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Les agents pathogènes du paludisme
sont des sporo zo a i res du ge n re

Plasmodium dont le cy cle biologique passe
par l’homme pour la phase asexuée et le
moustique du genre Anopheles pour la
phase sexuée. Près de 460 espèces d’ano-
phèles ont été identifiées dans le monde,
mais seulement une soixantaine sont des
ve c t e u rs du paludisme, et une trentaine seu-
lement assurent l’essentiel de la transmis-
sion de cette maladie. La plupart des
espèces vectrices se sont révélées être
autant de complexes d’espèces (1) dont les
d i ff é rents composants présentent des cara c-
téristiques chorologiques et écologiques
ainsi que des compétences ve c t o rielles par-
fois très différentes. Aussi, il est indispen-
s able de développer des outils fi ables et pra-
tiques pour pouvoir identifier avec précision
les membres des complexes et mettre en
œuvre une approche sélective des pro-
grammes de lutte antivectorielle.

L’ i d e n t i fi c ation morp h o l ogique des
adultes ou/et des stades préimaginaux est la
technique de base qui permet de faire un
premier tri. Les analyses isoenzymatiques
et cytotaxonomiques restent les méthodes
d ’ i d e n t i fi c ation de référence pour un gra n d
nombre de taxons au sein de complexes
d’espèces. Plus récemment, des tech n i q u e s
de biologie moléculaire sont entrées dans
l ’ a rsenal des taxonomistes. Elles présentent
l’avantage d’être d’utilisation facile et de
p o u voir s’appliquer à des fragments de l’in-
secte (patte de moustique) conservés à l’état
s e c. Ainsi un spécimen peut être analysé par
plusieurs techniques [tête-thorax pour un
test ELISA de détection de sporozoïtes,
abdomen pour identification du repas san-
guin, pattes pour les PCR (Polymerase
Chain Reaction)], même les spécimens de
collections peuvent être utilisés.

Il existe à présent un large éventail de
t e chniques moléculaires qui sont plus ou

moins bien adaptées aux besoins des ch e r-
ch e u rs (2, 3). La méthode présentée ici, ch o i-
sie pour l’identifi c ation des espèces jumelles
de deux complexes d’anophèles, A n o p h e l e s
m i n i mus et Anopheles diru s , a été élab o r é e
pour répondre aux attentes des entomolo-
gistes de terrain à la re ch e rche d’une tech-
nique simple, fi able et peu onére u s e.

Complexe minimus

Anopheles (Cellia) minimus occupe les
collines du Sud-Est asiatique où ses larve s
v ivent dans les eaux courantes et ombrag é e s
d epuis le Nord de l’Inde (Uttar Pradesh) jus-
qu’au Sud du Japon (Ile Ishiga k i , a rch i p e l

R y u Ky u ) , du Sud de la Chine (Provinces de
Yunnan et Guangxi, Ile de Hainan) au Nord
de la Malaisie, i n cluant le Bangladesh, l ’ E s t
du Népal, le Bhoutan, le Myanmar, la
Th a ï l a n d e, le Cambodge, le Laos et le Vi ê t -
nam (4-13) (Fig. 1a).

Dans toute son aire de répart i t i o n , il est
reconnu comme étant un excellent vecteur
du paludisme. Son comportement a été
décrit comme endophile et anthropophile
d’où la grande efficacité des traitements
i n t ra d o m i c i l i a i res de DDT qui ont entra î n é
sa raréfaction, voire sa disparition dans de
n o m b reux sites. To u t e fo i s , à partir de
1975 dans le Nord de la Thaïlande (14, 1 5 ) ,
puis au Viêt-nam (16) et au Myanmar (17),
une re c rudescence du vecteur et une modi-
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Figure 1a - Distribution d’Anopheles minimus s.l. avec mention de nos 7 sites de collectes : 1,
Kanchanaburi (Thaïlande) ; 2, Hoa Binh (Vietnam) ; 3, Hanoi (Vietnam) ; 4, Khanh Hoa (Vietnam) ;
5, Binh Thuan (Vietnam) ; 6, Rattanakiry (Cambodge) ; 7, Vientiane (Laos).
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fi c ation de son comportement ont été
o b s e rvées. En effe t , des populat i o n s
d’Anopheles minimus piquaient plus tôt
dans la nu i t , quittaient rapidement les lieux
où elles s’étaient nourries pour rechercher
des abris extérieurs, et le pourcentage de
spécimens se nourrissant sur animaux, h o rs
des habitations, a progressivement aug-
menté (15, 18, 19). 

