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Translated from English version into Chinese by Shan Lv

Variations génétiques d’ Angiostrongylus cantonensis en République populaire de Chine

Shan Lv, Yi Zhang, Peter Steinmann, Jiirg Utzinger, Xiao-Nong Zhou

Résumé

Contexte: La République populaire de Chine (RPC) est probablement le territoire d’origine du nématode
Angiostrongylus cantonensis, parasite du rat et agent majeur de méningites a éosinophiles chez I’homme. Nous
présentons ici une étude des variations génétiques d’A4. cantonensis en République populaire de Chine. Notre but
est d’approfondir les connaissances actuelles concernant son origine et sa propagation mondiale, a 1’aide des
méthodes moléculaires.

Méthodes: Des spécimens adultes d’A. cantonensis ont été recueillis au cours d’une campagne de collecte
nationale et identifiés, pour commencer, sur la base de critéres morphologiques. La réaction en chaine a la
polymeérase (RCP) a été employée pour amplifier les séquences d’ADN cibles (cox1, nadl et ITS). Le produit de
RCP de cox1 a été séquencé directement, celui de nadl et ITS apres clonage. L’identité des échantillons a été
vérifiée en comparant les séquences a celles de spécimens d’A. cantonensis reconnus. La composition spécifique
des substitutions de chaque geéne a été analysée et les génotypes ont été comparés sur la base des genes coxl1,
nadl et ITS complets.

Résultats: Nous avons caractérisé¢ entierement les génes mitochondriauxcox1 et nad de 130 spécimens et
obtenu 357 séquences contenant deux espaceurs transcrits internes complets (ITS1 et ITS2) et I’ARNr 5,8S des
mémes échantillons. L’identification de tous les spécimens comme A. cantonensis a été confirmée par la
génétique Deux grands groupes (I et IT) ont été identifiés, selon la phylogénie des séquences cox1. Le groupe I a
été subdivisé en six clades distincts. Prés de la moitié des échantillons (47,7 %) appartiennent au clade Ia et
22,3 % au groupe II. Le premier clade était largement distribué¢ dans toute la région de 1’étude. Un nombre

variable d’unités répétées a été observé dans les trois microsatellites, avec pour résultat une variation



considérable de la longueur d’ITS. Une variabilité intragénomique des séquences ITS a été observée dans une
grande proportion des échantillons. Des différences frappantes de génotype ont été découvertes entre I’ADN
mitochondrial et ITS.

Conclusions: Nos résultats démontrent qu’A4. cantonensis est la seule espéce du genre parasite du rat présente en
RPC et que sa diversité génétique est considérable. Les résultats de diversité et de génotypage d’A. cantonensis
peuvent dépendre de la stratégie de séquencage et du biomarqueur. Bien que la séquence ITS soit un marqueur
précieux pour la discrimination interspécifique, elle ne convient pas pour étudier les variations intraspécifiques
d’A. cantonensis, en raison de sa forte variabilité intragénomique et des difficultés actuelles du séquengage

direct.
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Pedepar

Cnpasounasi uHopmanus: Kuraiickas Haponnas Peciyonuka (KHP) npeanonoxurenbHO cYUTaeTCsl 09arom
pacpocTpaHeHUs] KPBICHHOTO JIErOYHOTO uepBaAdngiostrongylus cantonensis, OCHOBHOTO 3THOJOTHYECKOTO
areHTa, SBIAIONIETOCS BO30yAMTENeM 303MHOMMIBHOTO MEHHMHTHTAa. lIpeiMeToM TaHHOTO WCCIEIOBAHUS
SIBIISICTCA M3YyUeHHe TeHeTHYeCKOH BapHaluu a. cantonensis B Kutae. Llens paOoTsl 3akmiogaercs B yIIyOJIeHUN
y’Ke CYIIECTBYIOIIHUX 3HAHUN OTHOCHUTENIFHO KaK MPOUCXOKICHNUS KPBICHHOTO JIETOYHOTO YepBs, TaK U U3yUCHHE
€r0 TIOBCEMECTHOTO PaclpOCTPAHEHHUS C MOJICKYIISIPHON TOYKH 3pEHUSL.

