUSSNESQ el al., 
1992b) sont fiyperend&niques (les indices microfilaiens variants de 67,9 2 98,7%). 
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L'onchocercose  semble  presque  aussi  cécitante  en  zone de limite  savane-fort3  d'Afrique 
Centrale et en zone de savane  d'Afrique de l'Ouest. 

Dans  la zone GtudiCe, le principal vecteur de l'onchocercose est Simulium 
squamosum (BOUSSINESQ et al., 1992b). 

d) Foyer de Sa'a-Monatf% 
Il est situé dans la boucle de la  Sanaga,  non  loin de la confluence  avec le Mbam. 

Tous les villages de cette zone  situCs A moins de  cinq kilomètres de  la Sanaga  sont 
hyperendémiques (BOUSSINESQ et al., 1992c) et la  pdvdence des dtpigmentations 
cutandes y est irks Clevte. Seule la moitié des villages situts en premihe ligne  par 
rapport 8 la Sanaga présentent  des  taux de c&té suptriem 8 1% (NYIOTO el al., 
19921,  seuil  au  del8  duquel on considkre  qu'il  existe  une  pathologie  cCcirante spkifïque. 
Ceci indique que les rtpercussions oculaires de l'onchocercose dans cette zone  sont 
faibles, contrairement B ce que  l'on  observe  dans la rCgion de 3afia, situ&  pourtant B 
moins  de 50 km. 

V. Onchocercose et outils diagnostiques 

Plusieurs méthodes d'identification des onchocerques  ont C t t  testtes sur des 
parasites  isolés  après dissection, mCthodes faisant  appel, chez les adultes, B la 
morphologie et 8 l'anatomie (GARMS, 19851, B la  biométrie  chez les larves  infectantes 
(EICHNER et E N Z ,  1990) ou aux  colorations  histochimiques (OMAR ct S " J L 2 Z -  
KEY, 1976). La distinction  des  onchocerques  animales et humaines  adultes a pu ainsi 
être réalis& B partir de caractkres  morpho-anatomiques et depuis pen, par le nombre de 
chromosomes (POST et al., 1989). Par conae, le recours B l'tlectrophorhse 
isoenzymadque  n'a  pas permis de distinguer les  formes savanicoles des formes 
forestières d'O. volvulus (CLANm et al., 1985 ; FLOCKHART et al., 1986). Bien que 
basées sur un petit nombre de populations, ces  ttudes  ont momé une remarquable 
hétérogénéité de l'esphce 0. vohulm- Ceci est  en  accord avec l'hypothèse  selon  laquelle 
les  différents faciès épidémiologiques  seraient  en  relation ttroite avec les dïfftrences 
inhinskpes au parasite. 

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

distinguer O. volvulus d'O. ochengi qui  peuvenr ê&e prksentes  chez le même vecteur. 
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Les principaux  avantages  de  cette  technique  sont  la  possibïlit6 de proc&kr à des 
analyses à partir de 155s pedtes quantités d'ADN génomique  (quelques  nanogrammes) et 

le fait qu'aucune  connaissance  préalable de la  séquence à analyser  n'est  nécessaire. 

b) Les séquences $ADN microsatellites 
. Les séquences  microsatellites,  Cgalement  appelées  "s6quences  simples rdpétées" 

sont des constituants communs  du  gdnome des eucaryotes. Elles sont constitu6es de 
copies répétées en tandem de séquences  simples de une A cinq paires de bases, telles 
(A),, (CA),,  (CAC),  ou  (GATA),. La plupart de ces  régions  ont une taille inférieure B 
200 pb  et la PCR est utilisde  pour  détecter  des  polymorphismes de longueur. 

Ces squences sont dispedes dans le gdnome 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 er al., 1992) et 

de  certains  animaux (DEMAS et WACHIEL, 1991 ; KAS33 et al., 1990 ; LOVE er al., 
1990 ; S T E E N  et al-, 1993). Du fait  de leur fort taux de polymorphisme, les loci 
microsateuites  sont  utilisés de plus en plus comme  marqueurs dans la cartographie des 
génomes (CORNALL et al., 1991 ; WE3ER, 1990). 

La grande variabilit6 de ces loci serait due essentiellement A des crossing-over 
indgaux et des khanges in6gaux  entre  chromatides  soeurs  et/ou des glissements  lors de 
la réplication ou de la  rdparation.  Ces  deux  types d'tvdnements, glissements et/ou 
Cchanges  inCgaux, enhaînent un nombre variable de  rdpdtitions  en  tandem dans les 
s6quences microsatellites (LEVINSON et GUTMAN, 1987 ; WOLW et al., 1989). 
Ceci distingue  les microsatellites des minisatellites dont la variabilitC est 
essentiellement  due A la  recombinaison. 

L'analyse  du  polymorphisme observé pour les  s6quences  microsatcllites se fait 
par la variation de la taille de ces s4uences ( T A W ,  1989),  c'est B dire,  du  nombre de 
rdpéddons du  motif de base entre Wérents individus  (voir  Figure 4). Chaque  zone de 
répdtition SUT le gknome  reprdsente un locus dont les  allkles  sont  definis par le nombre 
de  r6pdtition de l'unité de base. Les taux de mutations  sont trks variables  selon Its loci 
et les  organismes PALLAS, 1992 ; WOLW et al., 1988 ; DEKA et al., 1991). 

Par comparaison  avec les autres marqueurs utilists en  gdndtique des popnlations 
(isoenzymes, RFLP, RAPD, ADN minisatellites) les microsatellites prtsentent un 
ceriain nombre  d'avantages. Us sont codominants  et A sansmission  mendtlienne, les 
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taux d'hétérozygotie sont relativement importants,  la  localisation  chromosomique est 
réalisable, leur andyse par la technique de PCR pemet de h-avaïller sur de très petites 
quantités d'ADN. 

Chez  la souris (LOVE et al., 1990), 88% des  séquences étudiées montrent des 
difiérences entre souches, principalement pour les séquences CNGT répétées. La 
moitié de ces variants de &e étaient d é m b l e s  sur  gel d'agame. 

Dans le génome de la souris ou le génome  humain, il existe au moins 5 x 104 
séquences contenant le motif répété (CA)n. Leur distribution dans le génome  humain 
semble aléatoire, et certains des loci analysts sont hautement polymorphes avec 6 
allèles ou plus.  Généralement, les différences de tailles entre allkles sont de  l'ordre  de 4 
A 40 pb. Cependant, les  auteurs pdcisent qu'un des désavantages des  séquences 
dinucléotidiques  rép6tées  (microsatellites) est que la  diffkrence de taille en- les allkles 
peut être faible et donc, difficile A détecter. Une solution  possible il ce problkme Serait 
d'isoler  des  répétitions  constimkes de 3,4 ou 5 nuclbtides. 

L'emploi de ces sdquences répttkes  en plus des digestions par enzymes de 
restriction a servi 'de marqueur de polymorphisme permettant de  caractériser  des 
individus  de  plusieurs  espikes  d'ongulés (SWAIGER el al., 1992). Les sondes 
oligonucléotides  (CAC)s/(GTG)s  ct (CA)g/(GT)g utilistes en hybridation avec des 
digestions d'ADN genomiques  semblent erre les plus performantes  pour individualiser 
leurs khanrillons. Les sr5quences cibles (GTG),,  ou (CAC), sont localides dans les 
espaceurs ("spacers")  inter-géniques et dans les introns des gknes. Les diff6rences de 
longueurs de  ces  s6quences sont'dues au  taux de mutation &levé dans ces parties du 
gtnome. 

Le polymorphisme de longueur  de  simples  sgquences  (Simple  Sequence  Lenght 
Polymorphisms : SSLP) s'est avkré  &e un outil efficace et informaM sur les systkmes 
de  reproduction et  sur  la structure  gdnttique des populations de globicdphales 
(Deiphinidae) (SCHLOTTERER et al., 1991). .."I_ 

Le clonage et le sdquençage de ce tYpe de shuence A p d  de 11 différentes 
esp8ces de baleines  ont montrd une  conservation  inhabituelle des shuences flanquant 
ces loci. Sur les 11 loci étudits sur difftrentes espkces de baleines, un seul s'est avh6 
h e  monomorphe. 

Les  marqueurs  microsatellites  sont neutres, codominants A transmission 
mendélienne et LUTY, 1989 ; WE'BER et MAY, 1989) ce qui explique  l'int6rEt 
qu'ils  suscitent  dans de nombreux domaines. Ils sont en effet  utilisés en médecine ltgale 
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V A W I L I T E  
GENETIQUE 

. . figure 5 : protocole eipirirnenhl 
ulilisf pendant 13 ampagne de 

nodulccfomic 



1. Le biologique 

, 1) R 6 d t ~  du mattkid b i o l o e m  
La rkolte du matfiel biologique a eu lieu au murs d'une  mission r&dis& elans 

quawe foyess du  Cameroun sous la direction dc m$decins de l'antenne ORST0 
du Cenae Pasteur de Yaound6. Sur l'ensemble des quatre foyers, 14 patients ont 616 
examints st  nsdulecetomids. Plusieurs nodules  ont $16 prelevts sur chacun d'eux ; en 
tout, 48 nodules ont étk excists. Aprks digestion A la collaghm, le nombre moyen de 
vers observ6 par nodule était de 2. 

Les vers de ~ h ~ p e  nodule sont 6~us.56~ individuellement ce qui nous a permis 
d'envisager la variabï,ilit$ g6ntti4ue du p m s i t e  3 diif6xnts niveaux (voir Figure 5) : 

- entre les foyers, 
- entre les patien=, 
- entre les nodules (inremdulaire), 
- entre les vers &un meme nodule (intrandulake). 

2) Pr6~ararion du mat&iel 
. Aprks excision, les nodules sont -hands dans une solution de SDS A l%, ce qui  

est une precaution conae le VM (en le   dimism).  Les j5agrnent.s de tissu humain 
restant en excb autour du nodule sont p utionneusement retirQ 2 l'aide d'un scdlpcl. 

h s  nodules contenant O. vofvdus ont dtd diig6ds ehctcrrment sur It tcmin 2 la 
eollagénase (SCHULTZ-MEY er QI., 1977). A cete fin, ils ont 63.6 placts dans une 

solution de collagénase (4 m g ' d  ilans du milieu de Hanks) contenant 160 m g / d  de 
gentamycine et incubés 3 37°C de 8 B 24 heures selon ta taille du nodule. 

Quand les tissus nodulaires ont i t6 entikrernent dig&&, les vers ont 6té isolés 

dans du simm physiologique et ~ e m i ~  dans du milieu de Hanks pendant une B deux 
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heures de fagon B se débarrasser  le plus possible du tissu humain  restant. Les vers ont 
ensuiie éte trempés dans du sérum physiologique  contenant 10 mh5 EDTA aiin déviter 
au maximum les dégradations  par  les DNases. 

Les vers ont enfin été  placts dans des tubes et stockés dans l'azote liquide ou 
dans l'alcool  absolu B -20°C et kpatoriés selon la nomenclature  indiquée  ci-dessous : 

No du patient NO du ver 

t 
J 

t 
No du nodule 

Foyer 

Foyer : Touboro (T), Poli (Pl, 3afa  (3) et Sa'a ( S ) .  
finsi Tl-1-1 et Tl-1-2 sont  deux  vers  du  même  nodule  (nodule nol) provenant  d'un 
patient de Toubro (patient n"1). 

3) Emaction de I'ADN 
L'ADN a été exh-ait  d'après la technique d f i t e  par MER3EDIT.H el al., en 1989. 

Les  vers  sont lavCs dans du PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM 

Na2m0+7&,0,1,4 mM K H 2 P 0 4  $3 7,3) et du tampon TEN (50 mM Tris-HU, 5 mM 

EDTA, 150 mM NaCl, pH 7 3 )  mis fois de  suite. Les parasites  sont alors plongés dans 
l'azote liquide et broyés B l'aide d'un mortier, Le broyât est traTlsfért.5 dans un tube en 
polypropylène  contenant du  tampon TEN (1,s ml par femelle adulte) (voir  Annexe 1)- 

Du N-Lauryl sarcosine et de la protéinase K sont alors ajout& A des 
concentrations  fmales de 1% (pids/volume) et 200 pg/d respectivement Le mClange 

. est  incubé A 50°C pendant au  moins six heures.  On ajoute alors de la r i b o n u c l k  A 
(RNase) ii une concentration finale de 100 pg/d ct on incube le mélange B 37°C 
pendant 30 minutes. L'ADN est cnsuite extrait au phbnol-chloroforme ct pr&ïpit& A 
l'éthanol absolu (voir Annexe 3)- Il est séché et repris dans 100 pl de tampon TE (Tris 

10 mM., EDTA 1 mM, pH 8,O). 
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2) Hybridation 
Les &hantillons du Cameroun ont 616 testCs avec deux sondes oligonuclhides ; 

la sonde S9 qui est s p k 5 q u e  d'O. vohulus et pSS-1 qui est spécifique des souches 
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d'O. voIvuIus de savane d'Afrique de l'Ouest. Les deux  sondes  (oligonucléotides) sont 
marquées ii la digoxigénine  (marquage non radioad-) à leur extrémité 3'. 

