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INTRODUCTION

La cysticercose, maladie causée par la forme larvaire de Taenia solium (T. solium), reste encore
de nos jours un probléme de santé publique dans plusieurs pays a faible revenu (Zafindraibe et al.,
2017). Avec la taeniase, elle forme un complexe parasitaire endémique dont plusieurs foyers ont été
identifiés en Amérique latine, en Asie et en Afrique (Sciutto et al., 2000). Selon 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), la cysticercose représente une pathologie potentiellement éradicable
mais encore négligée (Maguire, 2004). Cette maladie est due a différents stades de I’infection a T.
solium incluant le porc comme héte intermédiaire et ’homme comme héte définitif ou intermédiaire
(Maguire, 2004). Les porcs acquicrent la cysticercose en ingérant les ceufs de T. solium contenus
dans les feces du porteur de Teenia (Bouteille, 2014). Tandis que chez I’homme, la maladie est due
essentiellement a 1’ingestion d’eau ou d’aliments contaminés par les ceufs de T. solium, et parfois lors
de I’ingestion accidentelle d’ceufs de Teenia par auto-infestation (Bouteille, 2014). Cependant, un cas
de transmission mere-enfant a été rapporté (Aubry et Galzere, 2017). L agent causal (T. solium) de
la cysticercose est une réelle menace de santé publique et a également une répercussion sur la
production de viande porcine (Ngowi et al., 2013). Les muscles, les yeux et le systeme nerveux
central sont les zones de développement préférentielles des cysticerques (Robertson et al., 2013 ;
OMS, 2022).

La cysticercose reste le plus souvent asymptomatique lorsque la larve migre vers les muscles.
Cependant chez I’homme, la crise convulsive et la diminution de I’acuité visuelle sont les principales
symptomatologies apparentes respectives de la localisation neurologique et oculaire de la larve
(Jambou et al., 2017). L’OMS estime que T. solium affecte plus de 50 millions de personnes dans le
monde et entraine plus de 50 000 déces chaque année (Murrell et al., 2005), ainsi que
des « souffrances » économiques dans les populations défavorisées (Gabriél et al., 2016). Les
principales causes de décés dues aux maladies d’origines alimentaire sont le fait de ce parasite (OMS,
2022). Le nombre d’épileptiques est d’environ 50 millions dans le monde parmi lesquels 30 % des
cas sont dus a la neurocysticercose (NCC) (Ndimubanzi et al., 2010).

En Afrique, les personnes atteintes de cysticercose ont un risque de 3,4 fois plus élevé de
développer une épilepsie (Pion et al., 2010). Malheureusement en Afrique de 1’Ouest, les personnes
épileptiques souffrent de discrimination, de chbmage, de handicap et sont mises a 1’écart (Osakwe
et al, 2014).



La cysticercose est donc 1’une des causes majeures de déstabilisation familiale en Afrique. De
plus, elle entraine des pertes économiques pour les éleveurs du fait de la réduction de la valeur
marchande de la viande infestée ou de la saisie de ces viandes dans des abattoirs.

L’organisation mondiale de la santé juge éradicable la cysticercose humaine et porcine et mene les
luttes dans ce sens. Cependant, elle est confrontée, dans sa lutte, & un de manque de données
épidémiologiques.

L’OMS invite donc les chercheurs et les programmes nationaux de lutte contre les maladies tropicales
négligées a mettre a sa disposition les données fiables afin qu’elle puisse orienter ses plans de lutte
contre cette parasitose (WHO, 2018).

Le diagnostic de la cysticercose est difficile en raison de la faible spécificité des signes cliniques
et du délai d’apparition des symptdmes apres I’infection. Il se fait essentiellement chez I’homme par
I’imagerie, la sérologie et rarement par la biopsie-exérese du cysticerque (Anonymel, 2018). Tandis
que chez le porc, en plus des tests serologiques, les cysticerques sont diagnostiqués par la palpation
de la langue en « Ante-mortem » et I’inspection des carcasses en « post-mortem » (Gonzalez et al.,
1990).

L’imagerie médicale repose sur les techniques de Tomodensitométrie (TMD) et 1’'Imagerie par
Résonance Magnétique (IRM) (Porphyre, 2019). La TDM et I’IRM sont les techniques de choix qui
visualisent les cysticerques in situ et informent sur I’intensité de I’infection, la localisation des kystes
et le stade des lésions (Mahanty et Garcia, 2010).