Metoabr: OO6pasnbl B3pOCIOTO 1€204HO20 4Yepss OBUIM TIOMYYEHBl B XOJI€ HAIMOHAIBHOTO O0CIeNoBaHMS,
nAeHTH(UKALMS TPOU3BEAEHa IIaBHBIM 00pa3oM 1o MopdosiorndeckuM npuzHakaM. C nenbpro amrutudanim
nocienoBarenbHocteil JJHK-mumenn (cox1, nadl n ITS) Obina 3anelicTBoBaHa MojMMepasHast HEMHAs PeaKIHs
(TILIP). B To Bpems kak npoaykt [IL[P ¢ cox1 Obu1 HanpsiMylo 3aeHCTBOBAaH B ITOCIICIOBATEIBHOCTH, B Cllydyae
cnadl n ITS ObulO WCTIONB30BaHO IOCIENOBaTeNbHOE KIOHHpOBaHKE. VH(opmanus o NpenocTaBUBIINX
oOpa3mpl OblTa TPOBEpPEHa ITyTeM CpPABHEHHS MOCIENOBATENFHOCTEH NPHHATHIX K aHaIM3y o0pa3noB A.
cantonensis. Hapsy ¢ aHaam30M KOHKPETHOTO COCTaBa 3aMEUICHWH MO KaXJAOMY T'eHy OBUIO HPOW3BENCHO
COITOCTaBJICHWE TEHOTHUIIOB Ha OCHOBE IMOJTHOIO KOMILIEKTa TeHOMOB cox1, nadl n ITS.

Pesyabrarsl: B xone ananmsa 130 00pa3moB Obuta Mpou3BeIeHa XapaKTePHU3aIlisl MOTHBIX MUTOXOHAPHATBHBIX
reHoMOB cox1 W nadl, a Taxke momydeHsl 357 sSAEpHBIX MOCIENOBATEIHHOCTEH, COMEPIKAIIMX JBA TIOTHBIX
BHyTpeHHHX crericepa JHK (ITS1 m ITS2) m 5.8S pPHK c Tex xe oOpasmos. IlpuHamimexHOCTh K a.
cantonensisOblla TEHETHYECKH MOATBEpXKIEHAa 10 BceM obOpasuam. B coorBercTBum  ¢uiorenuen

nocienoBarenbHoOCTel cox1 ObUTH BhIsIBIEHBI J1Be ocHOBHBIE Tpymsl (I u II). B nanmpuelimem rpynma I moxer



OBbITH pa3duTa Ha IIECTh OTACNBHBIX Kiaja. [loutn monmoBuHa oOpasuoB (47,7%) npuHamiexur kinane la, Toraa
Kak 22,3% otHocstes k rpynme II. B mepBom ciyuae pacnpesaeneHue ObUIO HPOU3BENEHO 0 BCEMY PETHOHY,
MOJBEPIIIEMYCS UCCIEI0BAHUIO. BBIIIO 0TMEUEHO MPHUCYTCTBUE MEPEMEHHOTO YHCIIa MOBTOPHBIX €IHHUL] B TPEX
MHUKPOCITyTHHKAX, YTO MPHUBEIO K YUIMHHEHHIO0 mM3MeHuuBocTH ITS. B 3HaunTensHOHW mpomopuuu oOpasioB
Obuta oOHapyXeHa BHYTPETCHOMHAs HM3MEHYHMBOCTh mocienoBarenpHOocTer ITS. [lopasurensHoe pazmmune
TEeHOTHIIMPOBAHUS IPOU30ILIO0 Mexkay mutoxoHapuansaoi JTHK u ITS.