Anopheles minimus ap p a rtient au
groupe Minimus qui réunit 8 espèces en
Asie et une en Afrique (20). Six de ces 8
e s p è c e s , Anopheles aconitus, Anopheles fi l i -
pinae, Anopheles flavirostris, Anopheles
m i n i mu s , Anopheles pampanai e t
Anopheles va ru n a , occupent le Sud-Est du
continent asiatique et peuvent se retrouver
en sympatrie. Ces espèces, dont les capa-
cités vectorielles sont très différentes, sont
difficiles à différencier au stade adulte car
les cara c t é ristiques morp h o l ogiques ne
sont pas fi xes (21); de ce fa i t , la distri bu t i o n
précise de chaque espèce n’est pas connu e.
De plus, les différences de comportement
o b s e rvées sugg é r è rent l’existence d’un
complexe au sein d’Anopheles minimus
( 2 2 ) , ce qui fut confi rmé par l’identifi c at i o n
d’au moins 2 espèces A et C en Thaïlande
(23), puis au Viêt-nam (13). L’espèce A,
endophile et anthropophile, correspond au
comportement d’Anopheles minimus clas-
siquement décrit avant les campagnes de
lutte antive c t o ri e l l e. L’espèce C est cinq fo i s
moins endophile, plus ex o p h age et zo o p h i l e
que l’espèce A (13). Les 2 espèces ont été
trouvées en sympatrie en Thaïlande et au
Viêt-nam, mais les études sur leur distri-

bu t i o n , leur écologie et leur rôle vecteur ne
font que débuter.

D ’ a u t res questions restent posées,
comme la description de deux formes A et
B provenant de deux provinces (Yunnan,
Guangxi) de Chine du Sud (10) et de l’île
d’Hainan (24) dont on ignore la corres-
pondance avec les espèces A n o p h e l e s
minimus A et C de Thaïlande et du Viêt-
nam. Il en est de même avec l’espèce
Anopheles minimus D de Thaïlande sugg é-
rée par Baimai (25) ou l’espèce E décrite
dans l’Archipel Ryukyu au Japon (26).

Du groupe Minimus, seuls Anopheles
aconitus et Anopheles minimus espèces A
et C sont des vecteurs du paludisme.
D’après les informations les plus récentes,
il semble qu’Anopheles minimus A présente
une capacité vectorielle supérieure à l’es-
pèce C en Thaïlande (27). Dans le centre du
Viêt-nam, où n’est présent qu’Anopheles
minimus A, des indices sporozoïtiques de
3,6%, très voisins de ceux que l’on avait
avant l’éradication, ont été observés, asso-
ciés à une forte anthropo-endophilie (28).
Bien que les larves d’Anopheles minimus
occupent généralement les ruisseaux des
régions collinaires, des populations ont
aussi été récoltées dans les eaux stag n a n t e s
de citernes à la péri p h é rie d’Hanoi, au Nord
du Viêt-nam (1, 16). Cette population qui,
dans ce contexte précis, n’a été associée à
aucune transmission de paludisme, a été
i d e n t i fiée par marq u e u rs isoenzymatiques et
m o l é c u l a i re s , comme ap p a rtenant à l’espèce
Anopheles  minimus A. Une éva l u ation pré-
cise de la compétence vectorielle de leur

distribution géographique et du niveau de
résistance aux insecticides des espèces A et
C s’impose.