La sérologie est basée sur les tests immunologiques comme I’Enzyme — linked Immuno
Electrotransfert Blot (EITB) et I’Enzyme-Linked-Immuno Sorbent Assay (ELISA), avec pour
objectif de mettre en évidence les anticorps et /ou les antigenes dans le sérum ou le liquide céphalo-
rachidien (LCR) (Willingham et Engels, 2006).

Quant a la palpation, elle consiste a palper et a explorer la face ventrale de la langue de I’animal a la
recherche des cysticerques (Gonzalez et al., 1990).

En ce qui concerne la méthode d’inspection des viandes, il s’agit de rechercher des kystes dans les
muscles et les visceres apres I’abattage de I’animal.

Dans les pays en développement, le colit exorbitant des techniques d’imagerie rend difficile ’acces
a ce type d’outil diagnostique (Michelet, 2010). Chez le porc, la technique de palpation qui est trés
spécifique mais peu sensible, ne permet qu’une détection des animaux massivement infectés et son
efficacité dépend de 1’expérience de vétérinaire ou de 1’assistant vétérinaire (Phiri et al., 2006a). En
ce qui concerne les tests sérologiques, les techniques ELISA et Western Blot restent les principales

techniques pour le sérodiagnostic de la cysticercose. Les méthodes immunologiques de détection



d’anticorps sont disponibles et simples a réaliser. Cependant, la persistance des anticorps peut
entrainer des erreurs de traitement (Michelet, 2010).
Des kits ELISA pour la détection d’anticorps en vue de diagnostiquer la cysticercose humaine sont
disponibles dans le commerce (Rodriguez et al., 2012), mais ces tests sont confrontés a un probléme
de réaction croisée avec les kyste de Teenia hydatigena et de Hymenolepis nana (Garcia et al., 2018).
A I’heure actuelle, les laboratoires de références utilisent les techniques sérologiques réalisées a
partir de I’antigéne natif de T. solium, pour le diagnostic de la cysticercose. Ces méthodes nécessitent
d’étre réalisées en laboratoire car elles requiérent entre autres un personnel formé, des équipements,
des réactifs et des consommables spécifiques.
Par ailleurs, les équipes de la Société Américaine d’Hygiéne et de Médecine Tropicale (ASTMH) et
de la Société Américaine des Maladies Infectieuses (IDSA) recommandent d’éviter les tests Elisa
utilisant les antigenes bruts pour le diagnostic de la neurocysticercose, en raison de leur faible
sensibilité et spécificité (White et al., 2018). La préparation des antigenes bruts differe également
d’un laboratoire a un autre et, entraine par conséquent, une variabilité des analyses intra et inter-
laboratoire (Jambou et al., 2017). Les tests de diagnostic sérologique existent, mais leurs réalisations
manguent de standardisation et de performances, notamment en raison de la qualité des antigenes. De
plus, ces tests ne sont réalisables que dans les laboratoires spécialisés donc peu accessibles aux
populations rurales. Or, ces derniéres sont plus soumises aux risques de la cysticercose.

Ces problemes ci-dessus égrenés pourraient étre résolus par [I’utilisation d’antigénes
recombinants. Le principe est d’utiliser les protéines antigéniques d’intérét, fabriquées par génie
génétique. Ces protéines recombinantes pourraient servir d’une part a la standardisation des tests
Elisa, et d’autre part au développement de tests de diagnostic applicables hors structure de soins
spécialisés, car il n’existe pas encore des tests de diagnostic rapide fiable pour le dépistage de la
cysticercose humaine et porcine.

Ce travail de recherche s’inscrit dans cette démarche d’amélioration du diagnostic sérologique de la
cysticercose. Il est basé sur I’étude d’une population rurale exposée au risque de la cysticercose d’une
part, la cysticercose humaine, et d’autre part sur une sérothéque constituée de sérums de porcs

collectés sur les porcs abattus dans trois abattoirs de la ville d’ Antananarivo, Madagascar.

L’objectif général de ce travail était de mettre en place les tests de diagnostic rapide (TDR) de la

cysticercose en utilisant les antigenes recombinants de Tenia solium.