BoiBoabl: PesynbTaTbl HCCIEOBaHHS YKAa3bIBaIOT Ha TO, 4T0 A. cantonensis sBISETCA €IUHCTBEHHBIM
KpPBICHHBIM JIETOYHBIM YepBeM Ha Teppuropuu Kwuraiickor Hapommodt PecmyOmuku, ZEMOHCTPHPYIOIINM
BBICOKUH YpOBEHb TEHETWYECKHH M3MEHYMBOCTHU. Pe3ynbraTbl H3MEHYHMBOCTH M TI'CHOTHIUPOBaHHUA A.
cantonensis MOTYT OBITh TOJABEPKEHBI BIMSHHIO KaK CTpPAaTerdd CEKBEHCHPOBAHWUS, TaK M OHWOMapKepam.
Hecmorpst Ha TO, uto ITS cmocoOeH oka3aThbCs ICHHBIM MapKepOM BHYTPEHHEIO CIEIH(PUUSCKOro
OIIpEACIICHNA, yKa3aHHLIﬁ TMOoKas3arcjib HE MOAXOAUT JIsI H3YUCHUA HHTpaCHeHH(i)I/I‘IeCKOﬁ W3MEHYHMBOCTHA.
cantonensis BCIEICTBHE €ro BBHICOKONH HHTPAareHHON M3MEHYMBOCTH, a TaKXKe CYIIECTBYIOIIMX TPyIHOCTEH ¢

MIPSIMBIM CEKBEHCHPOBAaHUEM.
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La variacién genética de Angiostrongylus cantonensis en la Republica Popular China.

Shan Lv, Yi Zhang, Peter Steinmann, Jiirg Utzinger, Xiao-Nong Zhou

Resumen

Antecedentes: la Republica Popular China (China) es el presunto area de accion de Angiostrongylus
cantonensis, un importante agente causal de la meningitis eosinofilica humana. Presentamos un estudio de la
variacion genética de 4. cantonensis en China. Nuestro objetivo es profundizar en los conocimientos actuales
sobre su origen y propagacion mundial desde una perspectiva molecular.

Método: Se recopilaron especimenes adultos de 4. cantomnesisen un estudio nacional y se identificaron
principalmente por sus caracteristicas morfologicas. Se empled la reaccion en cadena a la polimerasa (RCP)
para aumentar las secuencias meta de ADN (cox1, nadl e ITS). El resultado de la RCP de cox1 se sometid
directamente a secuenciacion, si bien la secuencia de clonado fue empleada para nadl e ITS. La identidad de las
muestras se verifico mediante la comparacion de las secuencias con las de los especimenes de A. cantonensis
aceptados. Se analiz6 la composicidn especifica de las sustituciones en cada gen, y se compararon los genotipos
en funcion de los genes completos de cox1, nadl e ITS.

Resultados: Hemos caracterizado los genes mitocondriales completos cox1 y nadl de 130 especimenes y
obtuvimos 357 secuencias nucleares que contenian dos espacios intergénicos completos (ITS1 e ITS2) y 5.8S

ARN de las mismas muestras. Se confirm6 genéticamente que todos los especimenes eran A. cantonensis. Se



identificaron dos grandes grupos (I y II) seglin la filogenia de las secuencias de coxl. El grupo I podria
subcategorizarse en seis distintos subtipos. Casi la mitad de las muestras (47,7%) pertenecen al subtipo la y un
22.3% al subtipo II. Este ultimo subtipo se distribuyd ampliamente en el area de estudio. Se observo un numero
variable de unidades de repeticion en tres microsatélites, lo que derivo en una variacion de longitud considerable
en ITS. Se encontrd una variacion intragendmica de las secuencias de ITS en gran parte de las muestras. Hubo
una sorprendente diferencia de genotipado entre el ADN mitocondrico e ITS.

Conclusiones: Nuestros resultados indican que A. cantonesis es la unica especie de estrongilidos de China y
muestra una alta diversidad genética. Los resultados de la diversidad y el genotipado de A. cantonensis pueden
depender de la estrategia de biomarcado y secuenciacion. Aunque ITS puede ser un valioso marcador para la
identificacion interespecifica, no es adecuado para el estudio de la variacion intraespecifica de 4. cantonensis

debido a su alta variacion intragendmica y a los desafios actuales de la secuenciacion directa.
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