Les membranes sont px6hybridées  pendant  une  heure A 50°C dans un  bain-marie 
agitant avec au moins 20 ml de solution d'hybridation contenant : 

-5xssc, 
- lait en poudre &ém6  (agent  bloquant) 1% w/v, 
- n-lauroyl sarcosine 0,1% wfv, 

- SDS 0,02% Wh, 
par 100 cm2 de membrane.  On ajoute alors 100 ng de sonde marquh t t  on 

incube le mélange  pendant  au  moins 6 heures A 5OOC. 
Les membranes  sont  ensuite  lav&s  deux fois 5 minutes ii 50°C avec au  moins 50 

ml de tampon 2 X SSC ; SDS, 0,1% (w/v) par 100 cm2 de membrane et deux fois 5 
minutes A 50°C avec du tampon 0,l X SSC ; SDS, 0,1% (w/v). Les membranes  pcuvcnt 
être directement u f i s h s  pour la  r6véfation  ou être stcrcktks au sec. 

La d6tection se fa3 ii l'aide d'anticorps conjugu6s anti-digoxigtnine et la 
révkfation sur film autoradiopphique. 

III. L'amplification aléatoire (MPD) 

1) Protocole de PCR alCamire W D ]  
L'amplification se fail dans une  solution (25 w) contenant : 

- 10 mM Tris-HU (pH 9,0), 
'2 50 mM KCI, 
- 0,l % Triton X-100, 
.- 4 mM MgU2, 
- 0 2  mN dATP, dGTP, dCTP et d m ,  
- 20 picomoles  d'amorce ( d h & e ) ,  

- 20 ng d'ADN A amplifier, 
- 1 unit6 de T q  ADN polymémse. 

Un témoin  nCgatif (C-), constitu6  uniquement  d'eau  dis.till6e ii laquelle on ajoute 
du mtlange rbctionnel dans les  mêmes  proportions que celles utilis6es pour les autres 
6cchantillons est également ampW16 pour détecter  les  contaminations. 
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2) L'analyse des donnkes obtenues par amplification W D 1  
Les donntes  mxeillies par la technique des W D  (diffdrents profrls 

d'apXcaGon) ne peuvent &E h t q d t t e s  qu'au msycn dc m6tfides pkdnétiques. (3 s  
sm6tfiodes se paroposent de reconsmire des axbres phElatriques en partant des 
ressemblances obsewCes entre chaque paire d'unir& C~ohtives WE). Cette 
xessemblance est une ressemblance globale &tablie B p"tir du maximum  d'observations 
disponibles ; celles-ci doivent cepcnh t  rtpdsenm un ensemble homoghe. 

Ces mithodes n'ont un sens phylogkn6tiqut qu'B la. condition d'y in t rdui re  des 

fipthkses &volutives exains$ques, de telle mani& ~ U E  la similitude globale puisse 
êtrc i n f m p ~ C & ~  en teme de f3iation @4RLU tt TASSY, 1993). 

Les donntes observdes pour un individu st prdscntcnt sous forme d'une 

succession de bandes 6ckelonnCts SLIT un gel d'agmse. Un individu sera cmctt?r-isd, 
dans n0t~e  cas, par la prtsence ou l'absence d'un cemin  nornbrc de bandes r6pmics le 
long d'un profil. Les d i s a c e s  enm indivàdpls sont donc ~ d c u l t t s  en d$mrnpmt le 
nombre de caractEres (bandes) concordans et le nombre de caacthes discordants. 
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Deux indices ont 616 utilisés afin de  calculer les distances ense individus : 
- l'indicc de similimde  de  Jaccard (1908) : 

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

naas- nbb 
K 

Sij = 

oii i et j représentent  dew; UE, 

K l'ensemble de caractères, 
naa signifie  que l'on observe n caractkes dans l'ttat a chez Y U E i  et chez l'UEj. 

Le premier indice (Jaccard) ne prend en compte  que la  pksence conjointe de l'un 
des deux tmis @résence dune bande dans nom cas), l'ame &at tiant considth5  comme 
non  informatif. Le second indice (Sokal et Michener), au contraire du premier, tient 
compte de la  proportion de  caracthes qui sont dans le même &.ax (grdsence et absence) 
chez deux  individus. 

Le calcul de  ces indices a permis de construire des matrices de distances qui 
permettent dtmbk des arbres  ph6nttiques. 

Les calculs de similitudes, les mahices de distances et les  arbres  ph6n6tiques ont 
dît ttablis A l'aide d'un logiciel informarique de  consmction d'arbres : PHYLP (c) 
(Phylogeny Inference Package,  version 3.4). Les &res phtnttiques ont ttt consnuits 
par mdtfiode  agglom6rarive de lien  moyen ; de plus, les regroupements ont Qt faits de 
mani2re non pondtrte (UPGMA : unweighted pair-group method of arithmctic 
averages). 
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- le mélange est alors coulé dans une b i t e  de Pétri contenant un milieu gélosé 
(Zn agar : voir  Annexe 2). 

- Les boites de Péhi sont alors incubées  pendant la nuit fi l'étuve fi 37°C. 
La  visualisa~on se fait B l'aide  d'une r k t i o n  colorée : les clones bleus thnt  

ceux qui n'ont rien insért, tandis que les clones  blancs  représentent  ceux  qui ont insért 
un ika-ment d'ADN. 

Une banque  génomique  partielle  ("shotgun  cloning") est ainsi  construite,  chaque 
plage blanche visible SUT les boites de f6tri reprtsentant des bacttriophages ayant 
intégr6 un fragment d'ADN gtnomique d'O. volvdu. 

c) Isolement des clones posiiifs 
Des répliques de cette banque  sont  produites par diffusion des phages SUT 

membrane de nylon charg6-e. Les  membranes  rondes  sont stédisées, trempdes dans une 
culme bactérienne (E. coli, souche XL1) et stkhks sous  hotte  stérile. Elles sont ensuite 
placées pendant une heure fi 4°C sur les boites de Pétri qui contiennent l'ADN 
génomique  cloné. Les membranes sont transférées sur des boites de gdlose  fi-aîche et 
incubées  au  moins 4 heures B 37°C. Les bactériophages ainsi amplifiCs sur membranes 
sont ensuite dénaturés dans NaO33, 0,5N ; NaCl, 1,5M et les membranes  neutralisées 
dans du  tampon 2 X SSPE. Elles peuvent être stockdes si?ches ou utilisées 
immédiatement. 

Afin d'isoler les clones  contenant  des  sdquences  microsatellites : 

- des sondes polymirisées (CA),J(GT)n et ont été ufilisées pou détecter 
respectivement des sQuences microsatellites (CA),,/(GT)n et (GA)J(CTT)n 
- des  sondes oligonucldotides (GATA)4 et (CAC)s ont kt15 utifisCes pour ddtecter 
respectivement des séquences  microsatellites  GATA et CAC rkpétées. 

Les sondes polym&isées sont  marqutes  par  la technique de l'amoqage au hasard 
(FlEIN13ERG et VOGELSTETN, 1983) en présence de [t~3~P] dCTP et les sondes 
oligonucléohdes par marquage  terminal  (kinase) en pdsence  de [1p2P3 A V .  

La préhybridation  (au  moins  une hcure) et l'hybridation  (au  moins 6 heures)  ont 
été effectudes fi 65°C dans une solution  contenant 0,5% de lait en poudre h é m t ,  5 X 
SSPE, 1% SDS, lOOpg/ml d'ADN de  sperme de saumon  dénaturé. 

Les membranes ont ensuite été lavées  deux fois dans une solution de 2 X SSPE, 
0,1% SDS 3 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 autoradio,graphiées avec  des écrans 
intensifianB B -70°C pendant 2 A 16 heures. 

Les  clones positifs son1 repMs sur le film autoradiographique car apparaissant 
sous forme de spots noirs. Les films sont placés en correspondance SUT les boites de 
Pétri afin de localiser le clone  directement sur la boite. 

d) Mparation des  formes  simples brins (voir Figure 7) 
Les  formes  simples brins (matrices)  ont  6t6  isolées B partir de plaques  positives 

(MESSING, 1983) selon la technique  suivante : 
une pr&ulture d'E. coli souche xL1 est pdpade par  ensemencement de 5 ml de milieu 
de culture (2TY). 
- "AmpWcation" des clones posizifs (prhs dune flamme) 

- inoculer  au 1 / 1 W c  du  milieu 2TY avec  les  bactéries  issues de  la pdculture, 
- répartir le melange par 2 ml, 

- prélever un clone posiH (clone  blanc) par carottage s u  la boite de Pétri 3 l'aide 
d'une pipette pasteur  stérile, 
- ajouter un clone posi13par tube de mélange  et  agiter  pendant 5 heures B 37°C. 
- lh centrifugahon : 3500 tr/mn pendant 5 minutes, 
- 2 h c  cenaifugahon : transfker le sumageant dans des microtubes et cenhifuger 
B 15.000 tr/mn pendant 3 A 4 minutes. 

- Précipitation  au poly6hylihe glycol (PEG) 
- transférer le surnageant dans des  microtubes  et  ajouter 2WpI de PEG-NaCI, 
- agiter et attendre 15 minutes, 
- 3 h c  centrifugation : 15.000 tr/mn pendant 5 minutes, 
- B l'aide d'une pipette  pasteur  stérile  effiléc,  aspirer et jeter le surnageant. 

- Extraction  au  phénol 
- re-suspendre le culot dans 200~1 de tampon TE X Gris-HCl l O m M ,  EDTA 

PH 8,0), 
- ajouter un même volume (200p-l) de phénol saîud, agiter  fortement et laisser 
reposer 15 minutes, 
- centrifuger B 15-000 tr/mn pendant 3 B 4 minutes, 
- récupérer 1 9 0 ~ 1  de surnageant dans un  microtube. 

- Prkcipitation à l'éthanol 
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e) Le stkluenqage 
Le s&penqage se fail par Pa technique des Perminatem de ehakes (SANGER er 

al., 1977) B l'aide d'amorces M13 fluorescentCs SUT w s6quenceur automatique (A~plied 
Biosystems, Inc.). Les produits d'amplifications sont marquts par quam2 types 
d'amorces du bactfSriophage 13 aspoci&s chacune A un rype de trminacem dc chaîne 
(d&paTP, ddCTP, dd@TP ou ddTI'P). Une warrice est donc sdquencte en quane 
diquotes dZftzntes ,  une pour c h q u e  w e  de base. 

Chaque matrice est p~+pa.rf-?e selon le protocole suivant : 



', 
L'enzyme utilisée (Ta4 ADN polymérase) est dilute au préalable (pour un 

échantillon) selon le protocole  suivant : 
- 4 unités (0,5pl) d'enzyme, 
- lpl de tampon  de dquençage concend cinq fois (400mM Tris-HC1, pH 8,9 ; 

l O O m M  sulfate d'ammonium ; 25mM Mg&) 
- 55pl d'eau  distillée. 
Chaque  mélange  réactionnel est recouvefi par  environ 20pl d'huile minéde et 

cenirifugt brikment afin de bien séparer les deux  phases. 
L'amplification  est  conduite SUT un " th~ocycleur"  programmé comme suit : 

I& phase : pendant 15 cycles 
- dénaturation B 95°C pendant 30 secondes, 
- fixation des amorces B 55°C pendant 30 secondes, 
- élongation B 70°C pendant 1 minute. 

2-e phase : pendant 15 cycles 
- dénaturation B 95°C pendant 30 secondes, 
- élongation B 70°C pendant 1 minute. 

Les  tchantillons sont  rassemblés (le contenu  des quam réaciions A, C, G et T) 
dans un tube contenant 80pl d'&han01 A 95% et l,5N dacttate  de sodium 3M (pH 5,3) 

en prélevant le moins  d'huile  possible.  Chaque  tube Contenant une sdquence est lai& 8 
tempérame ambiante pendant 10 2 15 minutes pour que la précipitation soit complhte 
puis cenbifugé pendant 15 2 30 minutes B 15000 a/=. On retire alors le surnageant ; le 
précipitt  est  rincé avec 250pl d'&han01 il 70% et le tube centrifugt 5 minutes B 15000 

tr/mn. On skche ensuite le prkipit6 sous vide pendant 2 il 3 minutes  en tvitant le SUT- 

séchage. 
Avant  de charger les khantillons SUT gel d'acrylamide  ayant  ddj2 subit une pd- 

éleclrophorkse, les culots sont resuspcndus dans 6 ~ 1  d'un  mélange 5/1 (v/v) de 
fornamide déioniste et d'EDTA 5omM (pH &O)- Lcs kchanflons sont alors ddna&s 
2 90°C pendant 2 minutes. 

Les échantillons  sont charg6s sur gel  d'acrylamide B 8% en  condition 
dtnaturante (contenant  de l'mte 7M) et I'tlecQophorihe est effectutt: sous une tension 
de 1500 V (25-30 mA) pendant 12 hemes. Les rtsultats sont analysts  alors par un 
ordinateur  relié directement au séquenceur, 2 l'aide dun logiciel  d'analyse et les 
sdquences  sont interprttts (Figure 8). 
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f )  AmplLlfcafion des séquences  microsatellites 
Des amorces pour la PCR ont été choisies A par& des régions flanquant  les 

séquences  microsatellites. Ces amorces ont été choisies 8 l'aide dun programme 
informatique pour évita la formation de dimères (autohybridation entre amorces) et 
synthétides sur un synthétiseur d'ADN (Applied  Biosystems, Inc.). 