Le développement de ces tests nécessite une étude préliminaire de la réponse immunitaire humorale

des sujets en contact avec le parasite. Ainsi, les objectifs spécifiques de cette présente étude sont :

1) Déterminer la séroprévalence de la cysticercose au sein des populations humaines des districts

sanitaires d’Agboville et de Dabou, au Sud de la Céte d’Ivoire.

2) Evaluer les facteurs de risques associés a la cysticercose humaine dans les districts sanitaires
d’Agboville et de Dabou, au Sud de la Cote d’Ivoire.

3) Déterminer 1’accord diagnostique entre le test Elisa et Western blot utilisant les antigénes

natifs pour le sérodiagnostic de la cysticercose humaine.

4) Déterminer comparativement la prévalence de la cysticercose porcine dans trois abattoirs

d’ Antanarivo, Madagascar, basée sur 1’inspection des carcasses et les tests sérologiques.

5) Evaluer les parameétres intrinséques de cing antigenes recombinants (T14, T18, R93, R914 et

R915) de Teania solium candidats pour le sérodiagnostic de la cysticercose humaine et porcine.



I. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I-1. Biologie de Tznia solium
I-1.1. Position systématique

Le vers Taenia solium appartient au regne Animal, a I’Embrechement des Platyhelminthes, a la
classe des Cestodes, sous-classe des Eucestodes, a 1’ordre des Cyclophyllidea, a la famille des

Taeniidea et au genre Taenia.
1.1.2. Morphologie
1.1.2.1. Vers adultes

En plus de T. saginata et T. asiatica, sur les 42 espéces actuellement recensées du genre Tenia, T.
solium fait partie des espéces ayant pour hote définitif ’homme (Nakao et al., 2010). Cependant, elle
est la seule espéce a adapter son stade larvaire chez ’homme (Michelet, 2010). C’est également la
seule espéce capable de causer la cysticercose chez I’homme (Flisser et al., 2004). La forme adulte
de T. solium ne se développe que dans I’intestin gréle de I’homme. Ce parasite strictement humain se
présente sous la forme d’un ruban aplati et segmenté en 800 anneaux ou proglottis. Pouvant mesurer
jusqu’a 8 metres au stade adulte, T. solium est blanc ou jaunatre opaque (Figure 1a) (Flisser et al.,
2004). Le scolex ou téte, sphérique d’un millimétre de diamétre, comporte quatre ventouses arrondies
et un rostre court muni d'une double couronne de crochets. Les crochets sont au nombre de 22 & 32
avec une alternance de gros crochets (160 a 180 um) et de petits crochets (110 a 140 pum), il est aussi
communément appelé ténia armé (Figure 1a). La durée de vie de T. solium est tres longue, elle peut

dépasser 10 ans (Lovadina, 2012).
1.1.2.2. Buf

L’ceuf de T. solium a un diamétre de 30 a 50 microns et est indiscernable de ceux des autres Tania
(Rahantamalala et al., 2016). Il est composé de I’extérieur vers I’intérieur, de deux coques : 1’'une
externe (membrane vitelline, translucide, et épaisse) rarement retrouvée car fragile et détruite dans le
milieu extérieur ; I’autre interne (brun sombre, radiée, résistante) délimitant un embryophore de forme
arrondie (Figure 1b) (Jambou et al., 2017). A la surface, on peut voir en microscopie Six crochets,
on parle alors d’un embryon hexacanthe (Rahantamalala et al., 2016). Ces ceufs peuvent survivre
dans le milieu extérieur pendant plusieurs mois et méme plusieurs années en restant infectants selon
les conditions d’humidité et de température (Storey, 1987). Apres ingestion, 1’oncospheére est libérée
de I’ceuf par I’action de la trypsine de I’estomac ; il traverse la paroi digestive et se localise dans les

tissus via la circulation sanguine (Porphyre, 2019).