To u t e fo i s , cette éva l u ation ne peut
être faite qu’avec des méthodes précises et
fi ables d’identifi c ation des espèces. La dif-
f é re n c i ation morp h o l ogique des adultes de
chaque espèce peut être utile, c ependant elle
ne permet pas la distinction des deux
espèces du complexe Anopheles minimus.
L’analyse isoenzymatique, basée sur les
produits des gènes Mdh et Odh, a long-
temps constitué la technique de référence
pour l’identifi c ation des espèces du gro u p e
Anopheles minimus (13, 29), mais cette
méthode présente l’inconvénient majeur de
ne s’appliquer que sur des spécimens
congelés. Différentes méthodes molécu-
laires, telles que RAPD-PCR (Random
A m p l i fied Po ly m o rphic DNA - Po ly m e ra s e
Chain Reaction) (30), ASA (amplification
allèle spécifique), SSCP (Single-Strand
C o n fo rm ation Po ly m o rphism) (31) et
RFLP-PCR (Restriction Fragment Length
Po ly m o rphism) (32) permettent d’identifi e r
jusqu’à 7 espèces, Anopheles minimus A et
C, Anopheles aconitus, Anopheles pampa -
nai, Anopheles varuna, Anopheles jeypo -
riensis et Anopheles culicifacies s.l. Mais
une méthode plus simple et plus ro buste est
nécessaire pour des études épidémiolo-
giques de terrain (32).

Complexe dirus

Anopheles (Cellia) dirus s.l. rep r é-
sente un complexe d’espèces dont cert a i n e s
sont des ve c t e u rs majeurs du paludisme en
Asie du Sud-Est, du fait de leur fo rte anthro-
pophilie (33). Leurs indices sporo zo ï t i q u e s
p e u vent at t e i n d re 13% selon le lieu et la sai-
son (34). Ce complexe est composé d’au
moins 7 espèces jumelles distri buées dans la
r é gi o nO ri e n t a l e( Fi g.1 b ) , telle qu’A n o p h e l e s
d i rus s.s. (A), les espèces B, C , D, et E, a i n s i
q u ’Anopheles nemophilous (F) et A n o p h e l e s
t a k a s agoensis (35). Ces 7 espèces aux cap a-
cités ve c t o rielles très diff é re n t e s , s o n t
essentiellement isomorp h i q u e s , c ’ e s t - à - d i re
i n d i ff é re n c i ables morp h o l ogi q u e m e n t , e t
c e rtaines d’entre elles peuvent être sympa-
t riques. Les stades immat u res vivent dans de
petites mares d’eau douce, o m b ragées et
t e m p o ra i res des sous-bois, mais aussi dans
des creux d’arbre, vo i re des puits (17).
L’espèce A possède la distri bution la plus
vaste (Fi g. 1b) puisqu’elle couvre la régi o n
du Méko n g, de la fro n t i è re Th a i - M ya n m a r
au Viêt-nam et au Sud de la Chine (Ile de
Hainan) (36). Les espèces B et A n o p h e l e s
n e m o p h i l o u s (F) sont circ o n s c rites à la
Péninsule Thai-Malaise (36). L’espèce C
occupe la partie orientale de la Péninsule
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Figure 1b - Répartition des 7 espèces du complexe Anopheles dirus (Espèces A, B, C, D, E, F et
Anopheles  takasagoensis, mentionnée par la lettre ou le nom correspondant). 
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Thaïlandaise jusqu’à la fro n t i è re Th a i -
M yanmar (Province Kanch a n abu ri) (36).
L’espèce D a également une aire de distri-
bution importante couvrant le Mya n m a r, l e
B a n g l a d e s h , le Nord-Est de l’Inde et éve n-
tuellement la Chine du Sud (Province de
Yunnan) où son identifi c ation n’a pas été
c o n fi rmée (12, 3 4 , 37-39). L’espèce E n’est
c o n nue que du Sud-Ouest de l’Inde (40) et
Anopheles takasagoensis que de Ta i wa n
( 4 1 ) .

La distri bution précise et le degré d’im-
p l i c ation de ces espèces dans la tra n s m i s s i o n
du paludisme sont encore mal connu s , q u e l l e
que soit la région d’Asie du Sud-Est consi-
d é r é e. Anopheles dirus A , C et D sont des
ve c t e u rs efficaces de Plasmodium fa l c i p a -
rum et Plasmodium vivax ( 1 2 , 3 4 , 42-48). La
c apacité ve c t o rielle des espèces B, E ,
Anopheles nemophilous et Anopheles taka -
s agoensis n’a pas encore été bien étudiée, o n
suspecte seulement qu’elle est fa i ble du fa i t