Les  produits d'amplification  obtenus B l'aide  d'amorces de  siquences 
microsatellites sont révélés par autoradiographie de gel  d'acrylamide, car le marquage 
de l'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 : 

- l o m N  TiiS-HCl(pH 9,0), 
' - 5omM KCl, 
- 0,1% Triton X-100, 
- I d  MgCl2, 
- 75pM dGTP, dCTf et d m ,  
- 6" dATP, 
- 0,2 pl [a35S] dATP, 

- 20 picomoles de chaque  amorce, 
' - de 20 B 40ng dADN 8 amplifier, 
- 2 unids  de Taq ADN polymdrase. 
- distill& QSP U N  

L'ampMcation  se  fait sur un "thermocycleur" programm6 comme  suit : 
- 1 cycle 8 94°C  pendant  Sminutes 
- 20 cycles  cornprenants : 

- une  dénaturation B 94°C  pendan1 30 secondes, 
. . ' - une fixation des amorces 8 58°C pendant 30 secondes, 

- une tlongation A 72°C  pendant 30 secondes, 
- 1 cycle dtlongation finale B 72°C  pendant 15 minutes. 

Il est  cependant  nécessaire  d'optimiser  les ttapes successives  menant A 
l'obtention d'un rt?sultat  interprktable. En ce qui concerne l ' tape d'amplification, les 
param2tres de la rtaction doivent Etre ttablis avec prkcision afin d'avoir une bonne 
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€Man du Chapitre II 

Aprhs  avoir expod noM plan de travail qui consistait B étudiex 
la variabilité  génétique d'O. volvulus B différents niveaux (foyer, 
patienL  internodulaire et inmodulaire), nous  nous sommes attachés ?I 
décrire les différentes  méthodes  que  nous  avons  utilisées lors  de notre 
étude. 

Pendant une campagne de nodulectomie, 48 nodules ont éti 
prélevés sur 14 patients différents ; ces  nodules ont étg directemenl 
digérés sur le terrain. 

Les marqueurs des populations d'O. volvuIus (sondes d'ADN) 
développés  en Aitique  de l'Ouest ont étt testis sur nos populations du 
Cameroun. 

D'autres  marqueurs  génitiques  ont 616 recherchts et les 
méhodes mises en oeuvre pour les isoler ont 616 décites. Il s'agit de 
la technique de l'amplification aléatoire ( W D )  et des séquences 
d'ADN microsatellites. 
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Figure 9 : hybridation  de  l’ADN  de  différents isolats d’O. VOZVUZUS du  Cameroun 
avec la sonde oligonucléotide  S9, spécifique d’O. VOZVUZUS. De 1 à 12 : vers de 
Touboro ; de 13 à 22 : vers  de  Poli ; de 23 à 29 : vers de Bafia ; de 30 à 37 : vers 
de Sa’a. 

Figure 10 : hybridation  de l’ADN de différents isolats d’O. VOZVUZUS du  Cameroun  avec 
la sonde oligonucléotide  pSS-1,  spécifique  des souches de savane d’Afrique de l’Ouest. 
De  1 à 12 : vers de Touboro ; de  13 à 22 : vers de Poli ; de  23 à 29 : vers de Bafia ; de 30 
à 37 : vers de Sa’a. 



M C - 1 2 3 4 5 6  

Figure  11 : amplification  aléatoire de l’ADN  (RAPD)  d’un  ver  (T2-1-5)  avec  variation 
de  la  concentration  finale  en MgC1,. M : marqueur  de  taille (@X-174 digéré par 
Hue III) donnée en pb. C- : controle  négatif ; 1 : 1,5mM ; 2 : 2mM ; 3 : 3 m M  ; 4 : 
4mM;5:5mM;6:6mMMgC12, 

“ - 1 2 3 4 5 6  

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



Néanmoins, quelle que  soit  la  provenance de l'échantillon  (savane ou mosaïque 
savane  forêt),  l'hybridation donne une r6ponse positive. La sonde  spécifique des 
souches de savane  d'Afrique  de l'Ouest (pSS-1) s'hybride aussi bien avec  certains 
Cchantillons de Touboro,  de  Poli,  de B3afia ou de Sa'a. Dans notre  cas,  cette sonde 
s'avhre donc inutilisable pour  distinguer  les  formes d'O. volvulus du Cameroun  pourtant 
caractérisées par des pathogénicit6s  différentes. 

II. La mise au point des RAPD 

1) Adaptation du protocole 
La  recherche  des conditions optimales pour  l'amplification nous a amen6 8 

aménager les protocoles précédemment  décrits pour l'étude du matkriel  biologique  dont 
nous  disposions. La  fiabilité  de  la  technique  peut  être Cvaluée 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 éloignement). 

Les différents paramhtres et réactifs intervenants dans la réaction damplifkation 
ont fait l'objet de nombreux  tests. 

- Une variation  de  la tempkrature de fxation des amorces ("annealing") ne 
modifie pas significativement  les rksultats 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 ConcenBation  en  chlorure de magnésium (MgCI2) est un paramhtre  critique 
de  toute réaction de PCR et demande un ajustement txhs précis (WXLIAMS, 1989). 
Une gamme de concentration de MgCl2 variant de 1,5mM 6mM final  a Ct6 utilisée 
(voir Figure 11). Au vu des résultats  obtenus, la valeur de 4mM en  concentration fmale 
a Cté retenue et utiliste pour  toute la suite  des  expérimentations. 

- La  quantité d'ADN A amplifier est Cgalement un des paramktres des plus 
importants  dans  l'amplification RAPD. Une  quantité d'ADN de départ (template) 
comprise entre 5 et 50ng permet  d'obtenir  des profds sur gel d'agarose.  Cependant, les 
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Figure 13 : comparaison  de  profils  obtenus  par  amplification  aléatoire  de l’ADN 
humain et  de différentes espèces de filaires avec  l’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’O. gibsoni ; 6 : ADN  d’O. oehengi et de deux isolats d’O. vol vu lus^ un du 
Cameroun (7) et l’autre de la Sierra Leone (8) 

M C - 1 2 3 4 5 6 7 . 8 9  

Figure 14 : comparaison de profils obtenus par  amplification aléatoire de l’ADN de 
différentes espèces de filaires avec l’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’O. gutturosa ; 3 : ADN d’O. lienalis ; 4 : ADN  d‘O. gibsoni ; 5 : ADN 
d’O. dukei ; 6 : ADN  d’O. ochengi et de trois  isolats  d’O. volvuZus du Cameroun, 7 : 
Touboro ; 8 : Poli ; 9 : Bafia. 
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conmirement aux aois a u e s  filaires  des bovins (O. lienalis, O. dukei et O. gibsoni) qui 
présentent  souvent  des profils dont  l'allure générale est  semblable. O. ochengi se trouve 
placée plus près de  la filaire humaine O. volvulus que  des  autres filaires de bovins. 

3) Variadon intrasmkifique 
Après avoir Ctudié diffkentes  espikes de filaires ti l'aide de la  technique des 

M D ,  la  variation inlmspécifique chez O. volvulus a Ct6 abordée. Le polymorphisme 
observé entre les différents isolats d'O. volvulus d'Afrique de l'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  3afïa et 7 de Sa'a) a éte amplifit avec les 20 
amorces dont nous disposions. Seules 4 amorces sur les 20 utilisdes ont donnt des 
profils polymorphes  interpr6tables. P x  comparaison avec les profils obtenus pour les 
différentes  espkces de fil&es,  ceux  obtenus pour les isolats d'O. volvulus du  Cameroun 
sont beaucoup plus homogènes (voir Figures 16 et 17). 

Les différences observCes entre les difftrents profds  reposent  principalement sur 
des bandes  de faible intensité. Le procédé u a s é  pour construire les arbres phCnCtiques 
est le même  que celui d h i t  au paragraphe  précédent. Sur les 4 amorces qui ont générk 
des profils  polymorphes, 12 bandes  seulement ont pu  &e  mitCees en terme de  pdsence 
ou d'absence (fragments polymorphes). 

Cer&aines différences sont observtes selon l'indice qui a servi aux calculs des 
distances entre les  isolats du  Cameroun.  Trois grands groupes s'individualisent plus 
particulièrement quel que soit  l'indice utilid (voir  Figures 18 et 19). 

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

- un second  groupe comportant  des individus  de  Sa'a  (forêt dtgradée du 
Cameroun), 

- un troisi2me groupe plus important où sont principalement représentés des 
individus de  Poli (savane) et de Bafia  (foret dtgradte). Cependant, les individus des 
deux  foyers  semblent se séparer en deux  sous  groupes. . . . . .  

Les vers qui  proviennent d'un même  nodule  sont, en gdndd, relativement plus 
proches l'un de l'auae, avec quelques  exceptions. 

Afin d'augmenter le polymorphisme observt sur un profil, une  amplification B 
partir de deux amorces au lieu  d'une seule a été testte (voir Figure 20). Le nombre de 
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Figure 16 : amplification  aléatoire de l’ADN  d’O. VOZVUZUS de différentes  origines 
à l’aide de l’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). 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4  
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Figure 17 : amplification  aléatoire de l’ADN  d’O. VOZVUZUS du  Cameroun à l’aide 
de l’amorce OPB-7. M : marqueur de taille  (@X-174  digéré par Hae III) donnée 
en pb. C- : controle négatif ; 1 à 7 : vers  de  Touboro (Tl - 1-1,  T2-  1-  1 , T2- 1-2, 
T2 -1-3, T2-14, T2-1-5,  T2-1-6) ; 8 à 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 à 21 : vers de Bafia  (B7-1-1,  B8-1-1,  B9-1-1, 
B9-1-2, B9-1-3,  B9-1-4, Bll-3-1) ; 22 à 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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disranccs a f d  d c u l i c  i l'Gd: dc  lïndicc dc Jzcu-d qui  nc  prcnd cn comprc quc ICs  

bandcs cornmunc5. (Lts vcrs son[ rfpcrxodts sclon 12 nom'cnclaturc dtfinic 
prkidcmmcnl) 
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Figure 20 : comparaison des profils obtenus avec une  et  deux amorces pour 
l’ADN  d’un  ver  de la Sierra Leone. M : marqueur de taille (@X-174 digéré par 
Hue III) donnée en pb. C- : controle négatif ; 1 : ADN amplifié par l’amorce 
OPB-7 ; 2 : ADN amplifié par  les  amorces  OPB-7 et OPB-8 ; 3 : ADN amplifié 
par l’amorce OPB-S. 
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Figurc IS : arbrc phtniiiquc construit 3 pan? d'azxplifications alhtoircs  dc YADH 
(RAPD) sur I'rLDN dc d i f f k n u  isolaxs d'O. rolvvlzu du Gnrcroun. La m(T;cc  dcr 
disranccs 3 CIE ulculCc l'aidc dc I'indicc dc  Jaca-d qui nc prrnd  cn comprc quc ICS 
bandcs  communcs.  (LCS ver: sont rfpcrtorifs  sclon 13 nom'cnrhturc  difinic 
prbtdcmnlcn[) 
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bandes observées est souvent  Equivalent A celui  observé  avec une amorce ; il y a un 
changement de la taille des fi-a,ments plut6t  qu'une au,gnentarion de  leur  nombre. 

M. La mise au point des marqueurs microsatellites 

1) Isolement de siquences micro satellite^ 
La  rnkhode de clonage  dans le bacttriophage Ml3  (banque  parrielle : "shotgun 

cloning") a permis d'isoler  environ 1.O.ooO clones. Ces clones  blancs sont des plages de 
moindre croissance des bacrdries  (analogue  aux  plages  de lyse) ; ceux-ci  reprdsentenr 
les phages ayant ind& un fragment  d'ADN  gdnomique d'O. volvulus. Sur ces 1O.OOO 
clones testCs par hybridation, 32 se sont r6vCICs positifs  pour  l'une ou l'autre des sondes 
testtes ((CA)n,  (GA)n,  (GATA)4 et (CAC)s) ; ces 32 clones  posihfs ont Ctd sQuencCs. 
Le stquençage a montrd que 18 clones sur 32 stlectionnts  par hybridarion et 

autoradiographie ne contenaient  pas de sdquences  microsatellites.  L'obtention de ces 
faux positifs dans la phase de recherche de sequences  microsatellires est due A des 
homologies imparfaites entre ces clones et la sonde microsatellite utilisde dont 
l'explicarion est la  prdsence de TCgions riches en A et la faible smngence des lavages 
udliste. 

Les 14 clones resmts comprenaient tous une  sequence  microsatellire. Un clone 
contenait une rtp6tirion dont le morif de base &tait GATA, mis  aurres une  rtptrition 
avec GA/CT pour motif de base, mais les rtpttirions CA/GT restaient les plus 
Mquentes (1 O clones isolts). 

Sur ces 14 sQuences microsatellites isoltes, une  seule  (une squence  CNGT 
repCtte) a pu êne unliste dans  notre Ctude (voir  Figure 21). En effet, les ueize  auues 
clones isolés contenaient des s6quences microsa~ellites qu i  ttaient uonqutes. La  plupart 
Craient coupdes au niveau de la rkgion flanquant  les  s6quences  microsatellites, soit en 

amont,  soit  en  aval, ce qui  interdisait de definir  des  amorces  pour  l'amplification de ces 
sequences.  La  technique de coupure,  c'est dire le choix des enzymes de  restriction, 
peut Eue modifide  afin  d'Cviter au  maximum le clivage par ces enzymes dans la 
s6quence microsatellite. 
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2) Amplification des séquences  microsatellites 

a) Adaptation du protocole 
Les différents p a r m k ~ s  de la rdaction  d'amplification des loci microsatellites 

ont kt6  test6s. Certains sont plus importants  que  d'autres,  notamment la concentration  en 
chlorure de magntsium, la température de fixation  des amorces et le nombre de cycles 
d'amplification. 