A-Scolex B-Segments ou Proglottis

Figure 1 a. Taenia solium adulte (Garcia et al., 2003)
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Figure 1 b. (Euf de Taenia sp. (Rahantamalala et al., 2013)

Figure 1. Tenia solium adulte et ceuf de Teenia sp



1.1.2.3. Cysticerque

La larve (cysticerque) se présente dans les tissus comme un kyste et mesure de 8 a 12 mm de long
sur 5a 6 mm de large (Figure 2). Morphologiquement, on distingue quatre étapes de développement
du cysticerque (Figure 3) (Boussard et al., 2012 ; Rahantamalala et al., 2016 ; Jambou et al.,
2017):
> le stade vésiculaire ou le cysticerque est viable; il est rempli de liquide vésiculaire clair,
entouré d’une paroi fine et transparente et contient un scolex opaque ;
> le stade vésiculaire colloidal, correspondant a la nécrose du parasite qui rejette des antigenes
de lyse, associée a un processus inflammatoire ;
> le stade nodulaire granulaire: le kyste se rétracte, son contenu se minéralise et tend & apparaitre
granulaire. Ce stade est particulierement bien visible au scanner ou une image en anneau est
caractéristique (ring enhancement) ;
> le stade nodulaire calcifié : le matériel granulaire du stade précédent devient completement

minéralisé (collagéne) et la larve est plus petite. A ce stade, I’cedéme diminue.



Larves cysticerques

Figure 2. Larves cysticerques dans un muscle de porc, observation macroscopique (Boussard et al.,
2012 ; Jambou et al., 2017)



Figure 3. Images scanographiques cérébrales de malades atteints de neurocysticercose (A, B, C)
(Jambou et al., 2017).

Quatre stades d’évolution du parasite : parasite vivant scolex visible (1) ; parasite en cours de

dégénérescence (2) ; cedéme autour d’un parasite en cours de résorption (3) ; parasite mort calcifié¢ (4)



1.1.1.3. Cycle de vie de Tania solium

Le cycle de Taenia solium s’établit classiquement entre un carnivore/omnivore porteur du vers

adulte qui émet des ceufs, et un hote intermédiaire omnivore qui, apres ingestion des ceufs développent
des larves dans les muscles. Celui-ci sera alors mangé par I’omnivore. Pour T. solium, I’homme se
contamine par ingestion de la viande de porc crue ou male cuite et développe un téniasis (Figure 4)
(Flisser, 2006). Le vers atteint sa maturité apres deux ou trois mois (Rahantamalala et al., 2016).
Les ceufs libérés par le porteur contaminent 1’environnement. Le porc ingére les ceufs, dont la coque
est digérée dans 1’estomac ce qui libére des embryophores. Ces derniers vont passer a travers la paroi
stomacale et/ou intestinale et seront transportés par les vaisseaux sanguins. Ils vont se loger dans les
muscles squelettiques (surtout les plus actifs et plus vascularisés), sous la peau, dans le cerveau ou
les yeux et le cycle est bouclé. Chez le porc, le développement des kystes dure de deux a cing mois
et ceux-ci restent infectants pendant un an (Jambou et al., 2017). L’homme peut accidentellement
devenir un hote intermédiaire. 1l développera ainsi une cysticercose comme le porc. Chez I’homme
une fois dans la circulation sanguine, la migration de la larve se fera particulierement vers le cerveau,
les yeux, les muscles (Degiorgio et al., 2005). Deux modes de contamination ont été évoqués. La
plus fréquente est sans doute la contamination par ingestion d’aliments ou d’eau contaminés par des
ceufs de Taenia solium disséminés dans la nature par un autre humain porteur du ver adulte (péril
fécal) (Jambou et al., 2017). Par conséquent la présence du porteur dans 1’entourage est un facteur
de risque important de dissémination de la maladie. Les ceufs étant trés résistants, la contamination
par les légumes peut se faire a I’inverse a trés longue distance (Kozan et al., 2005).
La contamination par auto-infection est également possible que ce soit par voie exogéne (souillure
fécale, mains sales) ou endogene par digestion d’anneaux remontant de 1’intestin gréle dans I’estomac
suite a des mouvements intestinaux antipéristaltiques (Porphyre, 2019). L’homme peut rarement étre
atteint par les cysticerques et des coenures originaires des animaux domestiques, tels que les chats et
les chiens (Jambou et al., 2017).
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Figure 4. Cycle de vie de Tenia solium (Rasamoelina-andriamanivo et al., 2013)
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1.1.2. Epidémiologie et aspect clinique de la cysticercose

La cysticercose est une zoonose qui touche I’homme et le porc. C’est une parasitose cosmopolite
(OMS, 2014). Cependant, elle est endémique dans les pays en développement, laou il y a : un manque
d’hygiene, et 1a ou I’on pratique 1’¢levage de porc en divagation.

