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GLOSSAIRE

Antigéne: macromolécule (peptide, protéine, polysaccharide, glyco-lipide) du soi ou du non-
soi, qui est reconnue comme étrangere a l'organisme et qui déclenche une réponse
immunitaire visant a 1’éliminer.

Coprophage : comportement alimentaire observé chez de nombreux animaux et qui consiste

a se nourrir d'excréments.

Cysticercose : pathologie due a une infestation par des larves de T. solium (cysticerques), qui
se développe dans différents organes (muscles, ceil, cerveau, cceur, ...) aprés ingestion des

ceufs du parasite présents dans les selles humaines.
Céphalée : douleur locale ressentie au niveau de la boite cranienne ou parfois de la nuque.

Epilepsie : affection neurologique du systéme nerveux central. L’épilepsie correspond a la
survenue de crises convulsives répétées. Ces crises traduisent un déréglement soudain et
transitoire de 1’activité électrique du cerveau, qui devient trop importante. Elles apparaissent
sans cause identifiée, ou sont liées a une lésion cérébrale acquise suite a un traumatisme ou

une infection.

Hote intermédiaire : se dit d’un étre vivant (vertébré ou invertébré) dans I'organisme duquel

un parasite se développe a I'état larvaire ou dans une phase d'immaturité sexuelle.

Héte définitif : se dit d’un étre vivant (vertébré ou invertébré) dans 1'organisme duquel vit un

parasite effectue sa reproduction sexuée et atteint I'état adulte, mature sexuellement.

Neurocysticercose : infection du systeme nerveux central par des cysticerques de Taenia

solium.
Parasitose : englobe toutes les maladies causées par un parasite (maladies parasitaires).

Spécificité : ou sélectivité d'un test, mesure sa capacité a donner un résultat positif lorsqu'une

hypothése est vérifiée.
Sensibilité : mesure la capacité d'un test a donner un résultat négatif lorsque I'nypothése n'est
pas vérifiée.

Téniase : parasitose intestinale causée par le ver solitaire Taenia solium dans sa forme adulte.



Zoonose : maladie et infection dont les agents se transmettent naturellement des animaux
vertébrés a I'nomme, et vice-versa. Le terme a été créé au XI1X° siecle, a partir du grec zoon, «

animal » et nosos, « maladie », par Rudolf Virchow.
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INTRODUCTION

La cysticercose est une infection parasitaire liee a la présences chez I’homme ou le
porc, de la forme larvaire de Taenia solium (plathelminthe ou ver solitaire) appelée
Cysticercus cellulosae (Michel et al., 1990). C’est une zoonose liée au manque
d’hygiéne, au péril fécal et a 1’élevage des porcs en divagation. Elle se contracte lors
de I’ingestion d’ceufs de T. solium contaminant les aliments et 1’eau, ou par auto-
infestation par les mains sales (Andriatsimahavandy et al., 2003). Chez ’homme,
I’expression clinique de cette maladie dépend du nombre et du stade de
développement des cysticerques ainsi que de la localisation des parasites (Bronstein
et al., 2005 ; Patel, 2006). A Madagascar, une étude menée par les équipes de
I’Institut Pasteur de Madagascar (IPM) en 2003, a montré une prévalence nationale
de la cysticercose humaine active de I’ordre de 10%, indiquant une forte endémicité
et placant ainsi Madagascar parmi les pays les plus touchés dans le monde
(Andriatsimahavandy et al., 2003). Elle est responsable d’environ 25% des cas
d'épilepsie dans la Grande file et colte 360 millions € / an pour le secteur de la santé
publigue (Rakotondrazaka et al., 2003). Pour le porc, elle est la cause majeure de
perte de revenus pour les éleveurs car elle fait baisser de 20% a 50% le prix de la
viande infestée (Rasamoelina-Andriamanivo et al., 2013; Praet et al., 2010). De
surcroit, la cysticercose porcine est la premiere cause de saisie de viande (qui peut
atteindre environ 17% des porcs infectés) dans les petites tueries villageoises et
constitue un facteur de propagation de la cysticercose humaine. Les données récentes
obtenues a Madagascar estiment a environ 21% la prévalence de la cysticercose

porcine (Porphyre et al., 2015).

La cysticercose constitue une priorité de santé publique a Madagascar, du fait de sa
forte prévalence, du colt de sa prise en charge et de son impact économique et en
terme de sécurité alimentaire sur 1’élevage porcin.. Chez le porc, les cysticerques
peuvent étre diagnostiqués sur 1’animal vivant par palpation de la langue (Gonzalez,
1990). Cependant, cette technique trés spécifique mais peu sensible, ne permet
qu’une détection des animaux massivement infectés et son efficacit¢ dépend de

I’expérience de I’explorateur (Phiri et al., 2006).

A Theure actuelle, ’ELISA (ou Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) et le
Western Blot (ou EITB : Electro Immuno Transfert Blot) restent les principales

techniques sérologiques pour le diagnostic de la cysticercose humaine.
1



Ces techniques sérologiques actuellement disponibles et classiquement utilisées pour
le diagnostic de la cysticercose (ELISA, EITB) nécessitent qu’elles soient réalisées
en laboratoire car elles requierent du personnel compétent ainsi que des equipements,
des réactifs et des consommables spécifiques. Ceci constitue un frein pour : (1) le
déploiement d’un test de diagnostic performant et utilisable directement par le
personnel des centres de soin en zones rurales ou par les services vétérinaires en
abattoirs/élevages et (2) la mise en place de stratégie efficace de lutte contre cette
pathologie. Par consequent, le développement de test de diagnostic de la cysticercose
de type «Point-Of-Care », utilisable dans ces zones rurales ou le risque de
contamination est le plus élevé serait d’un apport précieux pour renforcer le
diagnostic et la prise en charge de la cysticercose humaine et porcine et contribuerait

valablement a I’interruption de la transmission porc-homme.

Les génes codant les 7 glycoprotéines antigéniques (GP50, GP42-39, GP24, GP21,
GP18, GP14, GP13) spécifiquement associés a la cysticercose humaine et Porcine
ont été caractérisées et séquencés. Ce qui offre la possibilité de les synthétiser sous
forme de protéines recombinantes afin de pallier au probléme de disponibilité des
cysticerques frais extraits de porcs infectés (Hancock et al., 2003 et 2004; Greene et
al., 2000).

Ce travail a pour objectif de développer un test sérologique pour le diagnostic de
la cysticercose porcine. L’étude est divisée en quatre grandes parties, la premiére
partie est consacrée aux généralités sur la cysticercose, la deuxiéeme décrit la
méthodologie, la troisieme rapporte les résultats ainsi que les interprétations. La
derniere partie est constituée par la discussion suivie de la conclusion et des

perspectives.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. GENERALITES SUR LA CYSTICERCOSE
A. Le parasite : Tenia solium
1. Classification
Embranchement : PLATHELMINTHES

Classe : CESTODES
Sous-classe : EUCESTODES
Ordre : CYCLOPHYLLIDAE
Famille : TAENIDAE

Les TAENIDAE sont caractérisées par des parasites dont les crochets ont trois
éléments constitutifs : le manche, la lame et la garde (Rajaoarifetra, 2003).
Actuellement, sur les 42 espéces recensees au sein du genre Taenia, 3 espéces

(T. solium, T. saginata et T. asiatica) sont connus comme ayant pour héte définitif
I’Homme (Nakao et al., 2010).

2. Stade de développement
Dans son cycle biologique et au cours de son développement, Taenia solium passe
par 3 formes distinctes : le ver adulte, les ceufs et la forme larvaire appelée

cysticerque (figurel A, B, C).

a. Etat adulte
Taenia solium, encore appelé Taenia curbitanapallas, est un parasite strictement
humain se développant dans I’intestin gréle. C’est un ver plat dont le corps segmenté
se divise en trois grandes parties : scolex, cou, et strobile (corps). Le scolex ou téte
agit comme un dispositif de fixation avec quatre ventouses arrondies, un rostre court
muni d’une double couronne de crochets utilisés pour se joindre a I’intestin de I’hdte.
Ainsi, par la présence de ces crochets, on lui donne le nom « ténia armé ». A la suite
du scolex, on trouve le cou qui est une région fine, courte et non segmentée entre la
téte et le strobile. Ce dernier occupe la majeure partie des systémes du ténia, il se
compose de plusieurs segments appelés « proglottis ». Chaque segment renferme un
appareil reproducteur hermaphrodite dont la maturation se fait progressivement le
long du strobile, d’avant en arriére (Baer, Universalis). Comme tous les autres

Cestodes, T. solium ne dispose pas d’un systéme digestif mais il utilise ses teguments



pour absorber les nutriments a partir de I’hdte qu’il infecte. C’est un ver solitaire
pouvant atteindre une longueur comprise entre 2 a 7m (Peters et Gilles, 1982) et dont
la durée de vie pourrait dépasser 10 ans pour I’adulte (Université médicale virtuelle

Francophone).

b. Eufs

A maturité, les proglottis contenant des milliers d’ceufs entierement infectieux, sont
émis passivement dans le milieu extérieur avec les selles humaines. Dans la nature,
ces ceufs sont trouvés sous formes isolées ou en chaines plus ou moins longues.
L’ceuf est constitué d’une membrane vitelline, fragile, épaisse et translucide
renfermant des granules réfringents délimitant 1’ceuf proprement dit. Une membrane
interne brun sombre, radiée, résistante délimitant un embryophore de forme ovalaire
mesurant 40 a 50um sur 30pm. L’embryon présente a sa surface six petits crochets
lui donnant le nom d’embryon “hexacanthe”. Avant 1’¢lucidation de la relation
existant entre les ténias et leurs cysticerques, on a considéré les larves de ce parasite
comme des especes a part entiére. Ainsi, la larve a été denommée Cysticercus
cellulosae (Acha et al., 2005). Les différents stades du parasite sont présentés par la
figure ci-dessous.

Figure 1 : Parasite Taenia solium : Ver adulte (A), ceufs (B), cysticerque (C).
Source : DPDx Parasite Image Library, Center for Disease Control & Prevention (CDC), USA.
(www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Cysticercosis.htm 27): images A, B; Unit¢é d’Immunologie,

Institut Pasteur de Madagascar : image C.