de leur tendance zo o p h i l e. 
Les espèces du complexe A n o p h e l e s

d i rus ont été essentiellement diff é re n c i é e s
sur la base de cara c t è res cy t o t a x o n o m i q u e s ,
et plus part i c u l i è rement sur les diff é re n c e s
o b s e rvées au niveau des ch ro m o s o m e s
p o lytènes et mitotiques (38, 4 0 , 4 9 - 5 2 ) .
Comme pour le complexe Anopheles mini -
mu s , d ’ a u t res tech n i q u e s , basées sur des
m a rq u e u rs isoenzymatiques (53) ou molé-
c u l a i res (54-59) ont également été déve-
loppées. Cep e n d a n t , à l’usage, ces méthodes
ont révélé des inconvénients majeurs qui
rendent difficiles leur ap p l i c ation généra l i-
sée (58), à cause de la nécessité d’acquisi-
tion de compétences techniques spéci-
fiques (cy t o t a x o n o m i e ) , ou de la congélat i o n
du mat é riel (isozymes), ou du mauvais re n-
dement de la tech n i q u e. De ce fa i t , il nous
a semblé indispensable de développer une
méthode moléculaire plus simple à utiliser,
plus efficace et moins coûteuse.

Principe du développement des
deux méthodes moléculaires

d’identification d’especes

Dans une pre m i è re phase, des ampli-
fi c ations au hasard de nombreux frag-
ments d’ADN génomique ont été réalisées
par PCR avec diff é rents oligo nu cl é o t i d e s
RAPD (10 bases). Les pro fils d’amplifi-
c ations obtenus pour chaque amorc e
RAPD ont été comparés entre les popu-
l ations d’un même complexe afin de dif-
f é rencier les espèces (60, 61). Sur un total
de 46 amorces RAPD testées dans ch a c u n
des deux complexe s , 9 (20 %) mettent en
évidence un poly m o rphisme entre
e s p è c e s , c ’ e s t - à - d i re qu’il y a des va ri a-
tions dans les pro fils de bandes amplifi é s
d’une population à l’autre. Pa rmi ces 9
o l i go nu cl é o t i d e s , 4 (9 %) permettent de
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Figure 2 - a). PCR multiplexe d’identification chez Anopheles minimus s.l., avec les espèces A (profils 2-4) et C (profils 5-7), hybrides AC (profils 8-10),
An. varuna (profils 11-13), An. pampanai (profils 14-16) et An. aconitus (profils 17-19). b) PCR multiplexe d’identification chez Anopheles dirus s.l., avec
les espèces A (profils 2-6), D (profils 7-12), C (profils 13-18), B (profils 19-20). Profils 1 et 22, marqueurs de poids moléculaires (100-bp ladder).
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d i s c riminer les espèces jumelles au sein de
chaque complexe grâce à des pro fils de
bandes spécifiques et rep ro d u c t i bl e s .
Pour chacun des 2 complexe s , les 4
a m o rces sélectionnées comme marq u e u rs
d’espèces sont, d’une part , A 1 , A 5 , F 2 , F 4
pour Anopheles minimus s.l. (60) et,
d ’ a u t re part , A 5 , F 6 , F 8 , P14 pour
Anopheles dirus s.l. (61). 

A partir de cette sélection de 4 mar-
q u e u rs RAPD, d é m a rre la deuxième phase.
En effe t , la technique RAPD-PCR présente
s o u vent un pro blème de rep roductibilité des
résultats qui peut être provoqué par tout
ch a n gement de manipulat i o n , m ê m e
m i n e u r, ( o ri gine des réactifs, t h e rm o cy cl e u r,
m a n i p u l at e u r, e t c. ) , ce qui peut entraîner des
variations dans les profils d’amplification,
rendant ainsi difficile son transfert dans
d ’ a u t res lab o rat o i res. Pour pallier cet
inconvénient, des couples d’amorces spé-
cifiques sont développées à partir du clo-
n age et séquençage des produits d’amplifi-
cation RAPD caractéristiques des espèces
jumelles. Ces couples d’amorces perm e t t e n t
l’amplification par PCR d’un seul locus
s p é c i fi q u e. Le fragment d’ADN géno-
mique généré de cette façon est appelé
SCAR (« Sequence Chara c t e ri ze d
Amplified Region»).