La clinique de la cysticercose, chez I’homme, est spécifique a la localisation de la forme larvaire
de Tenia solium tandis que le traitement et les outils de diagnostiques sont les mémes dans tous les
cas. Chez le porc, seule la cysticercose cutanée est observée. Il faut distinguer la cysticercose du
téniasis, qui fait suite a I’ingestion de la forme larvaire (cysticerques) contenue dans la viande de porc
ladre (atteint de la cysticercose) insuffisamment cuite. Dans le cas du téniasis , la forme adulte de T.
solium est retrouvée dans la lumiére intestinale de ’homme, ce qui fait de ’homme, I’h6te définitif

(Flisser, 1994). La teeniase (ou le taeniasis) est une maladie strictement humaine (Michelet, 2010).
1.1.2.1. Epidémiologie
1.1.2.1.1. Répartition géographique

La cysticercose affecte particulierement les régions rurales d’élevage intensif de porcs ou les
conditions d’hygiéne sont défectueuses, les installations sanitaires rares, la consommation de viande
ou les préparations a base de porc fréquentes et ou la promiscuité homme animal est treés importante
(Rajshekhar, 2010). Les foyers endémiques reconnus par I’OMS (Figure 5) sont I’Amérique
centrale et du sud (région des Andes, Brésil, Mexique, Amérique centrale), 1’Asie (Chine, Inde,
Papouasie Nouvelle Guinée, sud-est de 1’ Asie) et I’ Afrique (Afrique sub-saharienne) (Roman et al.,
2000 ; Sciutto et al., 2000). Dans ces régions, le porc est I’animal d’élevage de choix pour les
exploitants pauvres car il est bon marché et nécessite peu d’investissement pour le nourrir, souvent
laissé libre d’errer sur les terres ou il se nourrit de paturages, de racines et de reste d’aliments. Le
maintien et I’ancrage de la cysticercose dans ces régions sont dus a 1’abattage a la ferme des bétes
plutdt qu’a ’abattoir, ainsi que la consommation de viandes infectées et souvent mal cuites (Garcia

et al., 2003).
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Figure 5. Pays et zones exposés au Tania solium et a la cysticercose (OMS, 2022)
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En raison de conditions socio-économiques plus favorables, d’infrastructure existante et entretenue,
de conditions plus rigoureuses régissant 1’abattage des animaux et le commerce des viandes, la
cysticercose est rarement diagnostiquée en Europe centrale et Europe de I’est, dans les iles Caraibes
(excepté a Haiti), dans la pointe sud et le nord de I’ Amérique (excepté dans les états du sud-ouest des
Etats-Unis), en Australie, au Japon, en Nouvelle Zélande et dans les fles du Pacifique (Lovadina,
2012).

Grace a des pratiques religieuses ne permettant pas la consommation de viande de porc, la
cysticercose est rarement diagnostiquée en Israél, dans certains pays d’Afrique du nord, en Asie
centrale et dans le croissant méditerranéen oriental (Roman et al., 2000).

L’OMS estime a 50 millions le nombre d’épileptiques dans le monde dont 80% dans les pays en
voie de développement (prévalence de 4-13/1000 en Afrique subsaharienne) (Edwards et al., 2008;
Winkler, 2013). La part de la neurocysticercose (NCC) a ces épilepsies est estimée a plus de 30%
des cas (Ndimubanzi et al., 2010), soit une estimation de 2,56 et 8,3 millions de NCC pour 50 000
de morts par an (Winkler, 2013). En Afrique subsaharienne, 22% des cas d’épilepsies sont dus a la
NCC (Femi et al., 2020).

1.1.2.1.2. Mode de contamination

La cysticercose atteint les deux sexes ( Aubry et Gauzere, 2020). Elle est observée a tout age y
compris chez les nourrissons, avec un pic plus élevé chez les adultes d’dge moyen compris entre 35
a40ans (Jambou et al., 2017). Deux modes de contamination sont décrits chez I’homme (Garcia
et Brutto, 2005) :

» la contamination par ingestion d’aliments ou d’eau contaminés par des ceufs de T. solium
disséminés dans la nature par un autre humain porteur du ver adulte (péril fécal). La persistance des
ceufs dans les boues de fosses peut atteindre huit a dix mois. La présence de porteurs de T. solium
adulte dans I’entourage est le facteur de risque le plus important de contracter la cysticercose
(Lescano et al., 2009), comme par exemple les meres se contaminant avec les enfants lors du lavage
des fesses de leurs enfants;

» la Contamination par auto-infestation a partir des ceufs embryonnés produits par T. solium
hébergeé par le sujet lui-méme (digestion d’anneaux remontant de I’intestin gréle dans 1’estomac suite
a des mouvements intestinaux antipéristaltiques), ou auto-infestation par défaut d’hygiéne comme
chez les enfants.