3. Cycle de vie de Ténia solium
Le cycle de vie de T. solium comporte deux hétes : un héte définitif (’homme) qui
héberge la forme adulte et un héte intermédiaire (le porc) qui abrite la forme larvaire.
L’homme parasité¢ joue un réle majeur dans la dissémination du parasite car il

élimine dans ses selles entre 5 a 6 anneaux gravides par jour, anneaux contenants


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Cysticercosis.htm%2027

chacun 30.000 a 50.000 ceufs (Garcia et al., 2005). L’embryon directement infestant,
est capable de rester viable plusieurs mois a I’intérieur de ces ceufs, résistant a 1’eau
mais pas a la secheresse. Les porcs de nature coprophage s’infectent alors en ingérant
des proglottis gravides ou des ceufs contenus dans les excréments humains. Une fois
ingérés par I’hote intermédiaire, les embryons vont franchir la muqueuse de
I’estomac ou la paroi intestinale, se propager par voie sanguine et se loger dans les
muscles squelettiques, les yeux ou le cerveau. Ces ceufs se développent et forment au
bout de 3 a 4 mois, des kystes contenants chacun une larve de cysticerque appelée
Cysticercus cellulosea. Lorsque I’homme mange de la viande de porc ladre
insuffisamment cuite, le cysticerque libéré au cours de la digestion va se fixer sur la
paroi intestinale et croitre rapidement pour devenir un ténia adulte qui commence a
émettre des ceufs aprés quelques semaines (Golvan, Universalis). L’homme étant
I’héte définitif du cycle parasitaire de T. solium, il développe ainsi une “Taeniase”
qui est une infection intestinale souvent asymptomatique causée par le ver adulte. En
revanche, a la place du porc, I’homme peut aussi €tre 1’hdte intermédiaire et
développer accidentellement une cysticercose humaine. Dans ce cas, I’infestation est
provoquée par I’ingestion des ceufs de T. solium souillant les aliments ou présents sur
les mains sales du sujet lui-méme. Cette étape représente ainsi I’impasse parasitaire

du cycle. La figure suivante résume le cycle de développement du parasite.
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Figure 2 : Cycle de vie et de transmission du parasite Teenia solium (Adapté de Rasamoelina-
Andriamanivo et al., 2013). Sources : Antso Andrianary, FSP/PARRUR : Images du gargon et du

porc avec la selle humaine, Unité d” Immunologie, IPM : Photo de la viande ladre.



B. REPARTITION GEOGRAPHIQUE ET EPIDEMIOLOGIE
1. Répartition mondiale
La cysticercose est une zoonose cosmopolite et endémique dans de nombreux pays.
Elle affecte particulierement les régions rurales d’élevage intensif ou les conditions
d’hygiéne sont défectueuses, les installations sanitaires rares, la consommation de
viande ou les préparations a base de porc sont fréquentes et ou la promiscuité
homme-animal est trés importante (Raether et al., 2003; Sciutto et al., 2000). Les
foyers endémiques rapportés par I’OMS sont : I’Amérique centrale et du Sud (région
des Andes, Brésil, Mexique, Amérique centrale), I’Asie (Chine, Inde, Papouasie,

Nouvelle Guinée, Sud-est de 1’Asie), et I’ Afrique subsaharienne.

La cysticercose est un probléme connu de longue date en Amérique latine. De
nombreuses études de prévalence humaine ont été faites et rapportant une
séroprévalence moyenne ¢levée de 1’ordre de 10% et une prévalence de la
neurocysticercose variant de 1 a 22% (Pawlowski et al., 2005). Le taux de
prévalence de la cysticercose porcine est extrémement variable selon les régions
(moins de 2% a plus de 75%) (Flisser et al., 2003).

La cysticercose est un probleme émergent de santé publique dans la quasi-totalité de
I’ Afrique Sub-Saharienne excepté dans les régions musulmanes ou les régions ou le
porc est trés peu consommé. L’ Afrique fait partie des continents le plus touché dans
le monde. Au Burundi, au Cameroun, en Céte d’Ivoire, a Madagascar, au Sénégal, au
Togo, au Zimbabwe, au Bénin et a I’ile de la Réunion, la prévalence de la

cysticercose humaine a été estimée entre 0,45 et 30% (Avode D.G., 1996).

Dans les pays développés, la cysticercose a été presque éradiquée mais sa
réapparition est due a une immigration accrue dans des zones endémies. En Europe,
la majorité des cas importés provenaient d’Amérique latine (Bouteille, 2014;
Laranjo-Gonzélez et al., 2017). Aux Etats-Unis, la réémergence de T. solium a eu

lieu dans les années quatre-vingt-dix quand plusieurs cas ont été décrits dans une

communauté juive Orthodoxe ou la religion interdit la consommation de porc. La

séroprévalence était de 1,3% (Moore et al., 1995).

La figure 3 montre la distribution mondiale de la cysticercose selon I’OMS (2015).
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Figure 3 : Répartition mondiale des zones endémiques pour T. solium (OMS, 2015):
(http://www.who.int/taeniasis/Endemicity_Taenia_Solium_2015.jpg?ua=1) [Nash & Garcia,
2011].

2. Répartition a Madagascar

A Madagascar, la séroprévalence de la cysticercose humaine active est estimée entre
7 et 21% (moyenne 16%). Ces données indiguent une endémicité de haut niveau et
place Madagascar parmi les pays les plus touchés (L’OMS définit comme zone
endémique a la cysticercose les régions avec une prévalence supérieure a 10%). Les
enquétes menées au niveau national en 2015-2016 par le Ministére de la Santé
Publique montraient que 54 districts (sur 114 districts) sont présumés endémiques a
la Téniase. Toutefois, les pathologies liées a T. solium semblent touchées 1’ensemble
du pays comme le montre les données sur les suspicions de cas de cysticercose
humaine notifiées par les Services de Santé de District — SSD entre 2010 et 2014
(Figure 4).
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Figure 4 : Distribution de la cysticercose humaine & Madagascar : nombre de suspicions de cas
de cysticercose humaine pour 100 000 habitants (Service de Santé de District, SSD-RMA).

La prévalence de la cysticercose humaine est trés hétérogéne sur la Grande Tle : elle
est inférieure a 10% dans les zones cétieres (Mahajanga et Toamasina) et plus élevée
dans les régions centrales (Antananarivo, Fianarantsoa, Ambositra, Mahasolo), ou

1’élevage de porcs est plus important (Andriatsimahavandy et al., 2003).



C. LACYSTICERCOSE PORCINE
Communément appelée ladrerie (« voavary » grain de riz en langue malagasy), la
cysticercose porcine a été décrite pour la premiére fois a Madagascar en 1901
(Andrianjafy, 1910; Monnier et Andrianjafy, 1910). Sa transmission est étroitement
liée au péril fécal avec des porcs élevés généralement en divagation et ayant acces a
des matieres fécales humaines (Garcia et al., 2003; Copado et al., 2004). La
prévalence de I’infestation a T. solium se superpose a la répartition géographique du
Téniase Humaine (Michelet et al., 2010) et varie selon le niveau de I'assainissement
(latrines artisanales s’écoulant dans les riziéres), les coutumes (défécation en plein
air, ...), les pratiques d'élevage des porcs (animaux laissés en divagation) et des
habitudes alimentaires de la région (viande insuffisamment cuite, charcuterie
artisanale). L’augmentation de 1’dge des porcs est un facteur de risque en cas

d’exposition.

Dans la majorité des cas, la cysticercose porcine est asymptomatique. En tout début
d’infestation, le porc présente une légere diarrhée due a lirritation de la muqueuse
intestinale. Une fois les cysticerques installés, des signes de myosite peuvent
s’observer se traduisant par des troubles de locomotion ou de la mastication, une
salivation excessive, des clignements des yeux plus fréquents accompagnés d’un
excés de larmes et de nodules sous-conjonctivaux (Prasad et al., 2006). Une
encéphalite et méme des crises épileptiques sont décrites lorsque les cysticerques se
localisent au niveau de I’encéphale. La mort peut survenir subitement lors d’une
infestation massive du cceur. Le diagnostic de la cysticercose porcine est un élément
important pour déterminer la situation endémique d’un pays et élaborer les stratégies

de lutte contre la cysticercose.

Avec plus 1 300 000 porcs répartis dans plus de 500 000 élevages, le cheptel porcin
de Madagascar est le septieme en Afrique (FAOSTAT, 2010), mais la plupart des
éleveurs sont des petits exploitants (avec une moyenne de 2,4 porcs par élevage).
Environ 70% des élevages de porcs sont concentrés dans les Hauts Plateaux centraux
(MAEP, 2007; Ministére de I’ Agriculture, 2004-2005; Rasamoelina-Andriamanivo et
al., 2013). La cysticercose porcine est la cause majeure de perte de revenus des
¢leveurs parce qu’elle fait baisser de 20% a 50% le prix de la viande infestée
(Rasamoelina-Andriamanivo et al., 2013; Praet et al., 2010). Les rapports mensuels

d’inspection des viandes de la Direction des Services Vétérinaires (DSV) en 2007



rapportent une prévalence de 5,5% de la cysticercose porcine avec une importante
disparité régionale. Les résultats de cette enquéte nationale montrent que 336
élevages avec des porcs infectés par des cysticerques de T. solium ont été observeé sur
les Hautes Terres Centrales de Madagascar avec une prévalence de 48% dans la
région de Vakinakaratra, 12% en Haute Matsiatra, 10% en Analamanga, et 7% dans
la région de Bongolava (Rasamoelina et al., 2013). La Figure 5 montre la distribution
du cheptel porcin et des cas de cysticercoses porcines observés dans la Grande lle
entre 2001 et 2011.

(B) N
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Figure 5 : Distribution du cheptel porcin et des cas de cysticercose porcine a Madagascar. (A) : carte
de la distribution du cheptel porcin (nombres de porcs). (B) : distribution des cas de cysticercose
porcine rapportés entre 2001-2011. Données de 1’Unité d’épidémiologie du FOFIFA / Direction de la
Recherche Zootechniques et Vétérinaires de Madagascar (Rasamoelina et al., 2013).

Une étude récente, menée par Porphyre et ses collaborateurs en 2015, a mis en
évidence une forte prévalence (21%) de la cysticercose porcine chez les porcs abattus
dans 2 abattoirs d’Antananarivo (Anosizato et Ankadintratombo) (Porphyre et al.,
2015). L’examen global de plus de 68 000 carcasses de porc a permis d’estimer la
prévalence nationale apparente a 4.6%. Celle-ci a été corrigée pour prendre en
compte les erreurs possibles de I’inspection visuelle des carcasses et atteignait ainsi
une prévalence estimative de 21%. Les animaux provenaient de 79 communes
réparties dans 36 districts appartenant aux 14 régions (sur un total de 22 régions

administratives) de Madagascar. Certaines régions ont été identifiées comme zones
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de production a risque pour le marché final dans la capitale Malgache : la prévalence
estimée la plus élevée (7,1% [5,9-8,4%]) a été trouvée dans la région d’Thorombe

autour de la Ville de Fianarantsoa (Voir Figure 6).
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the region (origin)
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275 - 2000
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Clusters with contrasted situation
in Central regions
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Figure 6 : Prévalence de la cysticercose porcine basée sur la détection de lésions dues aux
cysticerques de T. solium lors de I'inspection post-mortem de 68 432 porcs abattus dans 2 abattoirs
urbains a Antananarivo (Madagascar) de mars 2013 a février 2014. La taille des carrés noirs est
proportionnelle a la prévalence de la cysticercose, tandis que la dégradation de la coloration des
régions indique le nombre de porcs abattus selon leur région d'origine. Les lignes pointillées
identifient les zones présentant un risque faible (bleu) et élevé (noir) pour la cysticercose porcine pour

les régions centrales de Madagascar. (Porphyre et al., 2015)

Ces données ont montré que: (1) la cysticercose porcine constitue un véritable
probleme de Santé Alimentaire avec des répercussions importantes au niveau
économique mais aussi et surtout sur la Santé Humaine a Madagascar (Porphyre et
al., 2016) et laissent a conclure que (2) les moyens de diagnostics actuellement
utilisés pour détectés les porcs infectés sont a améliorer.