- La concentration en chlorure de magnCsium (MgClz) a Ctt 6talonnee a l'aide 
d'une g m e  de concentration allant de 0 5  finale. On constate qu'une 
augmentation de la concentration en chlorure de magnCsium augmente l'intensitd du 
signal et par conskquent, le nombre de bandes parasites. 11 faut  donc choisir une 
concentration qui permette un compromis entre intensit6 du signal et absence de bruit 
de fond. Une concentration finale de 1 en chlorure de magntsium nous a permis de 
concilier ces deux exigences. 

- La temperature de fixation des amorces  est donnée par leur composition en 
bases (A, C, 6 et T). Cependant, il a t t t  souvent  nécessaire d'adapter cette temptrature 
en fonction des profils observts (apparition de bandes "parasites"). Une  augmentation 
de la rempirature de fixation des amorces ("annealing") a souvent peranis d'obtenir des 
profils d'amplification plus nets. 

- Le nombre de cycles d'amplification  ainsi  que la dure% de chacun d'eux posent 
les mcmes  problkmes que le parambe pdcddent (température de fixation), c'est dire 
l'apparition de bandes  parasites.  En effet, si le nombre de cycles d'amplification est trop 
important, certains fragments (artefacts) seront  présents en plus grande quantit6. Une 
diminution du nombre de cycles (jusqu'a 20) et de la durCe de  chaque &ape 
d'amplffication (30 secondes au lieu d'une minute)  permet de  faire $isparaitre, la plupart 
du temps, les artefacts d'amplification observCs. 

- Une  modification  r6cente du protocole (MEUERSH et SAWSON, 1993), en 
liaison avec les paramktres temp6rature et nombre de cycles, a t tC tent&. Selon cette 
mtthode, l'amplification dCmarre avec une temp6rature de  fixation  des amorces 
sup6rieure de 10°C 21 la température  normalement utiliste. En diminuant la  temp6rature 
de fixation des amorces de 1°C tous les deux  cycles jusqu'h atteindre la  tempkrature de 
fixation normale des amorces au bout de 20 cycles, une amtlioration de la lecture des 
gels doit être obtenue. Ceci  n'a pas amen6 d'arn6lioration  notable  dans notre cas et nous 
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Figure  22 : amplification de l’ADN  d’O. ochengi, d’O. dukei et  de différents 
isolats d’O. V O Z I J U Z U S  à l’aide  d’amorces  microsatellites.  1 : O. ochengi ; 2 : 
O. dukei ; 3 : O. VOZVUZUS (B 11 - 1-  1) ; 4 : O. VOZVUZUS (B8- 1-1) ; 5 : O. VOZVUZUS 
(P6-4-2) ; 6 O. V O Z V U Z U S  (P6-1-5) ; 7 : O. V O Z V U Z U S  (Tl-6-2). A, C, Gy T 
représentent les  marqueurs de taille : la séquence  du  bactériophage  M13. 

1 2 3 4 5 6 7 8 A G T  

Figure 23 : amplification de l’ADN d’O. VOZVUZUS de Touboro à l’aide d’amorces 
microsatellites. 1  et  2 : vers  d’un  même  nodule (Tl-1-1  et  Tl-1-3) ; 3 : vers du 
même patient que  précédemment  mais  d’un autre nodule (Tl-6-1) ; 4 à 8 : vers 
d’un  même  nodule,  autre patient (T2-1-1’  T2-1-2,  T2-1-3,  T2-1-4 et T2-1-5). A, 
Gy T représentent les marqueurs de taille : séquence du bactériophage M13. A, B 
et B’ sont les trois  allèles du locus microsatellite. 



avons  donc abandonné cette adaptation du protocole d'amplification des sdquences 
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 
r6action de polymérisation par PCR. Une gamme de concentrations finales allant de 
5Opg/d A 200pg/d a été utilisée  dans les conditions  standard  d'amplification.  Aucune 
amélioration de  la qualité des résultats (prdsence d'artefacts d'amplification) n'a été 
constatée quelle que soit la concentration de BSA additionnée ; nous ne l'avons donc 
pas utilisée pour le reste de notre  étude. 

- Les autres paramktres étudiCs semblent  moins importants que ceux prksentés 
ci-dessus. Ainsi, une variation de la  quantitC d'ADN de départ ("template") comprise 
entre 5 et lOOng ne change que t r b  peu la qualité des  résultats. I1 en va  de même  pour 
la quantité de  nuclbtides 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  Pr&) qui correspondent 
aux  allkles  des loci étudiés  (voir  Figure 22 et  23).  Pour un organisme diploïde, il  ne peut 
apparaître que deux bandes (alEles) 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  polymCrisation  (WEBER et 
MAY, 1989 ; FRIES et al., 1990).  La présence de ces  bandes est liée aux conditions 
d'amplification, notamment A des  paramktres  comme la concentration en chlorure de 
magnésium  et la température de fixation des amorces. 

L'amplification du locus microsatellite a été effectuée sur 54 vers provenant du 
Cameroun (48) et de la Sierra Leone (6). Des  amplifications sur d'autres esphes de 
filaires ont également été tentées. Seuls les ADN d'O. dukei et d'O. ochengi ont kté 
amplifiés  (voir  Figure 22) ; les  produits  d'amplification  étaient  facilement 
différenciables de ceux obtenus pour les différents isolats d'O. volvulus (environ lOpb 
de différence). Aucune amplification n'a été observée ni pour les ADN des autres 
espkces de  filaires testées (O. gibsoni, O ,  gutturosa et D. immifis) ni pour l'ADN 
humain. 
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TOUBORO 
1-1-1 : AA 
1-1-2 : AB' 
1-1-3 : AA 
1-6-1 : AB 
1-6-2 : AB 
2-1-1 : B'B' 
2-1-2 : B'B' 
2-1-3 : B'B' 
2-1-4 : B'B' 
2-1-5 : B'B' 
4-2-1 : BB' 
4-2-2 : AB' 
5-1-1 : BB' 
Ov 7 : AB' 
Ov 8 : AB' 
Ov9:BB 
Ov 10 : AB' 
Ov 15 : AB 

18 individus 

f(A) = 0,33 

flxka2 
f(B') = 0,47 

POLI 
6-1-1 : BB' 
6-1-4 : BB' 
6-1-5 AB 
6-1-6 A B '  

6-2-1 : AB' 
6-3-1 : AB 
6-4-1 : AB 
6-4-2 : AB 

j$ individus 

f(A) = 0,44 
- 1 

f(B') = 0,25 

- 

BAFIA 
7-1-1 : B'B' 
8-1-1 : A B '  
9-1-1 : AB' 
9-1-2 : AB' 
9-1-3 : AA 
9-1-4 AA 
11-1-1 : AB' 
11-3-1 : A B '  

Ov11:AB' 
ov 12 : AB' 
Ov13:AB 
Ov14:AB 

12 individus 

f(A) = 0,54 
- 8 

fB ' )  = 0,38 

- 

SA'A 
12-1-1 : A B '  
12-1-2 : AB' 
12-1-3 : AA 
13-1-1 : AB' 
13-1-2 : AB' 
14-1-1 :AB' 
14-1-2 : AB 
14-2-1 : AB' 
14-2-2 : AB' 
14-3-1 : AB' 

10 individu 

f(A) = 0,55 
- - 

f(B') = 0,4 

SIERRA E O N E  
O V 1 : A A  
ov2:AA 
Ov3:AA 
ov4:AA 
0vS:AA 
OV6:AA 

fo=l 

Figure 24 : Résultats obtenus par amplification du locus  microsatellite SUT différents 
isolats d'O. volvulus. Les vers sont répertoriés selon la nomenclature définie 
précédemment ; les vers appellés Ov(n) représentent l'ensemble des vers de nodules 
qu'il  n'a pas été possible d'individualiser. Les fréquences alléliques (3 allkles)  ont étC 
calculées  pour  chacun  des  foyers  étudiés. 
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Les produits  d'amplification  obtenus  pour  les différents isolats d'O. .brolvulw (1 8 
vers de  Touboro, 8 vers de Poli, 12 vers  de Bafîa, 10 vers de Sa'a et 6 vers de la  Sierra 
Leone) ont ktbt malysCs p o u  le seul ]Locus microsatellite dont nous disposions. La taille 
du produit d'amplification attendue $tait de 188pb (voir Figure 23). Les dlkles  de ce 
locus  microsatellite  se  prksentaient toujours sous fome d'un  doublet  de bandes 
(toujours siparées par 3 bases), ce qui est  probablement du il des glissements lors de 
%'amplification. Dans notre  cas, un doublet  reprksente donc un dlkle. Au total, trois 
allkles ont kté obtenus  pour les diffkrents isolats d'O. p l s ~ v u ~ ~  testis (voir Figure 23) ; 
un premier allèle, appel6 A (doublet de 188 et 191pb) représente le fragment de taille 
attendue, et deux autres aPlkles B et B' (doublet de  196-199pb et  de 198-201pb 
respectivement). Les risultats obtenus pow chacun  des  vers  sont donnks dans la figme 
24 ; les fréquences de chacun  des dl8les sont donnies A titre indicatif car, pour un seul 
locus,  l'ichantïllon dont nous disposions $tait trop petit pour &e  interprdtk de f a p n  
statistique. On peut cependant constater que  pour les  isolats provenant de la Sierra 
Leone, seul l'allèle A est présent. De plus, pour les souches de savane du  Cameroun 
l'allkle El est nettement  plus représenti que  pour  les  souches de mosdique savane-for& 

68 



Bilan du Chapitre III 

Différents isolats d'O. volvulus du  Cameroun ont étC utilisk: 
pour tester les  sondes d'ADN spkifïques développkes  en Afrique dt 
l'Ouest ; tous  nos isolats ont kt6 reconnus par la sonde spécifique d'O 
volvuIus ainsi que par la sonde spdcifique des souches de savant 
d'Afrique de l'Ouest.  Ces outils n'étaient donc pas utilisables pou1 
a notre étude,  puisqu'incapables de  discriminer  les  diffbrente: 
 populations d'O. volvulus du  Cameroun dont  nous  disposions. 

La technique  des RAPD a donc kt6 mise au point sur différente: 
espkces de filaires du genre Onchocerca et a montrC une grand€ 
capacité A gCnCrer  du polymorphisme. Appliquée A nos diffdrent: 
isolats d'O. volvulus du Cameroun, cette technique s'est avCrCe per 
efficace  pour  classer  ces  populations.  De  plus,  des  rksultat: 
reproductibles sont souvent longs et difficiles A obtenir. Cependant, la 
technique des RAPD peut  permettre d'obtenir aisement de nouvelle? 
sondes  d'ADN spkifiques, ce  qui fut le cas  pour O. ochengi. 

Par cons&pent, des  marqueurs  microsatellites ont CtC recherché5 
dans le gCnome d'O. volvulus. Plusieurs sCquences microsatellites ont 
ainsi été isolkes ; une seule  s'est  avér&  utilisable  pour  notre  Ctude. Ce 
locus a montrC qu'il était polymorphe,  puisque  trois  allkles ont pu êtrc 
identifiés chez différents isolats d'O. volvulus du  Cameroun et de lz 
Sierra Leone. Tous les vers de la Sierra Leone sont homozygotes et 
poss2dent le même  allkle tandis que l'hétkrozygotie est importante 
chez les vers du  Cameroun. La taille de notre Cchantillon interdit 
cependant  toute interpdtation gtnétique de nos  rksultats. 
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1. Valeur  des  outils  utilisés  pour  l'ktude de la variabilitk gtkitique 

Rappelons que, dans le cas des  nouveaux marqueurs ddvelopp6s,  l'objectif  Ctait de 
répondre aux questions  suivantes : 

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

- ce polymorphisme est-il utilisable  dans  des Ctudes de gdndtique des 
populations ? 

- ces  mkthodes  sont-elles  fiables et reproductibles ? 
Nous  aborderons  donc  successivement les difftrents marqueurs utilis6s : 

1) Les sondes d'ADN 
Ces outils, d6veloppCs  en Afrique de l'Ouest, se sont avtrts inefficaces pour la 

classification des populations  d'onchocerques  du  Cameroun  que  nous  avons  ktudikes. 
En effet, tous %es isolats du  Cameroun test&  avec la sonde spkcifique  des souches de 
savane d'Afrique de l'Ouest  ont dpondu positivement A l'hybridation, bien qu'on ait pu 
s'attendre A certaines diffkrences de réponses Mes A des diffdrences  nosologiques. Les 
populations du  Cameroun  dont  nous disposons proviennent en effet de deux foyers de 

savane (Touboro et Poli) et de deux foyers de mssaique savanefort3 (Bafia  et Sa'a). I1 
est cependant  possible  que le parasite  circulant dans ces deux  derniers foyers soit issu 
des zones de savane et  qu'il ait pt?nCtrk les zones de foret dtgradCe. Bans ce cas les 
sondes d'Afrique de l'Ouest  seraient efficaces et un contr6le serait ntcessaire avec des 
souches de forêt du Cameroun. Ntanmoins, même si cette hypothbe &ait  avtrCe  (ce 
qui est loin d'être le cas, puisque  même  dans le cadre de I'OCP, elles  ont  prouvk 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 B fait différents  selon les foyers. 

Ces outils moléculaires ne sont donc pas adaptés B notre étude puisqu'ils ne 
permettent pas  de distinguer les diffdrentes 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 paramhe important de l'épidémiologie de 
l'onchocercose. 

De nouveaux marqueurs  des  populations ont donc étk recherchds,  qui  permettent 
B la fois de distinguer les différentes souches d'O. volvulus et d'étudier dventuellement 
la génktique des populations de ce parasite. 