Chez le porc, la transmission nécessite que I’animal ait acces a des matieres fécales humaines

(Copado et al., 2004). L’cau de boisson et/ou les aliments infectés par des ceufs de T. solium
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représentent d’autres sources de contaminations possibles (Dorny et al., 2009 ; Thompson et
Conlan, 2011).

1.1.2.2. Aspects cliniques

1.1.2.2.1. Cysticercose humaine

Chez I’homme, les larves sont retrouvées préférentiellement dans les sites (les muscles) ou le flux
sanguin est élevé (Boussard et al., 2012). Elles s’enkystent majoritairement dans le systéme nerveux
central, les muscles striés, les tissus sous-cutanés et les yeux mais peuvent étre retrouvées dans tout
I’organisme (Garcia et al., 2003). L’homme peut héberger un ou plusieurs centaines de cysticerques
dans divers tissus et organes. Le pouvoir pathogene des cysticerques est lié a leur localisation et la
gravité des manifestations peut dépendre de leur nombre. Les manifestations cliniques sont tres
variables et vont de la forme completement asymptomatique a des manifestations trés séveres
(Takayanagui et Odashima, 2006 ; Carabin et al., 2011).

Le délai entre I’infection et I’apparition des symptomes est variable, et les personnes infectées par la
cysticercose peuvent demeurer asymptomatiques pendant des années. Les formes cliniques les plus

observées sont : la neurocysticercose, la cysticercose oculaire et la cysticercose cutanée.
1.1.2.2.1.1. Neurocysticercose

La neurocysticercose est I’atteinte du systéme nerveux central par les larves de T. solium
(cysticerques) (Figure 6). Le systeme nerveux central est atteint chez 60 a 90 % des malades
diagnostiqués (personnes atteintes de la cysticercose). La période d’apparition de la symptomatologie
de la neurocysticercose peut varier de quelques mois a plusieurs dizaines d’années, méme s’il est
souvent impossible de déterminer précisément le moment de la contamination (Flisser, 1994). Les
manifestations cliniques sont d’expression trés variable et vont de la forme complétement
asymptomatique a des tableaux trés séveres mettant en jeu le pronostic vital (Takayanagui et
Odashima, 2006), selon le nombre, la taille, la localisation des lésions, le stade évolutif du parasite,
I’dge de I’hote et la variabilité de la réponse immunitaire déclenchée (Garcia et Brutto, 2000 ;
Fleury et al., 2004).

Plusieurs tableaux cliniques sont décrits, dominés par quatre symptomes évocateurs :

v’ des crises d’épilepsie d’apparition récente qui représentent le symptome le plus fréquent ;

v des céphalées invalidantes récentes et évolutives associées ou non a un syndrome
d’hypertension intracranienne ;

v’ des déficits neurologiques focaux et

v parfois des manifestations psychiatriques (Sciutto et al., 2000).
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Cysticerque

Figure 6. Localisation sous arachnoidienne (Bouteille, 2014)
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Les « crises d’épilepsie » surviennent majoritairement lorsque la dégénérescence des kystes
détermine une réaction inflammatoire, mais peuvent se manifester a n’importe quel stade de
I’infection larvaire notamment apres calcification. Elles sont de tous types, généralisées ou partielles,
mais dans la majorité des cas, il s’agit de crises généralisées.