D. MOYENS DE DIAGNOSTIC DE LA CYSTICERCOSE PORCINE
1. Examen de la langue ou langueyage
L’inspection de la langue constitue la seule technique classiquement utilisée sur le

terrain pour la détection de la cysticercose porcine avant 1’abattage. Cette méthode
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consiste a palper et a explorer la face ventrale de la langue de I’animal a la recherche
des cysticerques (Gonzalez, 1990). Le langueyage est un moyen de diagnostic facile
a mettre en ceuvre (méme au niveau des éleveurs) mais la sensibilité reste faible
malgré une spécificité élevée. Des études ont montré une sensibilité allant de 16,1%
a 100% lorsque I’animal est fortement infesté (Dorny et al., 2004). Les cysticerques

Zéme

sont palpables dés la

6éme

semaine apres I’infestation puis visibles a 1’ceil nu a partir

de la semaine sous une forme ovale.

La technique de palpation de la langue s’avere étre la plus pratique mais elle ne
permet qu’une détection des animaux massivement infestées et son efficacité dépend
de I’expérience de I’explorateur (Phiri et al., 2006). Cependant, elle est couramment
employée par les éleveurs et les vétérinaires pour identifier les porcs malades parce
qu’elle est facilement réalisable et moins codteuse que les autres moyens de

diagnostic.

2. Inspection des viandes

L’inspection des viandes (carcasses) dans les abattoirs consiste en la recherche des
kystes dans les muscles et les viscéres aprés 1’abattage de 1’animal. En raison de leurs
habitudes coprophages, les porcs sont souvent massivement infestés par les
cysticerques dans toutes les parties du corps. Ainsi l’incision se fait dans les
masséters, la langue, le diaphragme, le cceur et les muscles striés pour la recherche
des cysticerques viables. Cette méthode a une sensibilité de 38,7% et une spécificité
de 100% (Dorny et al., 2004).

Malgré leur haute spécificité, les méthodes de langueyage et d’inspection des
carcasses constituent un moyen de diagnostic un peu tardif. De surcroit, la
prévalence de la cysticercose porcine est souvent sous-estimée avec ces deux
méthodes. Le développement d’autres moyens de diagnostic s’averent donc
nécessaires pour renforcer (1) le diagnostic précoce de la cysticercose porcine et (2)

le controle de la maladie.

3. Diagnostic sérologique
Plusieurs techniques ont été décrites pour détecter les anticorps (Ac) ou les antigenes

(Ag) dues aux infections par T. solium chez I'hnomme et chez les porcs, telles que la
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radio-immunologie, I’hémagglutination, le dosage immuno-enzymatique (ELISA) et
les techniques d'Immuno-transfert blot (EITB) (Deckers et al., 2010). La sérologie
sanguine a la recherche d’anticorps dirigées contre les antigénes de T. solium par
ELISA et/ou par EITB est largement recommandée dans les pays endémiques pour
orienter le diagnostic en cas de suspicion de cysticercose ou neurocysticercose
Humaine et dans certains cas de cysticercose porcine. L’ELISA reste la méthode la
plus simple a réaliser et la moins colteuse mais avec une spécificité plus faible
comparée a ’EITB qui constitue la technique sérologique de référence. Certains de
ces techniques de sérodiagnostic développées pour ’'Homme ont été adaptés et
validés chez le porc pour la détection de la cysticercose porcine. Toutefois, leur

utilisation chez le porc reste limitée dans le cadre des projets de recherche.

a. Détection des anticorps anti- T. solium
A I’heure actuelle, I’ELISA et le Western Blot (EITB), utilisant des glycoprotéines
totales de cysticerques de T. solium, développés par Tsang et collaborateurs en 1989,
restent les principales techniques sérologiques pour la détection d’anticorps
anti-T. solium chez ’Homme. Ces deux techniques sont basées sur 1’utilisation d’une
fraction glycosylée extraite des membranes de cysticerques de T. solium et purifiée

par chromatographie d'affinité sur colonne de lectine de lentilles (Tsang et al., 1989).

L’ELISA est le test quantitatif de détection d’anticorps le plus utilisé pour le
diagnostic de la cysticercose du fait de sa simplicité et de son codt abordable. La
purification de la fraction de glycoprotéines développée par Tsang et al. est
également utilisée en ELISA pour la détection des anticorps de type IgG aussi bien
chez ’'Homme que chez le porc. D’autres techniques d’ELISA détectant la présence
des anticorps anti-T. solium chez I’humain ont été également développées. Certaines
sont disponibles sur le marché sous forme de kit commerciaux telles que I’ELISA
utilisant des peptides oncosphéraux (Ferrer et al., 2005) ou celui utilisant des extraits
bruts d’antigénes de T. solium, commercialisé par NovaTec (Diaz et al., 1992). Chez
le porc, I’antigéne a 14 kDa a été isolé du liquide de cysticerques de T. solium par
HPLC et évalué en ELISA pour le diagnostic de la cysticercose porcine (Assana et
al., 2006).
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L’EITB qui est le test qualitatif permet d’analyser les réactivités immunologiques
(anticorps sériques ou contenus dans le Liquide Céphalo-Rachidien) spécifiquement

dirigées contre 7 glycoprotéines (GP) antigéniques extraites des cysticerques de

T. solium et nommées GP50, GP42-39, GP24, GP21, GP18, GP14, GP13 (les
chiffres correspondent a la masse moléculaire des glycoprotéines en kilodaltons,
kDa). En utilisant I’EITB, un profil de reconnaissance montrant une réactivité contre
les glycoprotéines a 13/14 kDa a été identifié comme spécifiqguement associées a la
cysticercose/neurocysticercose  active  humaine (Tsang et al., 1989;
Andriatsimahavandy et al., 2003; Scheel et al., 2005). L’EITB-LLGP de Tsang qui
figure dans la liste des tests sérologiques proposée par I’OMS est également utilisé

pour le diagnostic de la cysticercose porcine (Gonzalez et al., 1990).

i: 4 Famille de 50 kDa
”ﬁ o } Famille de 24-42 kDa
i u H w—21
~——18
} Famille de 8 kDa

o ~—14
— s ew————13

123456789

Figure 7 : Diagnostic sérologique de la cysticercose/neurocysticercose par la technique d’EITB
(Western Blot). Réactivités immunologiques (anticorps de type 1gG) spécifiqguement dirigées
contre 7 glycoprotéines (GP) antigéniques extraites des cysticerques de T. solium : GP50, GP42-
39, GP24, GP21, GP18, GP14, GP13 (les chiffres correspondent a la masse moléculaire des
glycoprotéines en kilodaltons, kDa). Chacune des 9 bandelettes d’EITB a été analysée en utilisant

des sérums de patients atteints de neurosysticercose (Adapté de Schell et al., 2005).

Ces 7 glycoprotéines membranaires antigéniques et observables par EITB ont montré
des différences structurales et fonctionnelles et ont été groupées en 3 familles de
protéines nommeées : i) Famille des 50kDa (comprenant 1’antigéne GP50 seul), ii)
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Famille des 24-42kDa (incluant les antigénes GP42-39 et GP24), et iii) Famille des 8
kDa (regroupant les antigénes GP21, GP18, GP14, GP13) (Hancock et al., 2003,
2004, 2006 ; Rodriguez et al., 2012). En plus de ’EITB-LLGP utilisant les protéines
antigéniques natives, I’EITB basé sur [’utilisation de la protéine antigénique
recombinante correspondant a la GP24 (Hancock et al., 2006; Noh et al., 2014) est
¢galement mentionné dans la liste des tests de diagnostic proposée par 1’Organisation

Mondiale de la Santé (OMS, 2015).

L’EITB est class¢ comme la meilleure méthode de diagnostic de la cysticercose
porcine, elle présente une sensibilité et spécificité élevee (Gonzalez et al., 1990;
Tsang et al., 1991). Elle permet de différencier I’infection précoce de I’infection
tardive. Une étude faite par Aluja et al., 1996 a démontré que I’apparition des bandes
de 13,14, et 18 kDa jusqu’au 9o8me jours est signe d’une infection récente, a ce stade
le taux d’anticorps détecté¢ par la méthode ELISA est aussi ¢levé. Par contre, la
détection des glycoprotéines de 24, 42 et 50 kDa sont liées a une infection tardive et

apres 92 jours le taux d’anticorps sérique diminue.

b. Détection des antigenes circulants de T. solium par technique
ELISA

L’ELISA-Antigéne (Ag-ELISA) est une technique d’ELISA développé pour la
détection d’antigénes (Ag) circulants de cysticerque en utilisant des anticorps
monoclonaux (Brandt et al., 1992). C’est une méthode de diagnostic importante qui
indique la présence de parasites viables. La réactivité obtenue au cours des tests
d’Ag-ELISA est généralement proportionnelle a la taille des Iésions et au nombre de
cysticerques viables. Un test positif est fortement indicateur d’une cysticercose active
multi-kystique. Ce test sérologique peut ainsi constituer un outil de suivi sérologique
de traitement antiparasitaire chez I'humain ou le porc car les taux d'antigene

diminuent rapidement apres un traitement anthelminthique (Deckers et Dorny, 2010).

A T’heure actuelle, les AgQ-ELISA utilisant des anticorps monoclonaux HP10
(Harrison et al., 1989) ou B158/B60 commercialisé par ApDia (Dorny et al., 2004)
pour rechercher les antigénes de T. solium chez I’humain et chez le porc sont les plus

utilisés et mentionnés dans la liste des tests de diagnostic proposé€e par ’OMS en

2015,
Rﬂgp@fﬁ- g’fdf uit.com @
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Le test commercial basé sur la détection des antigenes utilisant les anticorps
monoclonaux B158/B60 a montré une sensibilité et une spécificité de 85% et de 92%
respectivement chez I’Humain. Chez le porc, la sensibilité et la spécificité du test
sont respectivement de 86,7% et de 94,7% (Garcia et al.,, 2000). Méme avec
I’avantage d’identifier les porteurs d’infection active (Nguekam et al., 2003; Erhart
et al., 2002; Garcia et al., 2000), ce test est toutefois spécifique du genre mais ne
permettant pas de différencier les infections dues a différentes espéces de Taenia
chez les porcs (T. solium, T. hydatigena, T. asiatica) (Rodiguez-Hidalgo et al., 2006;
Dorny et al., 2004). Chez les porcs infectés expérimentalement, les antigenes
circulants sont détectés entre 2 et 6 semaines apres l'infection et restent présent
généralement tout au long d'une période d'observation de 6 mois, méme chez les

porcs porteurs de seulement cing a huit kystes vivants.