2) Les "RAPD" 
Les résultats de notre étude montrent que  la technique des RAPD peut êne 

utilisée pour amplifier des fragments d'ADN  génomique de certaines esphes du genre 
Onchocerca. Des profils d'amplification ont en  effet été obtenus  pour toutes les espkes 
testkes (0. immitis, O. gutturosa, O. lienalis, O. dukei, O. gibsoni, O. ochengi et O. 
volvulus). 

Le principal problhme  rencontré lors de l'utilisation  de  la technique des RAPD 
se situe au niveau de la reproductibilité des expérimentations.  Comme nous l'avons vu 
lors de la prksentation des résultats, les conditions dans lesquelles sont conduites les 
amplifications sont variables en fonction des paramktres physico-chimiques de la 
réaction. Nous avons montrk que  des variations de la quantité de chlorure de 
magnésium (MgC12) et d'ADN B amplifier  ("template")  peuvent  hypoth6quer  l'obtention 
de  résultats  reproductibles. En effet, selon les diverses concentrations de réactifs 
utilisées, des variations dans les profils sont observkes pour un même dchantillon 
(apparition de nouvelles bandes, disparitions de certaines autres). I1 convient donc 
d'étalonner de façon &s prkcise  tous  les  paramhtres de la &action de manikre 2 obtenir 
des résultats comparables pour  les différents tkhantillons que  l'on désire tester.  Dans 
ces  conditions,  la  méthode  peut être considérée  comme  relativement fiable. 

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

obtenus pour toutes les espkces de filaires testées  ainsi que pour toutes les populations 
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d'O. atolvuZus Ctudiées. Les résultats sur la phylogénie  des  espkces  seront  discutés  dans 
les paragraphes  suivants. 

Les principales difficmltks  rencontrkes  lors  de l'adaptation de la technique des 
D B O. volvulus sont ?I imputer B la reprductibilitk des expkrimentations. Il est 

nécessaire de rkpéter  de  nombreuses fois  les amplifications de chaque tchantillon d i n  
de  valider les profils obtenus ; ii faut donc pouvoir disposer de suffisamment de 
mat6riel  (ADN).  Ceci  est un problhme  impostant  pour  l'utilisation de cette  technique sur 
des dchantillons provenant du tenain qui ne  contiennent que t rks  peu  d'ADN.  C'est le 
cas notamment  des microfilaires isolkes et des lmes  infectantes (L3) d'O. -uoZvuZus. 

Un autre  point  important dont il faut tenir compte dans l'utilisation  de la 
technique  des M P D  est la prdsence Cventuelle  d'ADN contaminant. En effet, 
l'utilisation  de contr6les négatifs  d'amplification ne met en 6vidence  que  des 
contaminations ayant eu lieu  lors de  la manipulation  des  Cchmtillons  au laboratoire. 
Dans notre cas précis, l'extraction de l'ADN du parasite se fait .il partir de  vers issus de 
nodules humains. Les nodules  onchocerquiens ont une texture fibreuse (collaghe) et 
sont digkrks B l'aide  d'une  collagknase dkgrdant le tissu  humain ; malgré cette digestion 
et un nettoyage  important des vers de toutes traces de tissu  humain pouvant subsister, il 

dure que de l'ADN humain soit isol6 en  meme  temps que l'ADN du 
parasite. Cette  hypothkse a d'ailleurs kt$ testke  en  amplifiant nos khantillons d'ADN 
d'O. volvulus A l'aide  d'amorces  sptcifiquement humaines ; nous nous sommes 
effectivement aperçus  que plus de la moitiC de nos dchantillons pdsentaient des traces 
d'ADN humain ce qui les rendaient de  ce  fait inutilisables pour les M D .  En effet, 
même s'il n'est prdsent que sous fome de traces, l'ADN  humain peut être amplifid et 
gtnkrer ainsi  des  fragments qui intefirent avec  ceux  obtenus B partir du ver. 

Le. problkme  est similaire pour l'application  de  cette  technique A l'identification 
des  formes parasitaires prksentes chez le vecteur  (simulie). Les profils obtenus alors 
sont la rksultante de l'amplification  de  l'ADN du vecteur et de  celui du parasite. I1 y aura 
ainsi superposition des deux  types de fragments  ce  qui  rendra les profils d'amplification 
inutilisables. 

3) Les  skquences  d'ADN  microsatellites 
Des  stquences d'ADN microsatellites ont et6 recherchtes  afin  de pouvoir 

classifer différentes  populations d'O. volvulw;. Notre  travail a monb-6 que, comme  dans 



la plupart  des  génomes  eucaryotes (TAUTZ et E N Z ,  1984), il était possible d'isoler ce 
type de séquences  du  génome d'O. volvulus. 

Le premier problème rencontré lors de la recherche de l'ADN microsatellite 
était, 21 l'instar des RAPD, de pouvoir disposer d'ADN d'O. volvulus pur, sans trace 
d'ADN humain  pour éviter les interférences. Il convenait donc de s'assurer  au  préalable, 
grâce 2I une amplification 21 l'aide d'amorces spécifiques humaines dans notre cas, de 
l'absence  d'ADN  humain  dans nos échantillons. 

L'ADN génomique d'O. volvulus utilise pour construire une banque  partielle a 
6tC coupé 2I l'aide d'enzymes de restriction. Ces  enzymes  ont éte choisies parce qu'elles 
possédaient des sites de reconnaissances courts (quatre  enzymes 4pb et une 2I 5pb). 
Ces sites etaient donc statistiquement plus nombreux dans l'ADN genomique d'O. 
volvulus, ce  qui permettait d'obtenir des fragments de petite taille faciles B sequencer. 
Les fragments ainsi générks avaient une taille moyenne comprise entre 200 et  500pb. 
Cette taille est parfaitement convenable pour le sdquençage,  puisqu'un  clone  peut être 
séquenck en une seule fois, mais pose un problhme au niveau de l'intégralitk de la 
séquence  microsatellite. Si les regions flanquantes  séquencées ne sont  pas assez longues 
(au  moins 30pb), la  séquence  microsatellite est inutilisable car aucune amorce ne  pourra 
être définie. Ceci a Ct6 le cas de figure le plus souvent  rencontrk lors de la  phase  de 
recherche de skquences microsatellites puisque 13 de ces séquences, sur 14, étaient 
tronquees. Un  moyen de pallier ce travers  serait sans doute de cloner des fragments  plus 
longs, mais ceci rallongerait considkrablement le temps d'obtention des sCquences de 
clones isoles par des techniques dkjd longues B mettre en oeuvre. De nouvelles 
méthodes qui devraient permettre une amelioration de l'isolement de sequences 
microsatellites sont actuellement en cours de developpement (HAWKINS, 1992 ; 
OSTRANDER er al., 1992). Certaines d'entre elles permettent, B l'aide de billes 
magnttiques,  d'enrichir significativement en  skquences microsatellites, les banques 
construites. 

La  diffkrence de taille des fragments d'amplification  (allkles)  pouvant être une 
seule paire de base, l'utilisation d'une technique de visualisation trhs résolutive (gel 
d'acrylamide dénaturant et soufre 35) a été nkcessaire ; cette technique est assez 
fastidieuse 2. mettre en oeuvre de par la longueur des manipulations et l'utilisation de 
produits radioactifs. Les diffkrences de taille entre allkles  seront  d'autant plus grandes 
que  le motif de base de la  rkpétition sera long.  Il est en effet plus facile de distinguer 
une différence d'une unité de repetition  dans le cas  d'un  motif il 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 sequences 
microsatellites constituees de ripdtitions dont le motif de base est le plus long possible, 
meme si elles sont moins fiQuentes dans le gdnome. 

Malgr6 ces contingences  techniques,  une fois isoltes, ces sdquences peuvent être 
mplifi6es facilement et  permettent  d'obtenir des dsultats tr&s fiables et d'une définition 
bien suptrieure aux autres mxquews existants ( R L  et AVISE, 1993). Elles peuvent 
&e Praitkes de la mkne m a n i h  que les isoenzymes et poss2dent un taux de 
polymorphisme plus dlevd (HUGHES et KELLER,  1993). De plus, contrairement A la 

D, la dgion amplifite est connue, ce qui permet des analyses en 
terne de g6nCtique des populations avec  moins de conditions restrictives (SOB 
HONEYCU'IT, 1993). 

H. Valeur des outils gour l'ipidémiologie et la lutte 

1) Les sondes d'ADN 
Les sondes d'ADN issues de la "famille" de rtpdtitisn  de 156pb dCveloppCes 

pour I'Afsique de l'Ouest sont largement utilishs pour les Ctudes Cpidémiolsgiques en 
relation avec la lutte contre S'onchocexose dans le cadre de I'OCP. Elles ont prouvC leur 
efficacité en  Afi-ique de l'Ouest et ont perrnis d'mCliorer la d6tection et l'identification 
des larves d'O. volvulus présentes chez leur vecteur, la simulie (h/lEREDIIFM et QI., 
1991). Auparavant, les simulies &aient disstquCes individuellement pour  estimer 
cemins paramktres important de la  transmission  (potentiel annuel de transmission...). 
LC p rob lhe  principal rencontre lors de la dissection des simulies parasittes $tait de 
distinguer les larves infectantes d'O. volvulkds de celles d'O. ochengi qu'on ne pouvait 
séparer A partir de caractkres  morphologiques. Les sondes d'ADN dkveloppées dans le 
cadre du programme OCP s n t  permis de résouhe cet important probl&me et d'm6liorer 
la surveillance entomologique.  Rappelons  que  la reprise des traitements larvicides serait 

dCcid6e si plus de quinze larves infectantes (L3 d'O. volvu6us) se trouvaient isolCes de 
15.000 simulies pares. Un  laboratoire de biologie mo~Ccuhire a CtC install6 en Afrique 
de l'Ouest (Bouak6, CBte d'Ivoire) et permet de  traiter  directement le materiel 
biologique provenant du terrain. Plusieurs centaines de milliers de simulies ont kté 

disséquCes et plusieurs centaines de larves infectantes  ont pu Etre identifites A l'aide de 
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ces sondes d'ADN. Le potentiel pathoghe d'une  souche (distinction savane-forêt) a 

également  pu  être  prédit avec une sensibilité et une spécificité  dépassant  90% 
(ZIMMERMAN et al., 1992 et 1994). 

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

2) RAPD, C~idémiolo~ie et lutte  contre  l'onchocercose 
Cette technique n'a  pas  permis de distinguer clairement les différents isolats 

d'O. volvulus du Cameroun  que  nous avons Ctudiés. Les vers provenant d'un même 
foyer ou d'un même  nodule  ne  sont  pas  toujours situts au  même  niveau sur les  arbres 
phénétiques construits (voir Figure 19). Un profil d'amplification  ne peut, dans notre 
cas, permettre l'identification B coup  sfir dune population  d'O. volvulus. De plus, aucun 
fragment polymorphe  qui  serait caracttristique de l'une  des  populations de parasites n'a 
été observé. I1 est possible  cependant  qu'en  utilisant un plus grand  nombre d'amorces 
altatoires  que celui utilist dans  ce  travail  (20),  des  fragments  polymorphes 
caractéristiques de  certaines  souches  soient isolts. 

Cette  technique utiliste telle  qu'elle ne peut  donc être un outil diagnostique des 
difftrentes souches d'O. volvulus et par  condquent, ne  permet pas de distinguer les 
difftrents  faciès épidtmiologiques de  l'onchocercose. En effet, les profils obtenus sont 
traités  de  manière statistique en  terme de  diversitt ou de  distance gtnttique et ne 
permettent pas, dans  notre  cas,  de classer B coup siir une souche individuelle dans un 
groupe pdcis. 

Malgrt les  travers  que nous venons  de  mentionner,  la  technique  de 
l'amplification aléatoire présente un certain  nombre  de  potentialités.  Les profils obtenus 
pour différentes espèces du genre Onchocerca prtsentaient des bandes  spdcifiques  pour 
chaque  espèce.  Certaines  d'entre  elles  ont été isolées a f i n  de tester leur  capacitt comme 
sondes spécifiques. Habituellement,  les  sondes  spécifiques  sont construites partir de 
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banques  gknomiques ce qui  nécessite un p s  effort en terme de temps, de compktence 
et  de moyens. Les W B  permettent, aprh une simple amplification,  d'isoler des 
fragments sptcifiques qui sont  des  sondes potentielles qu'il  convient de tester. Dans le 
cadre de la lutte contre  l'onchocercose, un des problhmes  majeur est l'identification des 
larves infectantes que l'on  rencontre chez le vecteur. Il est  donc nkcessake de  disposer 
de  sondes spécifiques d'O. volvulus mais aussi d'O. ochengi. Les sondes utilisdes 
actuellement (oligonuclhtides) pour . ockngi sont  limitCes puisque certains isolats 
de  cette filaire ne  sont pas reconnus. Certains fï-agments spkcifiques d'O. ochengi one 
$tk isoles par la technique des D et  sont  actuellement  test& comme sonde 
spdcifique (KIT, Amsterdam). De plus, les premiers r6sultats obtenus SUT %es deux 
filaires des bovins européens (O. dienalis et O. gutturosa) sont exploids @cole 
vét6rinaire de Toulouse)  pour obtenir des sondes  sp6cifiques pennettant de diffdrencier 
les IlliCXlfd&eS de ces deux ~Spkces. 