L’« hypertension intracranienne », plus fréquente dans les formes extra parenchymateuses, peut
s’accompagner d’hydrocéphalie, qui peut étre aigué ou chronique. Elles correspondent a un effet de
masse selon la taille, le nombre de kystes, I’cedéme périphérique causé par la dégénérescence des
kystes ou a I’occlusion des voies de résorption du LCR par les kystes a localisation ventriculaire,
épendymaire ou sous-arachnoidienne (Sotelo et Cora, 1987). Les « signes focaux » sont souvent liés
au nombre, a lataille et a la localisation des parasites chez les malades (Boussard et al., 2012). Méme
si les signes au niveau du systeme pyramidal prédominent, presque tous les signes focaux ont été
décrits (hémiplégie, hémisyndrome sensitif, paralysie oculomotrice, mouvements anormaux
unilatéraux). Par ailleurs, des « manifestations psychiatriques » ont été décrites comme la dépression
ou des psychoses. Elles semblent indépendantes du nombre et du type de Iésions cérébrales (Forlenza
etal., 1997). A coté des tableaux majeurs, le signe d’appel amenant la consultation comprend souvent
des céphalées évolutives, inhabituelles, atypiques. Une forme particuliere mais rare est la
« cysticercose racémeuse ou méningo-basiliaire ».

Elle est caractérisée par une prolifération aberrante de kystes, Cysticercus racemosus, lobulés en «
grappes de raisin ». Selon Ranaivoson (2002), la neurocysticercose est plus observée chez les jeunes

dont 1’age est compris entre 11 et 20 ans.
1.1.2.2.1.2. Cysticercose oculaire

La cysticercose oculaire est due a la localisation de cysticerque au niveau de 1’ceil (Figure 7a). La
larve de T. solium est majoritairement responsable des parasitoses oculaires (Garcia et al., 2003). Par
le biais de I’artére ophtalmique, I’embryon parasitaire envahit I’ceil, et le cysticerque se développe
dans I’espace sous-rétinien ou au sein de I’humeur vitrée (on 1’y trouve flottant librement ou attaché
a la rétine) en cas de localisations intraoculaires ou au niveau de la paupiére supérieure, de la
conjonctive, du canal lacrymal ou de I’orbite en cas de localisations extra-oculaires (Lovadina,
2012). Les localisations extraoculaires représentent 10 % des formes oculaires (paupiere supérieure,
orbite, conjonctive...), les formes intraoculaires sont intravitréennes et sousrétiniennes (Chabasse et
al., 2010). Le symptome habituel de la cysticercose oculaire est une baisse unilatérale de 1’acuité

visuelle qui, dans la majorité des cas, est due a un cedéme papillaire (Burkhardt, 2010).
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1.1.2.2.1.3. Cysticercose musculaire et sous-cutanée

Sa découverte est le plus souvent fortuite, car asymptomatique (Bouteille, 2014). Les larves
peuvent se développer dans les muscles stri€s, qui peuvent tous étre envahis avec dans 1’ordre de
fréquence ceux des cuisses, des jambes, du bassin, des membres supérieurs (Figure 7b).

Les kystes apparaissent des mois ou des années aprés 1’infection initiale et leur nombre est variable
(Miura et al., 2000). Cette forme de cysticercose est plus fréquente en Afrique et en Asie, et est
rarement rencontrée en Amérique latine (Garcia et al., 2003).

1.1.2.2.2. Cysticercose porcine

Dans la majorit¢ des cas, la maladie est asymptomatique. En tout début d’infestation, le porc
présente une légére diarrhée due a I’irritation de la muqueuse intestinale (Rahantamalala et al., 2016
; Jambou et al., 2017). Une fois les cysticerques installés, des signes de myosite peuvent s’observer
se traduisant par des troubles de locomotion ou de la mastication. 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 (Figure 8) (Jambou et al., 2017).

Elle entraine une perte financiere importante pour les éleveurs.
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A : Cysticerque dans la chambre antérieure B : Cysticerque derriére la rétine

Figure 7a. Localisation oculaire (Bouteille, 2014)

Cysticerque sous-cutané

Figure 7b. Cysticercose sous-cutanée (Bouteille, 1987)

Figure 7. Localisation des cysticerques
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Figure 8. Cceeur d’un porc massivement infecté, observation macroscopique (Jambou et al., 2017)
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1.1.3. Diagnostic de la cysticercose