Le sérodiagnostic est tres important pour le contrble et la prise en charge de la
cysticercose humaine et porcine. Toutefois ces différentes techniques sérologiques se
heurtent a des nombreux problémes tels que la réactivité croisée des anticorps
détectés, la spécificité des antigenes ainsi que les difficultés de mise en ceuvre de ces
techniques dans les pays endémiques. La sensibilité et la spécificité de tous ces tests
sérologiques dépendent, de surcroit, de la densité des formes parasitaires, du site des

Iésions et de la réponse immunitaire de I’hote.

En résumé, la cysticercose est une maladie tropicale négligée qui représente une
contrainte économique importante pour la filiere porcine et un grave probleme de
santé publique a Madagascar.
Le controle de la cysticercose est basé sur des actions de santé publique pour stopper
la transmission, d’une part en supprimant la contamination humaine et d’autre part,
en organisant la surveillance des infections chez les porcs (Gweba et al., 2010;
Mukaratirwa et Lekule 2008). L’homme porteur du Ténia adulte est le seul
transmetteur de la cysticercose que ce soit a ’homme ou au porc. Les mesures de
lutte contre cette pathologie doivent donc inclure :

) la lutte contre le péril fécal (éducation sanitaire, amélioration des

systemes de latrines, ...),
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i) I’amélioration des pratiques d’élevages de la filiére porcine (élevage en
claustration, amelioration de I’alimentation, prophylaxie, hygiéne et
biosécurité, inspection des viandes) et

iii) la réduction du réservoir de parasites (chez I’homme et chez le porc) en
renforcgant le diagnostic et le traitement des individus porteurs de

T. solium et des porcs atteints de cysticercose.

Malgré leur simplicité apparente, la mise en ceuvre de ces mesures est souvent
difficile et leur efficacité est réduite. Le langueyage et I’inspection post-mortem des
carcasses de porc sont les moyens de diagnostic les plus utilisés & Madagascar pour
le diagnostic de la cysticercose porcine, mais leur faible sensibilité ne permet

d’identifier qu’une trés faible proportion des animaux malades.

Concernant les sérodiagnostics pour la détection des anticorps anti-T. solium, 1’un de
leur principal probléme est leur dépendance a la collecte de parasites sur porc
contaminé et la préparation périodique de nouveau lot d’antigenes. Ceci implique des
variations possibles de la préparation antigénique produite dans le méme laboratoire,
et des variations certaines entre laboratoires. De surcroit, les moyens de diagnostic
sérologique actuellement disponible pour la cysticercose sont couteux et
difficilement réalisables en zone d’endémies car ils nécessitent du matériel et des
réactifs spécifiques ainsi qu’un personnel qualifié. Pour finir, les réactivités
immunologiques détectées par EITB sont souvent difficiles a interpréter car le niveau
de glycosylation des antigénes natifs peut jouer sur la netteté et la masse moléculaire

apparente des bandes détectees.

Par consequent, le développement de tests de diagnostic sérologiques basés sur
I’emploi d’antigénes de T. solium produits sous forme de protéines recombinantes
serait d’un apport précieux dans le diagnostic de la cysticercose a Madagascar. C’est
dans ce cadre que projet Master s’inscrit et il est plus particulierement axé sur
’utilisation de protéines recombinantes pour le sérodiagnostic de la cysticercose
porcine. Ces tests, une fois développés et optimisés, contribueraient valablement a
renforcer les stratégies de lutte contre la cysticercose et plus particulierement a

interrompre la transmission Porc-Homme de cette parasitose.
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E. OBJECTIFS DU TRAVAIL
Ces quinze derni¢res années, beaucoup d’efforts ont été¢ déployés a I’Institut Pasteur
de Madagascar (IPM) pour développer et valider des outils de diagnostic pour la
cysticercose Humaine et Porcine. A I’heure actuelle, ’ELISA et le Western Blot
(EITB) développés sur place et basés sur 1’utilisation des glycoprotéines natives de
cysticerques de T. solium (glycoprotéines extraites et purifiées selon la méthode de
Tsang et ses collaborateurs en 1989) constituent les principales techniques

sérologiques utilisées a I’IPM.

Un projet de production d’antigénes recombinants pour palier au probleme de
disponibilité des cysticerques prélevés sur de la viande de porc (pour extraire les
glycoprotéines natives) a récemment été développé au sein de 1’Unité
d’Immunologie. Ce projet qui rentrait dans le cadre d’une theése de doctorat ciblait les
antigenes de 50, 24, 18, 13/14 et 8 kDa. Ces antigénes recombinants pourraient
permettre de développer des outils de diagnostic sérologiques aussi performants que
leur forme native. L’objectif final est de développer des tests de diagnostic de type
« Point-Of-Care » pour deétecter la cysticercose Humaine et porcine. Ces tests
seraient utilisables directement au niveau des structures sanitaires (humaines et
vétérinaires) voire méme par les patients et éleveurs eux-mémes afin d’analyser plus
rapidement la présence d’anticorps anti- T. solium dans le sérum de porcs ou de

patients infectés.

e Objectif global

Le présent travail s’inscrit dans un projet global de développement d’un test de
diagnostic sérologique pour la détection d’anticorps dirigés contre C. cellulosea chez

le porc et chez I’Homme en utilisant des protéines antigéniques recombinantes.

L’objectif principal de mon projet de Master est d’évaluer ’intérét diagnostic
de trois antigenes de T. solium (correspondant aux glycoprotéines GP14, GP18
et GP8 natives), produits sous forme de protéines recombinantes solubles, pour
le diagnostic de la cysticercose porcine. Cette évaluation sera réalisée en utilisant
la méthode ELISA et une banque des sérums de porcs atteints ou non de la

cysticercose. La méthode de reférence au cours de cette validation est le Western
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Blot (EITB) basé sur I’utilisation d’un extrait de glycoprotéines totales natives de
cysticerques de T. solium (appelé dans cette étude « CS50 »).

e Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques de cette étude sont de :
1. Optimiser et adapter (temps de révélation, reactif de saturation, concentration
d’antigéne et d’anticorps secondaire) la méthode ELISA, utilisée en routine au
Laboratoire pour un diagnostic de la cysticercose Humaine, au diagnostic de la
cysticercose porcine. Cette méthode ELISA est basée sur 1’utilisation de la CS50

testées avec une banque de sérums de porcs.

2. Evaluer par ELISA, [D’antigénicit¢é des trois antigénes de T. solium
(correspondant aux GP14, GP18 et GP8 natives) produits sous forme de protéines
recombinantes solubles avec des bio-banques de porcs préalablement
diagnostiqués par langueyage, inspection des carcasses et la technique de

référence en sérologie : le Western Blot sur CS50.

3. Etudier la sensibilité et la spécificité des tests “ELISA-porc” utilisant la CS50
et chacune des 3 protéines recombinantes.
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MATERIELS ET METHODES

I. METHODOLOGIE GLOBALE
Ce travail de Master est inclus dans le projet de recherche de 1’Unité d’Immunologie
des Maladies Infectieuses (IMI) visant a développer des tests de diagnostic
sérologiques et moléculaire pour améliorer le diagnostic de la cysticercose Humaine
et porcine & Madagascar.
Le travail réalisé durant ce Master a été effectué en suivant la méthodologie globale
schématisée dans la Figure 8.
Les sérums de porcs (atteints ou non de la cysticercose) ont d’abord été testés par
EITB-CS50 (tests de référence sérologique) en utilisant les glycoprotéines natives
totales extraites et purifiées a partir de cysticerques de T. solium selon la méthode de
Tsang et al., 1989. La présence d’anticorps anti-T. solium (immunoglobulines de
type G, IgG) dirigés contre les glycoprotéines contenues dans la CS50 ou dirigés
contre chacune des 3 protéines recombinantes produites au sein de 1’Unité a ensuite

été analysée par ELISA.

tananarivo

1- Diagnostic a I'abattoir
Langueyage + inspection
de viande (+/- scanner)

| Porcs Cysti négatif (Belgique) |

| Porcs Trichonellose positif |

Extrait de
glycoprotéines natives banque de sérums de porc | Protéines recombinantes
de T. solium (CS50) — T8,T14 et T18

° VI S
" Mise au pointdu test Mo ) Validation des tests ELISA

ELISA-CS50 porc EITB-CSS0 (antigénicité, sensibilité &
spécificité)

Figure 8 : Méthodologie globale du travail.

A. COLLECTION DE SERUMS DE PORCS
Afin de valider I’utilisation des protéines recombinantes produites comme marqueurs

sérologiques, des campagnes de prélevement de sérums de porcs atteints ou pas de
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cysticercose ont été réalisées avec le Laboratoire National de Diagnostic Vétérinaire
de Madagascar (LNDV) et avec le Département de biologie des maladies vétérinaires
de I’Université de Copenhague - Danemark. D’autres sérums, provenant des porcs
¢élevés a Madagascar ou provenant d’une zone non-endémique (Danemark) pour la
cysticercose porcine, ont été également obtenus. Les résultats obtenus au cours de
cette étude ont été générés a partir d’une collection de sérums de porcs constituée de:
e Douze sérums de porcs (appelés Cell-Cel5, Cel8-Cell2, Cell4 et Cell5)
provenant de I’abattoir d’Arivomamo (Région d’Itasy) et pré-diagnostiqué
par les méthodes de langueyage et d’examen approfondis des carcasses ainsi
que par I’utilisation d’un scanner portatif (Master de Céline LACROIX, IPM-
2016)
e Onze sérums de porc (appelés LNDV) provenant des élevages a Madagascar
et de deux abattoirs d’ Antananarivo (Anosizato et Anosipatrana)
e Quarante sérums de porcs sains provenant de zones non-endémiques a la
cysticercose (appelés Belg)

e Quatorze sérums de porcs atteints de la trichinellose (appelés Tric et Exuda)

Les tests de mise au point et de validation des techniques ELISA (utilisant la CS50
ou utilisant les protéines recombinantes) ont été réalisés en incluant
systématiquement des sérums de porcs provenant de 1’abattoir d’Anosizato et
préalablement testés et identifiés au laboratoire comme témoins négatifs et témoins
positifs.

a. Le témoin négatif : il s’agit d’un sérum de porc totalement exempt de
cysticerques de T.solium (aprés examen minutieux de la carcasse) et testé
négativement avec la méthode de référence EITB-CS50.

b. Le témoin positif: c¢’est un sérum de porc atteint de cysticercose
détectés aprés langueyage et inspection des différents organes (cysticerques présents

dans I’échine et les membres) et analysé positivement par EITB-CS50.