I1 est donc possible  d'envisager  terme,  l'isolement de fragments spécifiques de 
certaines souches d'O. volvulus en utilisant un grand  nombre  d'amorces aléatoires, ce 
qui permemait de  développer  de  nouvelles  sondes  spkcifiques. 

s esp2ces dans deux buts 
principaux, la cartographie des gCnomes et les Ctudes de gCn6tique des populations. A 
notre connaissance, aucun marqueur de ce type  n'a encore $16 dCveloppC sur une espkce 
parasite. 

Contrairement A la technique  des W B ,  des khantilions parasitaires 
contaminés par de 1' N &ranger peuvent etre utilis6s  car les amorces  mierosatellites 
d'O. volvulm n'amplifient  ni l'ADN humin ,  ni l'ADN de la  simulie. 

Les premiers résultats obtenus pour les sdquences microsatellites d6velopp6es 
chez O. volvulus montrent que cette technique peut permettre d'am6liorer de façon 
significative les m6thodes de  detection et d'identification  de ce parasite. La technique 
utiliste actuellement  pour  diffdrencier O. volvulus et O. ochengi passe  par une 
amplification par PCR puis par une hybridation 2 l'aide de sondes spkifiques. Une 
simple amplification B l'aide des  amorces du locus  microsatellite  permet de distinguer 
directement, sur un simple  gel,  les  deux  principales  espkces de filaires qui  peuvent être 

prt5sentes chez la simulie. Ceci &vite  l'utilisation de sondes d'ADN et  diminue par 
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conséquent le temps nécessaire A l'identification  spécifique  des larves infectantes ainsi 
que le coût de  traitement des échantillons. 

L'amplification de ces  séquences  apporte une information  en  terme  de 
fréquences alléliques ; de plus il est possible de trouver  des allèles diagnostiques  chez 
certains  isolats. En  effet, dans le cas  des  vers de la  Sierra Leone, tous les individus sont 
homozygotes pour l'allèle A (voir  Figure 24) ; ceci  n'est  évidemment  pas significatif 
compte  tenu  de  la taille réduite de nom échantillon  mais indique qu'il  est  possible de 
différencier  certaines  souches A 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 
l'Ouest de pathogénicité  déterminée. 

m. Valeur des  outils pour les études  phylogénétiques 

Comme  nous l'avons w au début  de  ce  travail, l'évolution A l'intérieur du  genre 
Onchocerca semble relativement  récente, notamment dans  la  lignée des espèces 
d'Onchocerca  de bovidés  africains A laquelle  appartient O. volvulus (BADI, 1981). Les 
relations entre les espkces  du  genre  ont  kté  confirmées  par l'étude des  séquences  codant 
pour les ARN ribosomiques (GILL er al., 1988) et sont évidentes au vu des  difficultés 
rencontrées  lors  de l'isolation de séquences dpétées spécifiques  des esphes. 

1) Les séquences réuCtées  de l5Opb (ADN "sate1lite"l 
Des études portant sur l'évolution de l'espkce O. volvulus en Afrique et en 

Amérique  par  l'analyse des séquences dpétks  (ZIMMERMAN et QI., 1991)  ont  montré 
que les souches de savane africaine étaient  plus  proches de celles d'Amérique  que de 
celles de forêt (Liberia). Des relations  éEoites entre souches  américaines  et africaines 
montreraient que le parasite a  été introduit outre atlantique B partir du XVkme sikle, 
lors de  la traite  des  esclaves. 

Cependant,  I'interpAtation de la  variabilité  de  ces st?quences répéttes (150pb)  en 
terme de phylogénie reste limitée. En effet,  le  nombre de rdpétitions de cette  séquence 
est important dans un seul génome et une  grande variabilitt existe entre elles pour un 
même individu. I1 est donc difficile  de savoir si  la variabilitk observte  pour ces 
séquences est liée des différences intra-individuelles ou B des différences inter- 
individuelles. 
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2) M P D  et  divessit6 g6nCtique 

a) Le g e m  Onchocerca 
Les psincipales Ctudes  menkes sur le genre O n c h o c e ~ c a  ont Cté faites 

essentiellement s u  la base de critkres  morphologiques et dans une moindre mesure,  par 
isoenzymologie (ANDREWS ef al., 1974 ; FLOCKHART , 1982). La position 
systématique de chacune des espèces du genre  semble ainsi dkteminée  par la 
rkpartition gkographique des parasites plut&  que par la place zoologique des hBtes. 
Actuellement, le genre comprend 24 esphes  "suf-himment connues", mais on connaît 
certainement peu d'espkes par sapport A celles qui existent r6ellement dans la nature 
(BAIN, 1981). 

L'amplification alkatoire (MPD) a CtC menée sur plusieurs espkees de filaires 
gour tester,  dans un premier temps, la capacité de la  technique B visualiser du 
polymorphisme. Les rksultats  obtenus ont Ctt interprktks  en terme de distance gCnktique 
en tenant compte d'une part, de %a prksence p m g k e  d'une bande (indice de Jaccard) et 
d'autre part, de la prtsence ou de l'absence partagte d'une bande (indice de SOM- 
Michener). 11 semble qu'il vaille mieux tenir  compte du premier indice (bande  partagée) 
plu& que du second, puisque, chez deux individus, l'absence d'une bande  peut  avoir 
différentes origines et ne signe pas, par conséquent, une proximité gknktique. Quoi qu'il 
en soit, les deux arbres phénétiques  ainsi consrnits sont  pratiquement similaires et nous 
n'analyserons donc que le premier  (Figure 15 A). 

La plus grande distance gCn6tique obsesvk sépare la filaire du chien D. immiris 
des espkces du genre Onchocerca. Deux grands groupes sont kgaiement  matérialisés : 
un g~oupe contenant '3 espkces d'onchscesques du bttail (O. liemlis, O. dukei et O.  
gibsoni) et un groupe contenant 3 isolats d'O. volvulm et O. ochengi. Le pmsite du 
ligament cervical des bovins  domestiques, O. ~ U ~ ~ U ~ O S Q ,  est skpasé des autres espkces. 
Cette espkce étant cosmopolite, il  est possible que le test d'autres isolats, en plus de 
celui d'Angleterre que nous  avons ttudik, préciserait sa position par rapport aux autres 
esphces. O. liemlis qui vit dans le ligament gastrs-spltnique des bovins  domestiques  est 
6tonnamment proche de deux  autres espkces (O. d d e i  notamment)  qui sont nodulaim. 
En revanche, la filaire nodulaire des bovins  domestiques akicains O. ochengi se trouve 
placée dans le même groupe qu'O. volvulus. Ceci n'est pas surprenant compte tenu  des 
difficultés  rencontrées  pour diffkrencier ces deux espkces, notamment  lors  de 
campagnes de lutte. 
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La technique des RAPD s'est avérte suffisamment résolutive pour étudier le 
polymorphisme génétique du genre Onchocerca. Certaines différences apparaissent 
cependant quand ces données sont compartes B celles obtenues par des critkres 
morphologiques, en particulier les positions relatives d'O. gurturosa et d'O. lienalis. 
Ceci est peut être du B un  certain  manque de fiabilité de la technique, ou au très petit 
nombre d'isolats étudiés. Malgré cela,  le positionnement des différentes  espèces 
étudiées montre, B l'instar des études  morphologiques, une grande homogtnéité chez ces 
parasites. 

b) Populations d'O. volvulus du  Cameroun 
Une remarquable httérogtnéité au sein de l'espkce O. volvulus a CtC mise en 

évidence par  des Ctudes immunologiques (3RYCESON er al., 1976) et isoenzymatiques 
(CIANCHI et al., 1985 ; FLOCKfURT et al., 1986). 

La technique des RAPD appliqute B différents isolats du Cameroun a rtvélé 
certaines différences entre les  vers Ctudiés. Ce  polymorphisme est cependant faible, ce 
qui s'explique aistment par la  proximitt relative des différents foyers  dtudits par 
comparaison B la large rCpartition  du parasite en Afrique. Dans notre analyse, nous 
utiliserons  les distances génCtiques calcultes B partir des caractkres "prdsence" et 
"absence" de bandes partagtes (indice de Sokal-Michener) car elles apportent plus 
d'informations. En effet, contrairement au cas rencontrd pour plusieurs espikes de 
filaires, l'absence dune bande partagte par deux individus de la même espkce a une 
grande probabilité  d'avoir la même origine. 

Les  donntes  sur la  variabilité  gtnétique  d'O. volvulus tirtes  des Ctudes 
isoenzymatiques montrent  que  l'essentiel de la variabilitt du ver (entre 70 et 90%  selon 
les loci enzymatiques) se situe au niveau  intranodulaire, internodulaire et entre patients 
dun même foyer et non entre difftrents villages ou différents pays  comme on pouvait 
s'y attendre. Les arbres phénttiques construits par la  technique  des RAPD ne permettent 
pas  de  stparer  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 troisikme, plus hCtCroghe  contenant 
les vers de Bafia  et de Poli.  Les  vers  provenant dun même  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 stquences A évolution rapide, qui ne  seraient 
pas soumises A la  pression  de  sélection  (sCquences  non  codantes)  et  dont  la  signification 
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phylogénétique pourrait être m i s e  en doute. Ces rgsultats (MPD) semblent pourtant 
corrélés avec ceux obtenus par isoenzymologie puisqu'ils montrent Cgalement une 
grande variabiliti gknétique entre des vers issus d'un meme nodule, de nodules excisCs 
d'un m i k e  patient ou de nodules excis& de patients d'un mEme foyer. 

L'utilisation des M P D  a donc donnt5 des r6sultats  cohérents  avec ceux obtenus 
par d'autres techniques et renforce I'hypotkkse selon laquelle O. voZv~sIlhs est une espkce 
prdsentant une hét6rogCnCit6 importante ; son statut d'espkce  n'est cependant pas ti 
remettre  en cause puisque les distances g6n&iques calculkes ti partir des donn6es 
isoenzymologiques restent dans l'intervalle attendu pour des populations de la même 
cspke sCpar$es gbgraphiquement. 

3) Les s6quences micro satellite^ 
Ces s&pences se sont avCr6es 6tre des outils performants pour les Ctudes de 

gtn6tique des populations (AMOS et al., 1993 ; Q'UELULP et al., 1993 ; WALL er al., 
1993). Elles peuvent en effet servir B estimer des paramktres  impomnes de la structure 
g6nCtique des populations tels que les flux de gknes. Dans certain cas, un locus 
microsatellite apporte autant  d'informarions que 15 loci enzymatiques (JARME, c o r n .  
pers.). L'analyse des  r6sultats  obtenus  pour les s6quences  microsatellites monm que des 
alEles diff6rant  par un seul motif de la dpttition sont issus d'6vknements mutationnels 
plus proches que deux allkles s6parCs par plusieurs motifs de rCpCtition (DEKA et al., 
1991). Ainsi, dans %e cas d'O. volvulus, les allkles appel6 B et B' sont plus proches l'un 
de l'autre,  d'un  point de vue phylog6n6tiqueY que de I'all&le  appel6 A. 

Un seul locus  microsatellite d'O. volvulm a pu être utilis6 dans cette Ctude. Il est 
$vident que celui-ci ne permet  pas de tester, de façon fiable, des hgfpothkses gkn6tiques ; 
il peut cependant révéler certaines tendances. Sur les 54 vers  Ctudits, 66,696 (36 vers) 
6taient hétkrozygotes ce qui est une valeur 6levCe. De  plus, les vers de la Siem Leone 
reprisentaient B eux seuls 33% des homozygotes. Plusieurs hypothkses peuvent 2ne 
invqudes gour expliquer ce taux d'h6térozygotie 6lev6 chez les vers du Cameroun. Il 
est possible que les vers femelles $tudiCs contenaient des  microfilaires dans leur  ut6rus 
et  que le mattriel  genttique  de celles-ci intefire avec celui de leur mkre lors de 
l'amplification du locus microsatellite. Dans ce cas on devrait trouver, malgr6 les 
diffCrences de  quantid d'ADN entre adulte et microfilaire, des profils d'amplification 
avec les trois types dallkles. Ceci  n'a jamais CtC le cas, mais compte tenu du petit 
nombre d'individus testis, un khantillonage plus important devrait  pouvoir infirmer ou 
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confirmer cette hypothkse. La seconde hypothkse plausible pour expliquer ce taux 
dhétérozygotie élevé est l'importance des flux de ghes. En effet,  la grande variabilité 
génétique observée  chez O. voIvulus, B l'aide de plusieurs techniques, peut être 
expliquée par l'importance des échanges  au  sein dune même  population ; dans le cas de 
l'onchocercose,  ces échanges sont essentiellement lids aux taux de transmission et 2 la 
mobilité des populations  humaines. 

Les fréquences alléliques ont été calculCes  pour  chacun des foyers CtudiCs. Le 
nombre d'individus dans chaque échantillon étant, dans la plupart des cas nettement 
inférieur B 20, ces chifies n'ont  qu'une  valeur indicative. En Sierra Leone,  seul l'allèle 
A est rencontrk ce qui est relativement inattendu  même pour un Cchantillon composé 
seulement de 6 individus, compte  tenu des taux Clevés dhétérozygotie observés chez les 
vers du Cameroun.  La fréquence de l'allkle 3 semble être significativement différente 
entre  les populations d'O. volvulus de savane (0,2 et 0,31) et celles de mosaïque savane- 
forêt (0,05 et 0,OS). 