Pour le groupe Anopheles minimu s , l e
m a rqueur RAPD-F2 est celui qui nous a
p e rmis de développer 8 couples d’amorc e s
p e rmettant la discri m i n ation des 5 espèces
étudiées (60). Ces couples d’amorc e s
( F 2 p / F 2 q , A c o 3 / A c o 4 , Pa m 3 / Pa m 4 ,
Va r 3 / Var4) se combinent 2 à 2 pour
a m p l i fier re s p e c t ivement des frag m e n t s
situés à 252 pb pour Anopheles aconitus,
à 348 pb pour l’espèce Anopheles minimu s
A et 420 pb pour C, à 540 pb pour
Anopheles pampanai et à 647 pb pour
Anopheles va runa ( Fi g. 2a). Pour les
hy b rides Anopheles minimus AC du Nord -
Viêt-nam (Province de Hoa Binh), p r é a l a-
blement identifiés par analyse isoenzy-
m atique (13) et PCR-RFLP (32),
l ’ a m p l i fi c ation met en évidence un frag-
ment à 616 pb, au lieu des deux frag m e n t s
s p é c i fiques des espèces A et C comme
attendu (60). La spécificité de ces amorc e s
a été confi rmée en les testant sur d’autre s
espèces du sous-ge n re C e l l i a, telles que
Anopheles diru s , Anopheles funestus,
Anopheles jey p o ri e n s i s , Anopheles macu -
l at u s , Anopheles subpictus et A n o p h e l e s
sundaicus ( 6 0 ) , avec lesquelles aucune
a m p l i fi c ation a été obtenu e.

Dans le cas du complexe Anopheles
dirus, le marqueur RAPD-F8 a permis le
développement de 6 amorces (ET1, ET2,
ES1, ES2, APS1, APS2) qui, en se combi-
nant 2 à 2, amplifient 2 fragments à 471 et
888 pb pour l’espèce A , un seul fragment à

220 pb caractéristique de l’espèce B et un
seul à 888 pb pour l’espèce C (part agé ave c
l’espèce A ) , et 2 fragments à 555 et 929 pb
spécifiques de l’espèce D (Fig. 2b) (61).
Pour tester la spécificité de ces amorces,
nous les avons utilisées sur 7 espèces d’ano-
phèles du sous-genre Cellia, telles que
Anopheles minimus espèces A et C,
Anopheles aconitus, Anopheles pampanai,
Anopheles varuna, Anopheles subpictus et
Anopheles sundaicus. Les PCR ont pro d u i t
soit aucune amplification, soit des bandes
de faible intensité et de tailles différentes
des fragments définis ci-dessus. 

Ces couples d’amorces pro p res à
chaque complexe peuvent être utilisés soit
i n d iv i d u e l l e m e n t , soit groupés en une PCR
mu l t i p l exe (Fi g. 2a, b). La combinaison des
amorces dans une PCR multiplexe produit
les mêmes pro fils d’amplifi c ation que
ceux obtenus à partir des PCR n’utilisant
qu’une seule paire d’amorces. Les deux
PCR mu l t i p l exes ont été testées et va l i d é e s
sur un échantillon de 956 spécimens pour
le complexe Anopheles minimus et 498 spé-
cimens pour le complexe Anopheles dirus
(60, 61).

Sympatrie dans les sites d’étude
du Viêt-nam, Laos et Cambodge

Grâce aux PCR mu l t i p l exe s , n o u s
avons pu confi rmer la présence des deux
espèces Anopheles minimus A et C à
l’Ouest de la Thaïlande (site n° 1,
P rovince de Kanch a n abu ri) et au Nord -
Viêt-nam (site n° 2, P rovince de Hoa
Binh) ave c, dans ce dernier site la pré-
sence d’hy b rides AC et d’Anopheles aco -
nitus ( Fi g. 1a). Aucun spécimen
d ’Anopheles minimus C , ni d’hy b ride AC
n’a été identifié dans nos autres sites
d’étude du Centre et Sud Viêt-nam (sites
n° 4 et 5, P rovinces de Khanh Hoa et Binh
Th u a n ) , du Cambodge (site n° 6, P rov i n c e
de Rat t a n a k i ry) et du Laos (sites n° 7,
P rovince de Vientiane). Seule l’espèce
Anopheles dirus A a été identifiée au
c e n t re du Vi ê t - n a m , au Cambodge et au
Laos (sites n° 4-7). Au centre du Vi ê t - n a m
(sites n° 4 et 5), nous avons montré
q u ’Anopheles dirus A vit en sympat ri e
avec 4 espèces du groupe Anopheles mini -
mu s , qui sont Anopheles minimus A ,
Anopheles aconitus, Anopheles pampanai
et Anopheles va runa. Au Cambodge (site
n° 6), Anopheles dirus A , Anopheles mini -
mus A , Anopheles aconitus et A n o p h e l e s
pampanai sont sympat ri q u e s ; et au Laos
(site n° 7), Anopheles dirus A , A n o p h e l e s
m i n i mus A et Anopheles aconitus se tro u-
vent également en sympat rie (60).