B. ANTIGENES DE T. solium
Les antigenes utilises dans les tests sérologiques (ELISA et EITB/Western Blot) au
cours de cette étude sont constitues par :
e La fraction totale de glycoprotéines membranaires de cysticerques de T. solium
extraite et purifiée selon la méthode de Tsang et al., 1989.
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e Les antigenes recombinants de T. solium (rGP18, rGP14 et rGP8) correspondant
respectivement aux glycoprotéines natives T18, T14 et T8 et produits sous forme
solubles en utilisant un systeme de production de protéine recombinante chez la
bactérie (E. coli).

1. Antigenes membranaires de cysticerques de T. solium (CS50)
La CS50 est une fraction glycoprotéique totale issue de la purification d’un extrait
protéique de cysticerques prélevés sur porcs ladres selon le protocole initialement
décrit par Tsang et al., 1989. Brievement, les cysticerques de T. solium sont préleves
sur porcs ladres et broyés en présence d’inhibiteurs de protéases. Une purification
des protéines totales par chromatographie d’exclusion ou “gel filtration” en tampon
Tris 20 mM, NaCl 0,5 M, pH=7,4 en utilisant une colonne Sephadex-G25
(Pharmacia, systeme AKTA purifier, GE-Healthcare Life Sciences) est ensuite
réalisé a partir du surnageant du broyat brut les cysticerques de T. solium. Les
glycoprotéines antigeniques natives sont ensuite purifiées par chromatographie
d’affinité¢ sur une colonne de lectine [Concanavaline A (ConA) couplée a la
Sépharose-4B (Amersham Biosciences)]. La fraction antigénique CS50 ainsi obtenue
est utilisée dans les tests sérologiques pour le diagnostic de la cysticercose Humaine.
La CS50 déja produite a I’Unité avant le début de mon stage de Master a été utilisé

pour les tests d’ELISA-CS50 et d’EITB-CS50.

2. Protéines recombinantes de T. solium

Dans les travaux menés au cours de la présente étude, les antigenes de la
famille des glycoprotéines membranaires de 8kDa de T. solium ont été ciblé et plus
particulierement les glycoprotéines GP8, GP14 et GP18, intéressantes en termes de
sérodiagnostic de la cysticercose (Tsang et al., 1989 ; Greene et al., 2000, Bae et al.,
2010). Les genes codant pour ces trois glycoprotéines ont été amplifiés et clonés
dans un plasmide (pMal-c2X, New EnglandBiolabs) permettant de produire des
protéines en systeme bactérien. Les protéines sont produites en fusion avec la
Maltose-Binding Protéine (MBP en position N-Terminale) et portent une étiquette
Histidine-Tag (6xHis-Tag) en position C-terminale. Apres transformation de
bactéries compétentes (E. coli Rosettagami2, New EnglandBiolabs), les protéines
recombinantes nommées T8, T14 et T18 correspondant respectivement aux

glycoprotéines GP8, GP14 et GP18 natives, couplées a la MBP et avec un
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Tag-Histidine, ont été obtenues en quantité suffisante et avec une pureté optimale
pour permettre la réalisation de tests immunologiques.

Les détails concernant la production de ces protéines (These de doctorat,
communication interne) ne sont pas développés dans ce rapport. Nous avons
directement utilisé les protéines recombinantes solubles déja produites et conservées
a -80°C pour évaluer leur intérét (antigénicité, spécificité et sensibilité) dans le
diagnostic de la cysticercose porcine. Avant leur utilisation, la concentration des
protéines recombinantes produites a été déterminée (mesure sur un spectophotomeétre
de type nanodrop) et leur qualité/pureté (masse moléculaire attendue) a été vérifiée
aprés une migration sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE et coloration au bleu de

Coomassie.

Il. TESTS SEROLOGIQUES
1. Test ELISA
a. Principe du test ELISA
L’ELISA ou « Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay » est un test immunologique
quantitatif destiné a détecter et a doser des anticorps (ou des antigenes) présents dans
un liquide biologique (plasma, sérum, liquide céphalo-rachidien, ...). Dans le cadre
de ce master le test ELISA développé est un test permettant la détection des anticorps
(IgG) dirigés contre les glycoprotéines de cysticerques de T. solium. Dans ce test
ELISA-Anticorps (ELISA indirect), le dosage des anticorps présents dans les sérums
de porcs se fait grace a 'utilisation de biomarqueurs (antigénes) et d’un deuxieme
anticorps couplé a une enzyme (la peroxidase) qui va dégrader un substrat
chromogénique (ou fluorescent) et permettre un dosage par spectrométrie. L’intensité
du signal émis est proportionnelle a la quantité initiale d’anticorps présents dans

I’échantillon biologique.

b. Mise au point de la technique ELISA-CS50
Le test ELISA utilisé pour le diagnostic de la cysticercose permet de détecter les
anticorps (IgG) dirigés contre les glycoprotéines (CS50) exprimées par les
métacestodes de T. solium. La solution antigénique CS50, déposée dans les puits
d’une microplaque d’ELISA de 96 puits, est incubée pendant une nuit a 4°C. Ainsi
une partie des protéines s’adsorbent sur la surface des puits. Les protéines

antigeniques non adsorbées sont enlevées par une série de lavage de la plaque.
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Les serums de porcs a tester sont ensuite ajoutés et il y a formation de complexes
immuns antigéne-anticorps (Ag-Ac). Ces complexes immuns seront ensuite réveélés
par I’addition d’un deuxiéme anticorps et dirigé contre des immunoglobulines (IgG)
de porc. Cet anticorps secondaire est conjugué a une enzyme qui permettra de
dégrader le substrat chromogénique. Le substrat natif incolore génére apres 1’action
de I’enzyme une coloration dont I’intensité, mesurée en unité de Densité Optique
(DO), est proportionnelle a la teneur en complexes Ag-Ac-conjugués, donc
proportionnelle au taux d’anticorps spécifiques contenu dans 1’échantillon

biologique.

Les ELISA-CS50-porc ont été réalisés en utilisant le protocole général suivant :
100pul de I’extrait de glycoprotéines CS50 dilu¢ dans du tampon PBS (Phosphate
Buffer Saline 1X, Sigma) et contenant 0,05 a 0,1pg d’antigéne sont déposés dans
chaque puits d’une microplaque de 96 puits a fond plat (Immulon2, Thermo
Scientific, Ref 3455). La plaque est ensuite incubée a 4°C pendant une nuit. Apres 4
lavages en tampon PBS-Tween (Tampon de lavage : PBS 1X, 0,05% Tween 20),
chaque puits est saturé par ajout de 150 pl (pipette multicanaux LABSYSTEM)
d’une solution de PBS-Tween-Lait (PBS 1x, 0,05% de Tween 20, 5% de Régilait) ou
de PBS-Tween-Caséine (PBS 1x, 0,05% de Tween 20, 1% Caséine) afin d’empécher
la fixation non spécifique des anticorps contenus dans les sérums a tester. Le dép6t
des sérums contenant les anticorps suit 1’étape de saturation :100 pl de sérums dilués
au 1/200 en tampon PBS-Tween-Lait (ou PBS-Tween-caséine) sont ajoutés dans
chaque puits. Chaque sérum a été testé en duplicate. Aprés 2h d’incubation a 37°C et
5 lavages en Tampon de lavage, 100 ul d’anticorps secondaire (anticorps anti-lIgG de
porc, Goat anti-Pig-lgG Fc-fragment HRP-conjugated Antibody, BETHYL
Laboratories) couplé a la peroxidase-de-Raifort (HRP) et dilué a différentes
concentrations (dilution variant entre 1/15 000 et 1/30 000) en tampon PBS-Tween-
Lait (ou PBS-Tween-caséine) sont déposés dans chaque puits. Apres 1h30
d’incubation a 37°C et 5 lavages en Tampon de lavage, 100 ul de substrat
chromogénique (OPD/H,0;, ou TMB/ H,0,) préparé extemporanement sont deposés
dans chaque puits et la plaque est incubée 10 minutes a 37°C. La réaction
enzymatique est arrétée par ajout de 100ul d’une solution d’acide sulfurique (H2SOy,
2,5N). La lecture des densités optiques (DO) de chaque puits est réalisée sur un

spectrophotomeétre (Labsystem multiscan Plus) a une longueur d’onde de 492 nm
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pour I’OPD/H,0, ou 450 nm pour le TMB/ H,O,. Un contr6le positif (sérum de porc
présentant des cysticerques a 1’abatage et positif en EITB-CS50) et un contréle
négatif (sérum de porc sans cysticercose provenant de zones non-endémique et
négatif en EITB-CS50) ont systéematiquement été utilises dans chaque plaque.
Pour I’interprétation des résultats du test ELISA, le seuil de positivité a été calculé a
partir des échantillons négatifs en utilisant la formule suivante :

Moyenne (DO échantillons négatifs) + 3x Ecartype (DO échantillons négatifs).
Un test d’EITB-CS50 a été réalisé pour chaque échantillon afin de confirmer les
résultats d’ELISA-CS50.

c. Validation des protéines recombinantes par la technique ELISA

Les ELISA ont été réalisées sur trois protéines recombinantes (T8, T14 et T18)
couplées a la MBP et sur la MBP seule comme protéine de contrdle (témoin négatif
pour enlever les bruits de fond due a une reconnaissance non-spécifique de la MBP).
Le principe du test ELISA utilisé pour 1’analyse des réactivités immunologiques sur
les antigenes recombinants est le méme que celui décrit ci-dessus pour I’analyse des
sérums avec la préparation antigénique CS50.