Un plus grand  nombre de vers reste B tester pour ces différentes  populations 
d'O. volvulus du  Cameroun,  mais cet outil s'avkre dCjA t rb prometteur  pour  les études 
de génétique des populations de ce parasite. 
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Bilan Qu Chapitre IV 

Aprh avoir  discuté  de la valeur des outils existants pour l'étude de 12 
variabilitk  génktique d'O. vol~ulm, les limites de ceux ci, notamment dans le cadn 
de 1'8G ont tté tvqutes. L'amplification aléatoire (RAPD) s'est avtrte &-e UI 

outil efficace pour mattaialiser la diversit6  gCnttique  du  parasite.  Cependant, de: 
problkmes existent quand a %a fiabilite de cette rn6thsde appliquke B O. vol~ulus 
Ees sQuences microsatefites ont 6tt isolés pour la prenaikre fois chez un parasite 
afin de s'affranchir des problkmes rencontres lors  de l'utilisation des W D  

alp5 les difficult& rencontr6es  parfois, notamment lors de la phase d'imlemen 
de ces marqueurs, leurs potentiditts justifhient un tel effort. 

La valeur des diffkrents outils (sondes d'ADN, D, microsatellites) dans It 
:adre de l'tpid6miologie et de la lutte contre l'onchocercose a CtC CvdnCe.  Le! 
sondes d'ADN ont déjja fait leur preuves sur le terrain car elles ont permi? 
Taméliorer la surveillance entomologique d'un programme de lutte (OCP). 
Cependant,  du fait de leurs limites, leur utilisation en l'état ne pourra êse  
mvisagt5e systtmatiquement dans  toutes  les rtgions endémiques. 

La technique des W D  ne  peut  en  aucun cass, etTe directement utilisee soir 
IOUT l'identification de parasites  chez  l'homme ou chez le vecteur car amplifianr 
;ans distinctions, les ADN des deux espkces présentes. Elle peut ntanmoins etrc 
stiliste pour  la  construction de nouvelles  sondes d'ADN spteifiques. 

En revanche, les s ~ n e n c e s  microsatellites  peuvent  permettre d'amtliorer le: 
:ethniques de dttection  et d'identification  utilisdes  dans le cadre de pmgmmnes 
j e  lutte. Leur  utilitt dans  la dktermination des  souches de  difftrentes 
Iathogdnicitts  n'a  pas ttt totalement  d6montrée  mais  semble  cependant  tout il fail 

&lisable. 
La valeur de ces différentes techniques  pour les Ctudes phylogtnktiques a 

:nsuite Ctt abordte. La variabilitt des stquences  rtpCttes (15Qpb) a permis 
i'ttudier les relations entre souches  africaines  et amCriexines mais reste difficile h 
nterpréter. Les RAPD montrent, h l'instar de la morphologie et des  ttudes 
soenzymatiqnes  respectivement, une grande homogtntitt du genre Onchocerca 
:t une  grande variabilitt entre les vers (O. volvulus) au  iliveau  d'un même foyer. 
%fin, les sCquences microsatellites  représentent  l'outil de choix  pour l'ttude de la 
rariabilité  génétique d'O. v o l v u l ~ ~  ; elles  permettent  d'estimer  les flux de gknes et 

levraient permetze une  meilleure  connaissance de la  circulation  des  parasites. 
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CONCLUSION 

I1 est clairement établi que les faciès épidémiologiques de l'onchocercose, 
notamment  au  niveau  des  lésions  oculaires,  sont liés B l'existence de différentes  souches 
d'O. volvulus. Compte  tenu de la large rkpartition de la maladie en Afrique et en 
Amérique, une bonne connaissance de la variabilité  génétique et des flux de gènes  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  faciks 
Cpidémiologiques (savane et forêt) développées en Afrique de l'Ouest ont étC utilides 
pour  caractériser des isolats du  Cameroun.  Ces outils n'ont  pas été 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 forêt du  Cameroun) B la sonde spécifique 
des souches de savane  d'Afrique de l'Ouest. 

De nouveaux outils ont donc, dans un premier temps, été m i s  au point afin 
d'étudier la variabilité génétique d'O. volvulus. L'utilisation des isoenzymes et des 
séquences minisatellites étaient difficilement envisageable du fait de la quantitC  (au 
moins 5pg d'ADN nécessaires pour les minisatellites) et de la qualité (conservation 
dans l'azote liquide  indispensable  pour les isoenzymes) du  matCriel biologique 
nécessaire pour  ce type d'expérimentations. Des techniques basCes sur la PCR et 
développées  récemment (RAPD et  microsatellites)  ont  par  conséquent CtC adaptkes  pour 
Ctudier  la  variabilitC  gCnCtique  du parasite et  pour mettre Cventuellement  au point de 
nouveaux outils diagnostiques. C'est dans ce cadre que des sCquences microsatellites 
ont CtC isolCes pour la première fois chez un parasite. Elles prksentaient un certain 
nombre  d'avantages : de petites quantitCs  d'ADN suffisaient  pour  utiliser ces techniques 
et elles ne  nkcessitaient  pas de moyens de conservation du mattriel biologique tel que 
l'azote  liquide  qui reste peu adapté aux  conditions de terrain, 

Les résultats obtenus ont clairement  indique  les potentialids des nouveaux  outils 
développks,  tant au plan  fondamental  qu'au  plan appliquC. 

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 hétCrogCnCitC des isolats 
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d'O. ~ o l ~ u l u s  provenant  de  foyers  proches,  qui  avait Ct6 mise en  6vidence par des etudes 
isoenzymatiques. Cependant, cette  technique prksentait des limites puisqu'elle s'est 
avkrie peu eficace p u r  classer les diffirentes populations d'O. ~)olvudus dont nous 
disposions ; de plus des rksultats reproductibles Ctaient souvent longs B obtenir. De 
nouveaux  marqueurs des populations d'O. VOZVUIUS ont donc Ctt5 recherchds. Des 

uences microsatellites ont ainsi 6t6 isolkes et ont permis de mettre en dvidence des 
taux d'httCrozygotie importants chez O. volvulus et  l'existence  probable  d'dl2Jes 
diagnostiques. Pour l'instant, les rksultats  obtenus h l'aide des s6quences microsatellites 
sont, du fait de la faiblesse  de l'effectif & L U ~ C ,  insuffisants pour pouvoir analyser  les 
forces agissant sm les populations d'O. volvulus. La s&pences fiaosatellites se sont 
av6r6es capables de mettre en vidence la variabilitt  fine au sein de  l'espkce O. 
Volvulus. 

Les vecteurs  de l'onchocercose (simulies) sont des complexes d'espkces qui 
seraient associds B diffkrentes souches d'O. volvulus. L'existence de ces complexes 
h6tes/parasites (simulie-onchocerque) est probablement une des donnkes les plus 
explicatives de  l'épidimiologie de l'onchocercose.  L'identification des simulies au sein 
de ces complexes d'esp&ces est  actuellement r6alisCe par l'Ctude des chromosomes des 
glandes  salivaires  des larves (cytotaxonomic), qui est une technique relativement 
difficile h mettre en mune et  qui ne permet  pas de diffkrencier  les insectes adultes. Les 
sCquences microsatellites peuvent être, de la même  manikre que pour O. VOL VU^^, 

utiliskes pour 1'6tude fine du polymorphisme des diffkrents complexes d'espkces 
s A part l'intkrêe,  du point  de  vue  pratique de ce couplage, l'utilisation d'un 

même  marqueur  pour  l'ktude  des  relations  simulies/onchocerques  permettrait 
probablement de r6pondre A la question  restke  longtemps sans rkponse : qui transmet 
quoi ? et 02 ? 

Au plan appliquk, les RAPD ont montrt qu'il n'ktaient pas adapt& une 
utilisation dans le cadre d'ktudes  Cpidtmiologiques sur le terrain ou dans le cadre de  la 
lutte ; ils peuvent nkanmoins permettre le d6veloppement de nouvelles sondes 
spkcifiques p x  simple amplification, ce qui  est plus €acilernent rkdisable que par les 
techniques  uiilisCes  classiquement  (clonage et banque  d'ADN). 

En revanche, les tests priliminaires ments sur les sQuences microsatellites ont 
montr6 qu'elles  pouvaient d'ores et d6jh, amkliorer significativement les moyens de 
détection et d'identification des parasites dans les programmes de lutte.  En  effet, 
différentes  espèces du genre Onchocerca, notamment celles rencontrkes chez les 
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vecteurs de l'onchocercose, peuvent être identifiées par simple amplification ce qui 
n'était pas  possible  auparavant. Ces sdquences devraient également  permettre 
d'identifier, par  des études de génétique des populations, les souches d'O. VOZVUIUS 
circulant dans un foyer et de disposer ainsi dun marqueur de pathogénicité. 

Ce dernier point est des  plus importants puisque la lutte contre l'onchocercose 
est basée actuellement sur l'utilisation en campagne  de masse d'un microfilaricide, 
l'ivermectine (PROD'HON et al., 1991). Dans ce contexte, il n'est pas possible de 
disnibuer  le médicament ii toutes  les  populations  présentant un risque onchocequien. 11 
est  donc nCcessaire de pouvoir définir des zones prioritaires de distribution  de 
l'ivermectine,  c'est ii 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 
particulièrement intéressante dans  ce  contexte. 

Ce travail n'est qu'une première Ctape, mais il souligne cependant les résultats 
prometteurs susceptibles  d'être  obtenus par l'emploi  de  cette  technique. 

Les marqueurs RAPD  et microsatellites développés dans notre étude vont être 
utilisés dans plusieurs foyers du  Cameroun, de Sierra Leone et de Tanzanie dans le 
cadre d'un projet europCen.  Ces  tests effectués ii grande échelle et en prise directe avec 
le terrain permettront de confirmer leur potentialité en tant qu'outils moléculaires 
applicables A la lutte contre l'onchocercose.  Ces recherches fourniront des donnCes. 
supplémentaires, ntcessaires dans le contexte de la mise  en place d'un  programme de 
lutte conire l'onchocercose en Afrique Cenirale annoncée récemment par la Banque 
Mondiale. 
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pour 1 litre : 

ener B pH 8 

pour f litre : Tris 
EDT 

ener à pH 8 

NaCl 
EDTA pH 8,0 10 mM ( 3 7 2  g) 
Tais.HC1 pH 7,4 50 mM (6,05 g) 

Dans 860 d Hz0 : 174 g 

EDTA (200rnM) 774 g 
M) %7,6 g 

ener ii pH 7,4 
Ajuster B 1 litre avec H20. 

Dans 900 ml Hz0 : SDS 1mg 

Amener à pH 7,2 
Ajuster à 1 litre  avec H20. 

Chauffer à 68 "C jusqu'à dissolution 



ANNEXE 2 : Milieux utilisés 

2TY MEDIUM 

Bacto Tryptone : 8 g dans 500 ml H20, soit 
Yeast  extract : 5 g 
NaCl : 2,5 g 
Autoclaver 

i l J x f G u  

Bacto Tryptone : 8 g dans 500 ml H20, soit 
Yeast  extract : 5 g 
NaCl : 235 g 
Bacto  Agar : 735 g 
Autoclaver 

H PLATE 

Bacto Tryptone 5 g dans 500 ml H20, soit 
NaCl 4 g  
Agar 6 g  - 

Autoclaver - 
Bacto Tryptone 5 g dans 500 ml H20, soit 
NaCl 4 g  
Agar 4 g  
Autoclaver 

8 g pour 800 ml 
674 g 
674 g 
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1- Mtlanger 1'Cchantillon d' exiraire avec un volume Cgal de phenol 
(consewé h 4°C)  dans un tu ndorf. 

Clanger jusqu'8 formation d'une  kmulsisn - 10 min. 

3- Centrifuger  10 min. A 15000 &./mira. (15 OC). 

4- Transférer la phase aqueuse  située  au-dessus  dans un nouveau  tube. 

5- Répéter les étapes 1 h 4. 

6- Ajouter un vo%ume &al d'une solution 1:l phénol : chlorofonne/alcool 
isoamylique  (24/1 ; consent A +doc). 

7- Etapes 2 à Sf. 

8- Ajouter un volume Cgd de chloroforme et rkpéter 1'Ctape 7. 

9- F'rkipiter la phase queuse A l'dthanol  absolu. 

1- Ajouter h la solution d'ADN 1/10 de vol.  d'acktate de sodium 3 

2-  M6langer puis ajouter 2 A 3 volumes d'Cthanol absolu glacé (-20 OC). 

3- Laisser au fiaid au  moins 30 min. (-86°C) ou quelques  heures  (-20°C). 

4- Centrifuger  20 min. A 15 tr./min. (do@); 

5- Jeter le surnageant et ajouter sur le culot 3 volumes d'Cthanol h 70% glact. 

6- Rkpéter I'ttape 4. 

7- Jeter le surnageant  et stcher  le culot  contenant l'ADN sous vide : 
- au dessiccateur  (speed-vac), 5-7 min. 
- dans la cloche à vide, 15 min. 

8- Récupérer l'ADN avec 100 pl de TE X et  conserver h -20°C. 
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ANNEXE 4 

Amorce Séquence  nucléotidique 
OPB-O 1 
OPB-03 
OPB-04 
OPB-O5 
OPB-06 
OPB-07 
OPB-08 
OPB-O9 
OPB- 1 O 
OPB- 1 1 
OPB-12 
OPB- 13 
OPB-  14 
OPB- 15 
OPB-  16 
OPB-  17 
OPB- 18 
OPB-  19 

5' G?TTCGCTCC  3' 
5' CATCCCCCTG 3' 
5' GGACTGGAGT 3' 
5' TGCGCCCTT" 3' 
5' TGCTCTGCCC 3' 
5' GGTGACGCAG 3' 
5' GTCCACACGG 3' 
5' TGGGGGACTC 3' 
5' CTGCTGGGAC 3' 
5' GTAGACCCGT 3' 
5' CCITGACGCA 3' 
5' TTCCCCCGCT 3' 
5' TCCGCTCTGG  3' 
5' GGAGGGTGTT 3' 
5' TITGCCCGGA 3' 
5' AGGGAACGAG 3' 
5' CCACAGCAGT 3' 
5' ACCCCCGAAG 3' 

OPB-20 5' GGACCCrrAC 3' 

Séquences  des  amorces  (décamkres)  OPB-O1 A OPB-20 

(Kit B,  Operon  technologies  Inc.) utilistes pour  les  amplifications  aleatoires (RAPD). 
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oligonucleotide decamer primers and  the adaptation of 
microsatel~ire DNA sequences to study genetic variability i n  
O. uolmrlrls populstions. 