Discussion

L’ i d e n t i fi c ation précise des anophèles
reste un pro blème essentiel à résoudre
pour une meilleure compréhension de leur
rôle potentiel dans la transmission du palu-
d i s m e, ainsi que pour l’amélioration de
l ’ e fficacité des strat é gies de lutte antive c-
t o ri e l l e. Des techniques essentiellement
basées sur les diff é rences morp h o l o-
gi q u e s , b i o ch i m i q u e s , cy t o t a x o n o m i q u e s ,
m o l é c u l a i res ont été développées pour
s é p a rer les espèces jumelles au sein des
c o m p l exes. Les analyses isoenzymat i q u e s
et cytotaxonomiques sont encore consi-
dérées comme les méthodes de référe n c e
pour l’identifi c ation de nombre u s e s
espèces jumelles. To u t e fo i s , la pre m i è re
nécessite des spécimens congelés pour
c o n s e rver intactes les pro t é i n e s , ce qui
demande l’utilisation de carboglace ou
d ’ a zote liquide, pas toujours disponibl e s
en conditions de terrain ; et la deuxième
repose sur une technicité pointue dont l’ac-
quisition n’est pas aisée. A i n s i , les tech-
niques moléculaires présentent le doubl e
ava n t age de pouvoir se réaliser sur des spé-
cimens conservés à sec et, comme peu de
m at é riel est nécessaire, telle qu’une pat t e
de moustique, les individus peuvent éga-
lement être examinés pour la re ch e rche des
p a rasites (ELISA, PCR pour l’identifi c a-
tion ou pour la détection de mu t ations re s-
p o n s able de la résistance aux antipalu-
d é e n s ) , d é t e rm i n ation de la pari t é ,
i d e n t i fi c ation des repas sanguins, d é t e c t i o n
de gènes liés à la résistance aux insecti-
cides). Cep e n d a n t , c e rtaines méthodes
m o l é c u l a i res peuvent être longues, ch è re s
ou présentent un manque de rep ro d u c t i b i-
l i t é , et de ce fa i t , elles ne sont pas toujours
t ra n s f é rables dans tous les lab o rat o i res ou
ap p l i c ables à l’identifi c ation de large s
é chantillons. A titre d’exe m p l e, la PCR-
SSCP (single-strand confo rm ation poly-
m o rphism) permet l’identifi c ation de 4
espèces du groupe Anopheles minimu s
( 3 1 ) , c ep e n d a n t , cette réaction nécessite 16
à 20 h et l’électrophorèse en gel d’acry l a-
mide est onéreuse et difficile à réaliser. La
PCR-RFLP possède l’ava n t age d’identifi e r
5 espèces du groupe Anopheles minimu s ,
ainsi qu’Anopheles jey p o riensis (32) et
Anopheles culicifacies s . l . , mais cette
t e chnique nécessite une étape de dige s t i o n
du produit PCR par une enzyme de re s-
t riction (BsiZI) avant la phase fi n a l e
d ’ é l e c t ro p h o r è s e. La PCR-RAPD est une
t e chnique rap i d e, facile et peu onére u s e ;
c ep e n d a n t , elle est très sensible aux ch a n-
ge m e n t s , spécialement les va ri ations de
c o n c e n t ration d’ADN ou de type de Ta q
p o ly m e ra s e, ce qui peut entraîner un
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manque de rep roductibilité des pro fi l s
d ’ a m p l i fi c ation (2). 

En fonction du niveau de connaissance
entomologique du lieu étudié, soit tous les
couples d’amorces doivent être associés en
une PCR mu l t i p l exe, dans le cas où aucune
étude préalable n’a été effe c t u é e, ou lors q u e
toutes les espèces sont en sympatrie ; soit
on n’associe que les couples d’amorces
n é c e s s a i res pour identifier les espèces sus-
pectées. Cette méthode est simple, ro bu s t e,
peu coûteuse et réalisable dans tous les
laboratoires possédant un équipement de
biologie moléculaire élémentaire. 