Apres la dilution des protéines recombinantes avec du PBS 1X, une concentration de
0,1 pg de chaque protéine recombinante a ét¢ déposée dans chaque puits d’une
microplaque de 96 puits a fond plat (Immulon2, Thermo Scientific, Ref 3455). Aprés
une nuit d’incubation a 4°C et 3 lavages en tampon PBS-Tween (Tampon de lavage :
PBS 1X, 0,05% Tween 20), les sérums de porc ont été dilués a 1/400 en tampon
PBS-Tween-Caséine (PBS 1x, 0,05% de Tween 20, 1% Caséine) et incubés pendant
2h d’incubation a 37°C. Apres 5 lavages en Tampon de lavage, 100 pl d’anticorps
secondaire (Goat anti-Pig-l1gG Fc-fragment HRP-conjugated Antibody, BETHYL
Laboratories) dilués au 1/15000 en tampon PBS-Tween-cas€ine sont rajoutés dans
chaque puit. Aprés 5 lavages en PBS-Tween les réactions antigénes-anticorps sont
révélées par addition de 100uL par puits de substrat OPD/H,0,. Ensuite, les mémes
étapes décrites ci-dessus sont appliquées pour 1’arrét de la réaction enzymatique et la
lecture de la DO.
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La figure 9 montre la description schématique de la technique ELISA.
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Figure 9 : Etapes de la technique ELISA (RAMANDANIRAINY, 2012)



2. TEST WESTERN BLOT (EITB-CS50)

L’EITB, encore appelé Western blot ou immunobloting est un test sérologique
qualitatif qui consiste a détecter une ou plusieurs protéines qui sont immobilisées sur
une membrane de nitrocellulose, et contre lesquelles sont dirigés les anticorps.

Les protéines sont séparées (selon leurs poids moléculaires) par electrophorese sur
gel de polyacrylamide selon la technique du SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Ces protéines sont ensuite transférées sur une
membrane de nitrocellulose. La membrane est ensuite incubée avec les sérums de
porcs a tester. Les réactivités immunologiques protéines-anticorps sont révélées par
I’ajout d’un anticorps secondaire anti-lgG de porc couplé a la phosphatase alcaline
(PA) et par une réaction immuno-enzymatique (ajout du substrat de la PA : le NBT
(Nitro Blue Tetrazolium, Sigma) BCIP (5-bromo-4-Chloro-3-Indol Phosphate,
Sigma). La réaction est arrétée en transférant la membrane dans de ’eau. La figure

suivante montre les résultats du test EITB avec des sérums de porc sain et malade.

Sérums Porc

+ -
\
EITB sur (CS50)
l
l |
3 antigénes majeurs »
T8, T14 & T18 |
|
18- |
13-14
g -

Figure 10 : EITB-CS50
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RESULTATS

l. CLASSIFICATION DES SERUMS DE PORCS
Pour valider les tests ELISA (sensibilit¢ et spécificité¢) réalisés sur 1’extrait de
glycoprotéine natives CS50 et/ou sur les protéines recombinantes produites en
systeme bactérien, un choix des sérums de porcs validés comme atteints ou pas de
cysticercose est nécessaire.
Les sérums de porcs négatifs ont été définis comme des sérums provenant de porcs
élevés en zone non-endémique pour la cysticercose et testés négatifs par EITB-CS50
(test de référence sérologique). Les sérums de porcs positifs ont été definis comme
des sérums provenant de porcs présentant des cysticerques détectables par
langueyages (et/ou visibles aprés inspection approfondie des carcasse) et testés
positifs par EITB-CS50. Pour renforcer cette classification, une détection des
antigenes circulants de T. solium a aussi €té réalisée sur ces sérums en utilisant un
ELISA commercial utilisant des anticorps recombinants B158/60 et développé par
Dorny et al., 2004 (Kit Cysticercosis Antigen (Ag)-ELISA, ApDia).
Cette étape de selection des sérums positifs ou négatifs a été réalisée en utilisant une
biobanque de 63 sérums de porcs atteints ou pas de cysticercose. Cette biobanque
était composée de :

e Douze sérums de porcs provenant de 1’abattoir d’Arivomamo (Région
d’Itasy) et pré-diagnostiqué par les méthodes de langueyage et/ou d’examen
approfondis des carcasses ainsi que par [’utilisation d’un scanner portatif
(Master de Céline LACROIX, IPM-2016)

e Onze sérums de porc (appelés LNDV) provenant des élevages a Madagascar
et de deux abattoirs d’ Antananarivo (Anosizato et Anosipatrana)

e Quarante sérums de porcs sains provenant de zones non-endémiques a la
cysticercose (appelés BELG)

Les résultats obtenus résumés dans le Tableau 1 ci-dessous, montrent que chez 20
porcs, qui présentaient des cysticerques détectables (langueyage, examen de la
carcasse et/ou scanner), des anticorps anti-T.solium (EITB-CS50) et des antigenes
circulants de T. solium (Ag-ELISA) ont été détectés spécifiquement et de fagon
reproductible chez 11 porcs. Ces 11 sérums (Cel-01, Cel-02, Cel-03, Cel-08, Cel-09,
Cel-12, Cel-14, LNDV283, LNDV273, LNDV277, LNDV279) ont donc été choisis
comme sérums de référence positifs pour la cysticercose (Vrais Positifs). Pour les

sérums de référence négatifs (Vrais Négatifs), 40 porcs élevés en zone non-
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endémique (Belgique) et ne présentant aucun cysticerque détectable a 1’abattage ont

été sélectionné car ils se sont révélés négatifs en EITB-CS50 et en test Ag-ELISA

(BELGO1 a BELG40).

Tableau 1 : Caractérisation des 63 serums de porcs a utiliser dans les mises au point

des ELISA sur CS50 ou sur protéines recombinantes.

N° du Prélevement

Cel-01
Cel-02
Cel-03
Cel-08
Cel-09
Cel-12
Cel-14
Cel-10
Cel-11
Cel-15
LNDV283
LNDV039
LNDV043
LNDV246
LNDV269
LNDV270
LNDV273
LNDV277
LNDV279
LNDV286
Cel-04
Cel-05
LNDV04
BELGO01 a BELG40

Origine des porcs

Arivonimamo
Arivonimamo
Arivonimamo
Arivonimamo
Ambohitramby
Kandreho
Ambohitramby
Amboanama
Kandreho
Betaim-boay
Tsiroanomandidy
Ambohimasoa
Ambohimasoa
Morondava
Ambohimasoa
Amboasary
Amboasary
Amboasary
Amboasary
Ambositra
Arivonimamo
Arivonimamo
Amboasary

Belgique

Charge en
Cysticerques™
Forte
Forte
Forte
Forte
Moyenne
Moyenne
Forte
Moyenne
Moyenne
Moyenne
Faible
Faible
Faible
Faible
Moyenne
Faible
Forte
Moyenne
Faible
Faible

0

0

0

0

EITB-CS50

Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif

Résultats
Ag-ELISA”
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Douteux
Douteux
Douteux
Positif
Douteux
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Positif
Positif
Positif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif

* Les porcs ont été classés suivant leur charge en cysticerques, 0: pas de cysticerques détectés,

Faible : 1-10 cysticerques, Moyenne : 11-100 cysticerques et Forte :>100 cysticerques.
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* Les résultats des Ag-ELISA (Kit ApDia) sont donnés en fonction du calcul de 1'Index de
positivité (selon les recommandations du fournisseur) : Négatif : Index < 0,8 ; Positif : Index >

1,3 et Douteux : Index compris entre 0,8 et 1,3.

Ces sérums de référence positifs et négatifs ont été utilisés dans les différents tests

ELISA développés au cours de ce master.

1. MISE AU POINT DE L’ELISA-CS50 POUR LA DETECTION
DES ANTICORPS ANTI-T. SOLIUM PRESENTS DANS LE
SERUM DE PORC
Le test ELISA-CS50 utilis€¢ en routine au sein de I’Unité d’Immunologie des
Maladies Infectieuses, basé sur ’utilisation des glycoprotéines totales purifiées de
T. solium (préparation antigénique CS50), a été spécifiquement développé pour le
diagnostic de la cysticercose Humaine. La premiere partie de mon travail de Master a
été d’adapter cette technique pour le diagnostic de la cysticercose porcine.
Pour ce faire, le protocole de routine a été modifié afin de mettre en place les
différentes conditions requises pour la détection des IgG porcines. Les différentes

conditions testées en ELISA-CS50-porc sont résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Conditions expérimentales optimisées pour la détection des anticorps

anti-T. solium présents dans les sérums de porc.

ELISA-CS50-porc

Concentration de I’antigéne CS50 0,05 pg/puits 0,1 ug/puits*

PBS 1x - 0,05 % Tween 20 - 1% Caseine*
Tampon de saturation ou

PBS 1x - 0,05 %Tween 20 - 5% Régilait
Dilution de I’anticorps secondaire 1/15000 1/20000 1/30000
Substrat chromogénique OPD/H,0,* TMB/H,0,
Longueur d’onde pour 1a mesure de la
. 492 nm* 450 nm

* Conditions de I’ELISA-CS50 pour le diagnostic de la cysticercose Humaine.
OPD : orthophényléne diamine dihydrochloride ; TMB : 3,3°,5,5°-Tetramethylbenzidine ;

H,0; : eau oxygénée.
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Pour ces tests de mise au point, cing sérums de porcs atteints de cysticercoses
(LNDV-283, Cel-2, Cel-3, Cel-8, et Cel-12) et quatre sérums de porcs sains (LNDV-
04, Cel-4, Cel-5 et Belg-1) ont été utilisés. Les résultats obtenus sont représentés
dans la Figure 11.

A
Test-1: Solution de saturation et concentration de I'antigéne (CS50)

*] Q u 0,05 pg-Caséine
=) NS - - 10,05 pg-Régilait
a 15 \\ Q \ - \ .
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= N NN N N N
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LNDV-283  Cel-2 Cel-3 Cel-8 Cel-12  LNDV-04(T-)  Cel-4 Cel-5
(T+)
Echantillons

B
Test-2: Dilution de I'anticorps secondaire et révélation avec de I'OPD
1 -
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S o | B 1/15000-0PD
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Densité Optique (DO)

a
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Figure 11 : Résultats des tests de mise au point de I’ELISA-CS50 pour la détection des
anticorps (IgG) de porcs dirigés contre les glycoprotéines de T. solium.
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Les résultats obtenus montrent que les réactivités immunologiques détectées en
utilisant 0,1pg/puits ou 0,05ug/puits d’antigéene CS50 sont similaires (Figure 9A). De
méme ces réactivités immunologiques sont comparables lorsque les protéines
contenues dans le lait (Régilait) ou de la caséine sont utilisées lors de I’étape de
saturation des plaques (Figure 9A). Toutefois, les densités optiques obtenus avec les
sérums de porcs sains (LNDV-04, Cel-4 et Cel-5) sont élevées (DO > 0,5) comparées
a celles obtenues avec des sérums humains prelevés sur des sujets ne souffrant pas de
cysticercose (DO seuil = 0,3). Pour obtenir de meilleurs résultats, des tests
complémentaires ont été réalisés pour trouver la dilution d’anticorps secondaire
(Goat anti-pig 1gG couplé a la péroxidase) optimale ainsi que le substrat
chromogénique (OPD ou TMB) adéquat (Figure 9B et 9C). Les résultats obtenus
montrent qu’une dilution de I’anticorps secondaire au 1/20000 et une révélation des
complexes anticorps-antigénes avec de 1I’OPD/H,0, permettent d’obtenir des
résultats satisfaisants : les réactivités immunologiques avec les sérums de porcs sains
sont faibles (bruits de fond : DO < 0,08) tandis que celles des sérums de porcs

infestés de cysticerques sont élevées.