METHODS 

KAPD 
:= , oclules  containing o. t?olcn/lr/s were cscisccl ancl collage- 
- nase-digested (Schulz-Key e1 al., 1977) :Incl the tvorms 
preserved in absolute alcohol. The nodules were from S:IV;I~-  

nah and degraded forest areas of Cameroon (Touboro, Poli 
nnd Bafin. Sa'a) and from forest regions of Sierra Leone 
(Lunsar xnd Niala). 

O. gutfumsn, O. lieunlis, O. gilxorri xnci O. ocbcrfgi DNA 
was provided by  Dr. Meredith. O. LdLwifrs DNA was esrrx- 
red  from wornls as described by hlereclith CI r d .  (1991). t'CI< 
rextions \\'ere  perfomlecl i n  25 111 o f  10m.\l Tris-HCI (pH 
9.0), 50 mhl K I ,  0.1 % Triton 5-100, 1.5 mM MgCl?, 0.2 
mM of each dNTP, 20 picomoles of decamer  primer(s) 
(Operon Technologies Inc.), 25 ng templnte DNA and 1 
unit Taq polymerase (Promega). hnplification was carried 
out in :I thermocycler (Techne I'HC-3) programmed for 45 
cycles of 1 minute at 92" C, 1 minute :I[ 36" C ancl 2 
minutes at 72" C. Amplification products were resolved 
electrophoretically on 1.4 % agarose gel. 

MICROSATELLITE DNA SEQUENCES 

Nodules containing O. vofuuftls worms from 14 pacienrs ori- 
ginating from 4 different foci in Cameroon were escised ancl 
collagensse digested in the field.  Total genomic DNA from 
the womls was digested IO complerion  with the resuiction 
enzymes HadII, Alul, Tad, Hi@ and Sar13A and shorgun 
cloned under standard conditions into a k113Bh.120 vector 
containing an EcoRV site (Hanahan, 19S3). POI~(CA)~/(GT), ,  
and poly(GA),/(CT), probes for detection of respectively 
(CA),/(GT), and (GAIn/(CTIn microsatellires sequences 
were labelled by random priming i n  the presence of [a- 
321'ldCTP (Feinherg and Vogelstein, 1953). The  genomic 
Ml3 library was screened by transfering the plaques onto 
nylon membranes. Prehybridization and hybridization werc 
performed at G j o  C in a solution containing 0.j % nonfat 
powdered milk, 5 x' SSPE, 1 % SDS, 100 pS/mI denaturccl 
salmon sperm DNA, followed by two washes of 1 j minutes 
cach in 2 S SSI'E, 0.1 % SDS, one of 7 j minutes in 0 . j  S 
SSPE, 0.1 % SDS ancl the stringent  wash of 1 j minutes in 0.1 
S SSPE, 0.1 % SDS a t  6j" C. Dried  filters were then autora- 
diographed  with a n  intensifying  screen on  F.iyperfilm 
(Amcrshanl) at -70" C for 2 [O 16 hours. Single-stnnclecl 
template DNA was isolated from positive phques (Messing, 
1983) a n d  sequenced  (Sanger, 1977) 011 a n  automatic 
sequencer (Applied  Biosystems.  Inc.). 
l'CI< primers werc chosen from tllc region  inlnlecliatly flan- 
king the microsatellite sequence. Tl~cse primers \vert clcsi- 
gnccl w i t h  computer assistance t o  minimizc  self annealing. 
I'CK conditions were optimized I>y coml>ining different 
~ g 2 +  concentrations, :Inncaling telnpcratures a n c t  num~>cr 
of amplificarion cycles. l'cl; proclucts \\'ere rcsolvccl o n  
non-denaturing acrylamiclc y l s  (Iron1 7 to 10 $0) ;Ind visLu- 
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Abstraci 

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  geomaphical  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 e t  al.. 

Immunological  and  biochemical  studies  on 
O. vofuulus have  done little to clarify the possible  exist- 
ence  of distinct strains.  although  alloayme  studies  showed 
evidence of genetic  variation (Cianchi et  al..  1985: Flock- 
hart  et al.. 1986). However, recently. some DNA probes 
specific  for O. ~oloulus  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 O. uol- 
vulus (Meredith  et al.. 1991).  The  variability  ofthe  150  bp 
family has been exploited to develop species  and  strain 
specific DNA probes  and  has  shown that at least two 
genetic  forms of O. uoluulus do  exist  in West Africa (Ea- 
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 finger- 
prints by Random Amplified Polymorphic DNA (RAF'D) 
based on the  amplification by the  Polymerase Chain Re- 
action (PCR) of random DNA fragments  has recently  been 
developed. In  RAPD mapping.  decamer oligonucleotide 

of arbitrary  sequence but  with a GC content of 50 % 
1974; Prost et al.. 1980). In forest  areas.  despite  high &I are used to amplify  fragments of genomic DNA 

(Williams et al.. 1990: Welsh and McClclland. 19901. 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 O. volvulus. These  non-uoluulus 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 
Onchocerca species as well as between  strains of O. uol- 
uulus. This is especially  important in areas  where  on- 
chocerciasis  control  programmes  are developed and 
where  mass  distribution of ivermectin is planned. 

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: Maurier 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. u o l ~ u ~ u s .  O. 
guffurosa. O. licnalis. O. gi6soni and O. ochengi can  be 
identified and  distinguished from each  other by the 
specific  polymorphic patterns. 

Acccptcd 18 April 1394 
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Fig. 1 Single  primer PCR on genomic DNA from  different  species. 
Primer OPE4  was used to amplify genomic DNA from  human  (lane 2). 
Dirofilaria immitis (lane 3). O. gutturosa (lane  4). O. lienalis (lane 5). 
O. gibsoni (lane 6). O. rxhengi (lane 7)  and two different O. volvulus 
isolates  from  Cameroon  (lane 8) and  from Sierra-Leone (lane 9). 
M: Molecular Weight Marker, 174 Hae 111 digest. Lane 1 : negative 
control. P- + 

Fig. 2 Single primer PCR on O. woh.ulus genomic DNA from differ- 
ent origins. Genomic DNA from O. wlwlus (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 O P E 4  
M: Molecular Weight Marker, {X-1 74 Hae 111 digest. 
Lane 1: negative  control 
Lane  2: worm 1 from  Touboro e 
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 1 1: worm 2 from Sierra Leone 

I I up. "1 Cu. I ut U a b L U L .  1-t ( 1 YY+)  

__? 

Table 1 Nucleotide  sequence of primers OPE-O1 to OPE-20 
(Ki t  8, Operon  technologies Inc.). 
Primer \ Nucleotide  sequence i 

I 

OPE-O1 5' GllTCGCTCC 3' ! 
OPE-O3 5' CATCCCCCTG 3' I 
OPE-O4 I 
OPE-O5 5'  TGCGCCCTC 3' 
OPE-O6 5' TGCTCTGCCC  3' 
OPE-O7 5' GGTGACGCAG 3' 
OPE-O8 5' GTCCACACGG 3' 
OPE-O9 5' TGGGGGACTC 3' 
OPE-10 5' CTGCTGGGAC 3' I 

OPE-1 1 5' GTAGACCCGT 3' 
OPE-  12 5' CCTTGACGCA 3' 
OPE-13 5' TTCCCCCGCT 3' 
OPE- 14  5' TCCGCTCTGG 3' i 
OPE- 15 5' GGAGGGTGTT3' 
OPE-16 5' TITGCCCGGA 3' 
OPE-17 5' AGGGMCGAG 3' 
OPE-18 5' CCACAGCAGT 3' 
OPE-19 5' A C C C C C G M G  3' 
OPE-20 5' GGACCClTAC  3' 

5' GGACTGGAGT 3' 

I 

i 

! 
I 

1 I 

---J 

O. gurrurosa. O. lienalis. O. gihsoni. and O. ocherzgi DNA were 
obtained  from  pooled  worms as described  previously  (Meredith 
et al.. 1989).  The O. uolvulrs DNA was  extracted from  pooled 
worms  as  described by Meredith e t  al. (1989). PCR reactions 

I were  performed in 25 fl of 10 mM Tris-HC1 (pH 9.01.50 mM  KCI. 
0.1 %'Triton X-100. 1.5 mM  MgCI2. 0.2 mM of each dNTf'. 20 
picomoles of decamer  primer(s) as given  in  Table 1 (Kit B. 
RAPDIM primer  kib.  Operon  Technologies Inc.). 25 ng  template 
DNA and 1 unit  Taq  polymerase  (Promega).  Amplification  was 
carried  out  in a tfiermocycler  (Techne PHC-3) programmed for 45 
cycles of 1 minute at 92". 1 minute   a t  36" and 2 minutes  at 
72 'C. Amplification produck  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): ran om  amplified 
polymorphic DNA (TWD): baasue pairs  (bp):  poly_merase  chain 
reaction (PRC): sodium  lauryl  sulfate (SDS): operon  primer kit B 
(OPB). 

Y 
Resulls 

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  sgcific  frag- 
ment was obtained for each Onchocerca DNAused. Fig. 1 
shows  the  amplifications with primer OPB-4 on DNA from 

4!~ Human, D. immitis. O. gutturosa. O. lienalis. O. Gibsoni. 
O. ochengi and  two of O. uoluufus isolates from  Cameroon 
and  Sierra-Leone.  Depending  on  the  primer  uscd. several 

Materials and  methods  bands  can  be  seen,  ranging  from 1.5 Kb to 150 bp. Some 
of the bands  are  common  between the different  species 

Nodules  contlining O. ~ O l u ~ h S  were  excised and Some arc  unique to 0 1 1 ~  species. preliminary invcs- 
and  either  conserved  directly  in  absolute  alcohol or collagenase- tigations were a]so carricd Ollt to dctcrmine whether thc 
digested  (Schultz-Key et al.. 1977)  and  the  worms  preserved in  MPD patterns tl,csc (opu-1 to opp,- 
absolute  alcohol.  The  nodules  were  from  savannah  areas 
(Touboro  and Poli. Cameroon).  degraded  forest  areas (Bafia and 20) could be useful in strain differentiation  within O. aol- 
Sa'a. Cameroon)  and  the  isolated  worms  from  forest  regions of 
West  Africa (Lunsar  and Njala. Sierra-Leone). Dirofilaria irnrnifir. 
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M I  2 3  ,qg,3 Comparison of pat- suitable for  identification of  the  parasites in the fly since 
terns  generated with  single polymorphic  pattern  of  the vector DNA will be superposed 
and mixed primers (O. vol- with those of the  uarasite.  makina  interpretation of resuits 
vulus from  Sierra-Leone). difficult. Howeve; it  shows  greatlpotenkd for the genera- 
Marker, $X-174 Hae 111 digest. tion of species specific probes  from  the  fragments 
Lane 1: aenomic DNA generated.  and  species  spccific PCRs could be developed 

~- 

~ M: Molecular Weight 

amplifie: with  primer OPE-7. from the  unique  fragments for direct identification of On- 
Lane 2: genomic DNA chocerca species in vectors. 
amplified with  primer GPB-7 
and GPB-8. 
Lane 3: genomic DNA 

The  primers used in this  study do not  show 
amp,ified with pr imer  clear  distinctions  between  the  difrerent isolates of O. CO[- 

#uufus tested%owever. considering  the  number of M P D  

DNA from different O. rroluufus worms (1 
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 O. uofuufus 
genomic DNA with two  primers (OPB-7 and 8) are 
pGented 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  ~evel  (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 oRen 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  wcre used. these  results  were highly 
reproducible. Clear  differences on a simple  agarose gcl 
can be observed. unlike the  conventional PCR assay de- 
scribed for O. uofuulus (Meredith et al.. 1991) that ncccs- 
sitate  Southcrn blot analysis  and  hybridization. One im- 
portant  problem i n  Onchocerciasis control  stratcgics  and 
surveillance is the identification of Onchocerca spccics 
infecting the Simulium vector. Thc IIAFD technique is not 
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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 bc useful  population markers. 
Further  investigation of large  number of isolates of O. 
uofuufus is needed to evaluate  the potential of IWPD 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 thc direct identification of 
Onchocerca infected  vector (by  hybridization or K R )  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 O. uofuulus) 
in order  to  plan  appropriate  onchocerciasis control strate- 
gies. The  results  obtained  on  the  correlation between 
classification of O. uoluulus by DNA probes  and epidemio- 
logic patterns of onchocercal  blindness  (Zimmcrman  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 K R  and 
the amplification products are resolved on  agarose gel. 
Consequently. for field application.  thcrc is no need for 
utilisation of radioactivity. Polymorphisms  generated by 
this  assay  are useful as genetic  markers when  strictly 
standardized  rcaction  conditions  are used (Hadrys et  al.. 
1992). which guarantee  reproducible amplification pro- 
ducts. 
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