L’ u t i l i s ation de la méthode décri t e
c o n t ri bue à l’estimation précise de la dis-
t ri bution des espèces des deux complexe s
m i n i mus et d i rus. La vaste distri bution géo-
graphique d’Anopheles minimus A et
Anopheles dirus A en Asie du Sud-Est a été
c o n fi rmée (60, 61). Les techniques PCR et
i s o e n z y m atiques appliquées aux popula-
tions d’Anopheles minimus inféodées aux
eaux stagnantes des citernes de la banlieue
d’Hanoi n’ont pas permis de distinguer
celles-ci des autres populat i o n s
d ’Anopheles minimus A du Vi ê t - n a m ,
C a m b o d ge, Laos et Th a ï l a n d e, et ce mal-
gré une écologie larva i re et un comport e-
ment des adultes fo rt diff é rents (zo o p h i l e ) .
Par comparaison avec les autres popula-
tions d’Anopheles minimus A , les fa i bl e s
va ri ations notées sur les pro fils RAPD ne
s u ffisent pas à justifier l’existence d’un
taxon part i c u l i e r. L’espèce Anopheles mini -
mus C n’a été identifiée que dans le Nord
Viêt-nam (Province de Hoa Binh), l e
N o rd-Ouest et le Nord de la Th a ï l a n d e
( P rovinces de Kanch a n abu ri et Chieng
Mai) (31). Dans les régions collinaires du
N o rd Vi ê t - n a m , la pro p o rtion des espèces
Anopheles minimus A et C va rie de fa ç o n
i m p o rtante d’un village à l’autre au sein
d’un même district (13). Notre méthode
d ’ i d e n t i fi c ation dev rait perm e t t re d’estimer
plus précisément la répartition de l’espèce
C qui doit occuper une aire plus large que
celle actuellement connue !
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Résumé •

La lutte effective contre les vecteurs du paludisme doit être basée sur
l ’ i d e n t i fi c ation précise des espèces, en particulier au sein de complexes dont
les membres ne peuvent se diff é rencier morp h o l ogiquement. Deux méthodes
moléculaires, de type PCR, ont été développées pour identifier d’une part,
les deux espèces du complexe Anopheles minimus et 5 espèces du groupe
Minimus et d’autre part, quatre espèces du complexe Anopheles dirus.
L’ a s s o c i ation de couple d’oligo nu cléotides sous la fo rme de PCR mu l t i p l exe
a permis le développement de deux PCR simples, robustes et adaptées à
chacun des deux complexes d’espèces qui comprennent les ve c t e u rs majeurs
du paludisme en Asie du Sud-Est. Ces méthodes d’identification, élaborées
pour répondre aux attentes des entomologistes de terrain à la recherche de
technique fiable et peu onéreuse, faciliteront l’estimation de la distribution
g é ographique de chaque vecteur afin de mieux cibler les opérations de lutte
antivectorielle.

Mots-clés •

Ve c t e u rs du paludisme - Complexes d’espèces - Identifi c ation moléculaire -
PCR multiplexe - Asie du Sud-Est.

Abstract •

MOLECULAR IDENTIFICATION OF SIBLING ANOPHELES SPECIES :
EXAMPLE OF THE ANOPHELES MINIMUS AND A N O P H E L E S
D I RUS COMPLEXES, MAJOR MALARIA V E C TORS IN SOUTHEAST
ASIA

E ffe c t ive control of malaria ve c t o rs re q u i res precise identifi c ation of species.
This is especially important within complexes of species that cannot be
distinguished based on morphological features. Two methods based on
polymerase chain reaction (PCR) analysis have been developed to identify
2 species in the Anopheles minimus complex and 5 species of the Minimus
group as well as 4 species of the Anopheles dirus complex. Association of
o l i go nu cleotide couples in the fo rm of mu l t i p l ex PCR has allowe d
d evelopment of two simple, re l i able PCR techniques adapted to each one of
these species complexes that comprise the major vectors of malaria in
Southeast Asia. Specifically designed to meet the needs of entomologist
working in the field for reliable, cost-effective tests, these techniques will
facilitate assessment of the geographical distribution of each vector. These
data will help to better target vector control measures.
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