L’ensemble des tests réalisés lors de la mise au point de I’ELISA-CS50-porc nous
ont permis de trouver les conditions expérimentales optimales (rapport de DO des
échantillons positifs/échantillons négatifs >3) pour réaliser les analyses sérologiques
par ELISA-CS50 en utilisant des sérums de porcs. Le Tableau 3 ci-dessous résume
les conditions retenues pour les ELISA-CS50-porc.

Tableau 3 : Conditions retenues pour la réalisation des ELISA-CS50-porc

ELISA-CS50-porc

Concentration de I’antigéne CS50 0,05 pg/puit
Tampon de saturation PBS 1x - 0,05 % Tween 20 - 1% caséine
Dilution de I’anticorps secondaire 1/20000

Solution de révélation (substrat chromogénique) OPD/ H,0,
Longueur d’onde pour la mesure de la DO 492 nm

Seuil de positivité 0,2
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Il. ANALYSE DE LA QUALITE DES PROTEINES
RECOMBINANTES SUR GEL DE POLYACRILAMIDE SDS-

PAGE
Avant d’utiliser les antigénes de T. solium produits sous forme de protéines
recombinantes solubles (T8, T14 et T18), il est nécessaire d’effectuer une migration
sur gel de polyacrilamide SDS-PAGE pour voir si elles ne sont pas dégradées. La
Figure 12 illustre, pour chaque antigene, la présence d’une protéine couplée a la
MBP a la taille attendue. Les masses moléculaires attendues sont respectivement de
42,51 kDa, 51,71 kDa, 51,63 kDa et 51,66 kDa pour la MBP seule, MBP+T8,
MBP+T14, et MBP+T18. Au cours de cette étape de vérification des protéines nous
avons constaté que (1) la protéine T14 se dégrade rapidement méme lorsqu’elle est
conservée a -80°C et que (2) en condition native (non-réduites), la protéine T18 tend
a se dimeriser (montré par une fleche). Cette dimérisation est fortement diminuée en
présence d’un agent réducteur (le fmercaptoéthanol ou le DTT) et n’interfére pas

avec I’antigénicité de la protéine.

PMVIERFETS 1 T14EHN 18FAMBP

Figure 12 : Identification des protéines recombinantes T8, T14, T18 et MBP aprées migration sur
gel SDS-PAGE (en présence de DTT) et coloration au bleu de Coomassie.

IV. VALIDATION DES PROTEINES RECOMBINANTES T8, T14
ET T18 PAR LA TECHNIQUE ELISA
1. Antigénicité et seuil de positivité
Dans un premier temps nous avons vérifi¢ par la technique ELISA 1’antigénicité de
chacune des protéines de T. solium produite sous forme de protéines recombinantes
solubles. Les résultats montrent que les sérums de porcs positifs en EITB-CS50 et en
ELISA-CS50 (porcs atteints de cysticercose : LNDV-283, Cel-2, Cel-3 et Cel-8)
contiennent des anticorps anti-T. solium capables de reconnaitre spécifiquement les
protéines recombinantes T8, T14 et T18. Toutefois cette reconnaissance est tres
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variable d’un sérum de porc a I’autre et les protéines T8 et T18 sont plus reconnues
que la protéine T14. Tous les seérums de porcs provenant de zone non-endémique
(sérums BELG-1 a 3) ne présentent aucune réactivité immunologique détectable

contre les protéines testées (figurel3).

Réactivité immunologique: CS50 et protéines recombinantes
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Figure 13: Analyse par ELISA de I’antigénicité des protéines recombinantes T8,
T18 et T14. Réactivités immunologiques des sérums de porcs atteints ou pas de

cysticercose.
Le seuil de positivité pour chaque protéine recombinante a été calculé a partir de 10
sérums négatifs en anticorps anti-T.solium venant de zone non-endémique a la

cysticercose (Belgique, sérums BELG1-BELG10).

Le Tableau 4 résume les valeurs des DO seuils obtenus pour chaque protéine

recombinante.

Tableau 4: Seuil de positivité des protéines recombinantes

T8 T14 T18
Moyenne des échantillons négatifs 0,0374 0,025 0,0318
Ecartype 0,058 0,044 0,042
DO seuil = Moyenne + 3x Ecartype 0,21 0,16 0,16
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2. Détermination de la spécificité et de la sensibilité des ELISA sur
protéines recombinantes

La sensibilité (capacité¢ d’un test a identifier correctement les individus malades
grace a une réponse positive) et la spécificité (capacité d’un test a identifier
correctement les individus non malades grace a une réponse négative) sont deux
parametres importants a déterminer lors de la validation d’un test de diagnostic
biologique. Le test de référence sérologique EITB-CS50 a été utilisé pour évaluer les
tests ELISA mis au point sur les 3 protéines recombinantes ciblées (T8, T14 et T18).
Les résultats obtenus avec la biobanque de sérum de porc sont montrés dans le
Tableau 5.

Tableau 5 : Nombre de sérums positifs par ELISA sur protéines recombinantes par

rapport au test de référence sérologique EITB-CS50
EITB-CS50 positif EITB-CS50 négatif

N=11 N =30
ELISA-TS 10 28
ELISA-T14 2 29
ELISA-T18 10 30

Ces résultats nous ont permis de calculer la sensibilité (VP/VP+FN) et la spécificité
(VN/VN+FP) pour chaque test ELISA en se basant sur le tableau de contingence

défini comme suit (voir Tableau 6).

Tableau 6 : Tableau de contingence pour le calcul de la spécificité (Sp) et de la

sensibilité (Se) des tests ELISA sur protéines recombinantes.

EITB-CS50 Positif =~ EITB-CS50 négatif

ELISA-T8 positif VP (n=10) FP(n=2)
ELISA-T8 négatif FN(n=1) VN (n = 28)
Total 11 30

VP : vrai positif, FP : faux positif, FN : faux négatif et VN : vrai négatif.

Exemple avec les résultats obtenus avec les ELISA-TS.
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Tableau 7 : Evaluation de la sensibilité et spécificité des tests ELISA réalisés avec

les trois protéines recombinantes de T. solium.

ELISA

T8 T14 T18
Sensibilité (Se) 90,9% 18,2% 90,9%
Spécificité (Sp) 93,3% 96,7% 100%

Les résultats obtenus montrent que, parmi les 3 protéines recombinantes ciblées, la
T18 et la T8 sont de bons marqueurs sérologiques pour la détection de la cysticercose
porcine avec un test ELISA-T18 présentant une Se de 90,9%et une Sp de 100% et un
test ELISA-T8 montrant une Se équivalente a la Se-T18 et une Sp de 93,3%. Les
réactivités anticorps avec la protéine recombinante T14 sont faibles ce qui ne permet
pas de distinguer les sérums de porcs positifs et négatifs pour la cysticercose et qui se
traduit par une trés faible sensibilité.

3. Etude des réactions croisees
Pour 1’étude des réactions croisées, 14 sérums provenant de porcs atteints de
Trichinellose (zoonose parasitaire tissulaire due & un nematode du genre Trichinella)
et indemne de cysticercose (porcs élevés en Belgique et infectés expérimentalement)
ont été testés par ELISA sur chacune des protéines recombinantes. Les résultats
obtenus montrent que parmi les 14 sérums testés, 6 contiennent des anticorps
capables de détecter la protéine T8. Aucune réactivité croisée n’a en revanche été

détectée sur les protéines T14 et T18.

L’ensemble des résultats obtenus au cours des tests de mise au point et de
validation des trois antigenes de T. solium produits sous formes de protéines
recombinantes solubles montrent que la protéine T18 serait un biomarqueur
intéressant a utiliser pour le développement d’un test de diagnostic pour la

cysticercose porcine.
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DISCUSSION

Les activités de recherches concernant la cysticercose humaine et porcine se
concentrent surtout sur des études épidémiologiques en vue de réduire la prévalence
de cette maladie dans les zones ou elle est endémique.

A Madagascar, a c6té des pathologies porcines les plus étudiees en santé animale
comme maladie de Teschen et la peste porcine Africaine (PPA), la cysticercose
préoccupe de plus en plus les services vétérinaires et les éleveurs. En effet, ces
derniers classent la cysticercose porcine au premier rang des pathologies qui frappent
I’espéce en termes de prévalence [prévalence estimée a 21% dans les abattoirs
d’Antananarivo (Porphyre et al., 2015)] et de la perte économique engendrée. De
surcroit, la cysticercose porcine a un impact majeur en santé Humaine.

A Theure actuelle, les techniques utilisées pour le diagnostic de la cysticercose
porcine sont le systéme de langueyage et 1’inspection post-mortem des carcasses de
viande. Toutefois, ces deux techniques, malgré leurs hautes spécificités (99-100%)

sont peu sensibles surtout lorsque les porcs sont peu infestés (Dorny, 2004).

Le sérodiagnostic pour la détection des anticorps anti-T. solium ou des antigénes
circulants de T. solium, est cotliteux et difficilement réalisables en zone d’endémies
car ils nécessitent du matériel et des réactifs spécifiques ainsi qu’un personnel
qualifié. Par conséquent, ces sérodiagnostics (Ag-ELISA, ELISA-CS50 et Western-
Blot/EITB-CS50) développés pour le diagnostic de la cysticercose Humaine doivent
étre adaptés aux analyses réalisés chez le porc. L’ELISA-CS50 et I’EITB-CS50
dépendent aussi d’une collecte périodique de parasites sur porc contaminé et de la
préparation de nouveau lot d’antigeénes ce qui ajoute une variabilité supplémentaire
dans la réalisation des tests. Pour finir, les réactivités immunologiques détectées par
EITB-CS50 (test de référence) sont souvent difficiles a interpréter car le niveau de
glycosylation des antigénes natifs joue sur la netteté et la masse moléculaire

apparente des bandes détectées.

Dans ce contexte, il est nécessaire de développer de nouveaux tests de diagnostic ou
d’améliorer les tests sé€rologiques existant pour le diagnostic de la cysticercose
porcine. Pour répondre a cette problématique, les travaux réalisés durant mon Master
visaient d’une part a adapter L’ELISA-CS50, utilisé pour le diagnostic de la

cysticercose humaine, a celui de la cysticercose porcine et d’autre part a développer
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de nouveaux tests sérologiques de type ELISA basés sur I’utilisation de trois
antigenes de T. solium produits sous forme de protéines recombinantes solubles (T8,
T14, et T18). Ces validations ont été réalisées en utilisant comme test de référence
I’EITB-CS50 associée a une inspection post-mortem approfondie des carcasses de
porcs. Les résultats préliminaires obtenus sont trés prometteurs avec la mise au point
d’un test ELISA avec la protéine T18 qui présente une spécificité de 100% et une
sensibilité de 90,9% sans cross-réactivités detectables avec des sérums de porcs

atteints de Trichinellose.

L’extrait antigenique CS50 est une combinaison d’antigénes glycosylés extraits de
cysticerques broyés puis fractionnés sur une colonne concanavaline
(Andriatsimahavandy, 2003). Concernant le test ELISA-CS50, des études ont
montrées que ses performances sont trés variables suivant le type d’antigéne utilisé,
les techniques de préparation de I’antigéne et selon qu’il s’agisse des infections de
terrains ou expérimentales (Tchamad, 2007). Une étude antérieure réalisée au sein de
I’IPM sur la situation épidémiologique de la cysticercose a montré que 1’antigéne
CS50, pour une DO seuil de 0,4 et une reproductibilité de 97%, présente une
spécificité de 97,4% et une sensibilité de 96,3% (Andriatsimahavandy et al., 2003).
Une autre étude faite sur des sérums de porcs a donné une sensibilité de 1’ordre de
71% avec une DO seuil 1.5 (Rasoamampianiana et al., 2012). Cette sensibilité est
élevée par rapport aux résultats d’autres études qui ont trouvé une sensibilité de
I’ordre de 55.5%. Ces résultats soulignent les variabilités de performances de cette
technique surtout chez le porc. Les mises au point réalisées sur ’ELISA-CS50 au
cours de ce Master nous ont permis d’améliorer le seuil de positivité (DO seuil =
0,2). Toutefois des expériences complémentaires restent a réaliser sur la biobanque
de sérums de porcs venant de zones non-endémiques (BELG1-BELGA40) afin
d’évaluer la sensibilité et la spécificité de I’ELISA-CS50-porc utilisant le nouveau

protocole établi. Des analyses seront aussi a réaliser sur différents lots de CS50.

Un développement de nouveaux tests ELISA utilisant des protéines recombinantes
solubles produites en systeme bactérien (appelées dans cette étude T8, T14 et T18) a
été initié durant ce Master. Ces protéines correspondent a la forme recombinante des
trois glycoprotéines (GP8, GP14 et GP18) majoritairement immunogéniques de

I’extrait de glycoprotéines de la CS50. Contrairement a la T8 et a la T18, les
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réactivites immunologiques obtenues avec des sérums de porcs atteints de
cysticercose sur la T14 sont trés faibles. Ces faibles réactivités anticorps (IgG)
détectées avec la T14 peuvent s’expliquer par le fait que la T14 est une protéine
instable qui se dégrade rapidement au cours du temps ce qui influe grandement sur la
qualité de la protéine au cours des ELISA. D’autre part les protéines produites en
systeme bactérien (Escherichia coli) ne sont pas glycosylées ce qui peut également
altérer leur antigénicité.

En utilisant des conditions optimisées avec chacune des trois protéines
recombinantes, la sensibilité et la spécificité des tests ELISA étaient de 91% et 93% ;
18% et 97% ; 91% et 100% respectivement pour les recombinantes T8 ; T14 et T18.
Ces tests de performance réalisés avec les 3 protéines montrent une sensibilité et une
spécificité plus importante avec la protéine recombinante T18. D’ailleurs, des études
ont montrées que cet antigéne s’avere €tre trés efficace pour induire des niveaux de
protection élevée apres vaccination chez le porc et serait étre impliqué dans la phase
active de I’infection (Sciuto et al., 2007; Gonzalez et al., 2008; Ramiandrisoa et al.,
2012, Aluja et al., 1996). Les différents tests préliminaires en ELISA et en EITB
décrit dans la littérature et utilisant des protéines recombinantes, ont montré une
specificité élevée mais avec une sensibilité¢ inférieure a celle de I’extrait de
glycoprotéines native CS50 (Dorny et al., 2003 ; Greene et al., 2000 ; Hancock et al.,
2003). Cette baisse de sensibilité est probablement due a ’absence de glycosylation
sur les protéines recombinantes produites et a leur utilisation de facon individuelle
dans les tests réalisés. Une combinaison de plusieurs protéines recombinantes
antigéniques pourrait étre envisagée dans les développements ultérieurs pour
améliorer la sensibilité des tests ELISA. De méme une production de ces protéines
recombinantes en utilisant des systéemes de productions eucaryotes a partir de cellules
de mammifere (HEK293, CHO, COS-7) ou d’insecte (S2, Sf9) assurant la plupart
des modifications post-traductionnelles (ponts disulfure, N- et O-glycosylation,
phosphorylation, etc) susceptibles d’étre importantes pour la structure ou

I’antigénicité des protéines produites.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La cysticercose est une parasitose endémique a Madagascar ou tous les facteurs de
risque permettant au parasite d’effectuer son cycle de vie et d’engendrer cette
parasitose sont présents. Elle est actuellement la cause majeure d’une perte financicre
pour les éleveurs et est responsable d’une épilepsie majeur chez 1’homme, elle
constitue donc un probleme de santé publique. Les méthodes de diagnostic actuelle
de la cysticercose porcine constituent soient essentiellement des méthodes tardives
détectant principalement les infestations massives (langueyage ou inspection de
carcasses) soient des méthodes lourdes realisables uniquement en laboratoire
spécialisé (EITB). Ainsi le contexte actuel nous invite & développer une nouvelle
technique pour faciliter le dépistage de cette maladie chez le porc. Notre but était de
valider trois protéines recombinantes T8, T18 et T14 par le test ELISA qui s’avére
étre une méthode simple et moins codteuse parmi les tests sérologiques disponibles
actuellement. Il a ét¢ démontré que la sensibilité et la spécificité d’un test varie d un
antigéne a I’autre. Notre étude nous a permis de caractériser 1’antigéne recombinant
T18 qui a été démontré comme étant I’un des antigénes impliqués dans la phase
active de la cysticercose porcine. Ces résultats constituent des données préliminaires
qui devraient étre poursuivies et validées avec une biobanque plus enrichie en serums
de porcs malades ou non de la cysticercose et avec des sérums mieux caractérisés en
EITB par vérification de la présence et de I'intensité des différents glycoprotéines
d’intérét. L étude de la spécificité devrait étre approfondie également utilisant une
biobanque riche en sérums atteints par d’autres maladies porcines (telles que
I’ascaridiose, trichurose, hydatidose et fasciolose). Des systemes eucaryotes seraient
aussi envisageables afin d’améliorer I’antigénicité de ces formes recombinantes.

La présente étude a été consacrée sur I’étude de I’antigénicité des trois protéines
recombinantes correspondant aux glycoprotéines majoritairement antigéniques
extraites de T. solium pour le développement d’un test de diagnostic de la
cysticercose porcine basé sur la technique d’ELISA. Apreés étude plus compléte et
validation, ces formes recombinantes peuvent étre utilisées pour palier au probleme
de disponibilité des matiéres premieres pour le développement d’un test de
diagnostic de la cysticercose porcine a Madagascar.

Ce travail de recherche a pour finalité de participer, par 1’intermédiaire de ces tests
de diagnostic, aux stratégies de contr6le et de lutte contre la propagation de la

cysticercose humaine et porcine a Madagascar.
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ANNEXE |

Protocole ELISA cysticercose CS50 appliqué avec les protéines recombinantes
L’ELISA comprend 7 étapes :
1 Sensibilisation de la plaque a ’antigene
. Diluer ’Ag en PBS a la concentration de 1pg/ml (préparer Sml /
plaque) et déposer 100uL /puits (voir schéma de la plaque)

. Incuber une nuit a 4°C
. Laver 4 fois 3min avec PBS-Tween
o Sécher sur un tas de papiers filtres.

2 Saturation de la plaque

o Déposer 150ul de tampon de saturation (PBS -T-régilait) dans tous les
puits
. Incuber 2 heures a 37°C

e Laver 4 fois3min en PBS -T Tween
. Secher des papiers filtres.
3 Dépot de I’échantillon
e Diluer les échantillons (Sérums) en PBS-T Tween -régilait: d=1/200 (4ul
sérum dans 800ul).
. Déposer 100ul des échantillons et 100ul des témoins (positif et

négatif) dans les puits (voir organisation de la plaque).

o Incuber 1 heure a température ambiante.
o Laver 4 fois3min avec PBS —Tween .
o Sécher des papiers filtres.

4 Addition du conjugué anti-porc (AC anti-lgGporc couplé a la peroxydase)
o Diluer le conjugué au 1/15 000 (1uL dans 15ml) avec le tampon PBS -
T- régilait
o Déposer 100uL par puits dans tous les puits sauf la premiere colonne
(blanc substrat).
o Incuber lheure a température 37°C.
o Laver 4 fois3min avec PBS —Tween.

o Sécher des papiers filtres.



5 Addition de la solution de substrat (OPD/H202)
Préparer (extemporanément) la solution substrat :

OPD 6mg (chambre froide)

H202 15ul (chambre froide)

Dissoudre dans le tampon citrate 12,5ml.

- Déposer 100ul de solution substrat par puits dans tous les puits méme dans le blanc
substrat (1 ere colonne)

- Incuber 20min a température ambiante

6 Arrét de la réaction immuno-enzymatique

- Ajouter dans chaque puits 100ul de 1’acide H2SO4 2,5N.
7 Lecture des densités optiques :

- Lire la plaque au Spectrophotomeétre



ANNEXE I1

Matériels et réactifs

« Matériels

e Plaque de microtitration a 96 puitsimmulon 2 (Thermo Scientific, 3455)
e Pipette « multicanaux » finnpipette

e Pipetman P10, P20, P200, P1000

e Laveur de plaques

e Lecteur de plaque (Labsystemmultiscan Plus)

e Verreries (ballon, Eprouvettes, Erlenmeyer 250ml)

o Boite de Pétri

e papiers filtres

e Lecteur de plaque

e Balance de précision

o,

« Réactifs

PBS ou Phosphate Buffered Saline pH=7,4

e Tween 20

e Caseine, Sérum Albumine Bovine (SAB), Régilait

e Conjugué anti-IgG porc marqué a la peroxydase

e Orthophenylénediamine (OPD), eau oxygénée (H202), eau distillée
e Acide sulfurique (H2SO4) 2,5N

¢+ Solution pour le test ELISA

Tampon de dilution de 1’antigéne : PBS
e Tampon de lavage : Tampon PBS-Tween

e Tampon de saturation, de sérum, de conjugué :
- Tampon PBS Tween 20, 0.05%, régilait 1%
- Tampon PBS Tween 20, 0,05%, caséinel%



e Tampon citrate / acide citrique, pH=5.5 stocker a +4°C
e Solution substrat - tampon citrate 12,5 ml

- OPD 6mg

-H202 15l

e Solution d’arrét : acide sulfurique 2.5N
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