Compte tenu des manifestations cliniques non spécifiques de la neurocysticercose, et du délai trés
long d’apparition de signes aprés contamination, le diagnostic est difficile. Saran et al. (1998) ont
initialement montré 1’utilisation de la biopsie ou de la cytoponction a I’aide de fines aiguilles pour le
diagnostic de la cysticercose sous-cutanée et musculaire. Un ensemble de criteres diagnostiques a été
proposé par Brutto et al. (1996), et révisé en 2001 (Brutto et al., 2001), ainsi qu’en 2012 (Brutto,
2012) et 2017 (Brutto et al., 2017). Ces critéres sont basés sur des éléments cliniques, radiologiques,
immunologiques et épidémiologiques (Tableau 1). La classification comporte quatre catégories de
criteres (absolus, majeurs, mineurs, épidémiologiques), et propose trois catégories diagnostiques a
savoir :

» absence de neurocysticercose ;

» diagnostic probable de la neurocysticercose ;

» diagnostic definitif de neurocysticercose (Brutto et al., 2001).
Le diagnostic de la cysticercose repose sur I’imagerie, la sérologie, la biologie moléculaire et tres
rarement sur la biopsie-exérese du cysticerque (Anonyme 1, 2018). Chez le porc, en plus de la
sérologie et la biologie moléculaire, les techniques de langueyage (examen de la langue) et
I’inspection des carcasses sont utilisées, respectivement avant abattage et aprés abattage, pour le

contréle de la qualité des viandes vendues sur les marchés.
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Tableau I. Révision des critéres de diagnostic et des degrés de certitude du diagnostic

de la neurocysticercose (Brutto et al., 2017).

Critéres de diagnostic

Confirmation histologique du parasite dans une biopsie ou,

Mise en évidence de lésions kystiques comportant un scolex visible au scanner ou
a l'imagerie par résonnance magnétique (IRM) ou,

Visualisation directe de parasite sous-rétinien au fond d'ceil

Absolus

Lesions kystiques sans scolex discernable,

Majeurs de la Amélioration des lésions,

neurocysticercose | ésions kystiques mululobulés dans I'espace sous-arachnoidien,
Calcifications typiques du cerveau parenchymateux

Résolution des lésions kystiques aprés un traitement médicamenteux,
Confirmation de  Résolution spontanée de petites lésions améliorantes isolées,
la neuroimagerie  Migration des kystes ventriculaires documentée par des études de
neuroimagerie séquentielle
Hydrocéphalie obstructive (symétrique ou asymétrique)
ou augmentation anormale des
leptoméninges basales

Mineurs de la
neuroimagerie

Détection d'anticorps ou antigenes cystiques spécifiques par des tests

Majeurs . . . i -

ajeurs | immunodiagnostiques bien standardisés,
d'expositions ) .
cliniques Cysticercose en dehors du systéme nerveux central,

Preuve d'un contact domestique avec une infection a T. solium

Degrés de certitude du diagnostic

Un critére absolu,

Deux critéres principaux de neuroimagerie plus tout critere clinique ou d'exposition,
Un critere majeur de neuroimagerie et un critére de neuroimagerie confirmatoire,
Diagnostic plus tout critere clinique / d'exposition,
définitif Un critére majeur de neuroimagerie plus deux critéres cliniques d'exposition
(dont au moins un critére clinique / d'exposition majeur),
ainsi que I'exclusion d'autres pathologies produisant
des résultats de neuroimagerie similaires.

Un critére majeur de neuroimagerie plus deux critéres cliniques d'exposition,
Un critére mineur de neuroimagerie plus au moins un critére majeur de clinique
d'exposition.

Diagnostic
probable
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1.1.3.1. Imagerie

La Tomodensitométrie (TDM) et I’Imagerie par résonance magnétique (IRM) sont deux
techniques qui permettent d’identifier les cysticerques dans le cerveau mais également d’informer sur
I’intensité d’infection, la localisation des kystes et le stade des lésions (Willingham et Engels, 2006).
La TDM a une sensibilité et une spécificité de plus de 95 % pour le diagnostic de la neurocysticercose
(Michelet, 2010). Cette technique est plus adaptée pour la détection des kystes calcifiés (Mervis et
Lotz, 1980). Elle est I’examen réalisé en urgence pour visualiser les formes parenchymateuses de la
neurocysticercose (Lagueste, 2016). L’IRM est I’examen de choix pour visualiser des 1ésions dans
des espaces contenant du liquide céphalo-rachidien. Elle peut aussi servir a la détection du parasite
dans des zones sans communication avec le LCR comme I’ceil (Agrawal et al., 2013) ou les muscles
(Bhavin et al., 2005). Elle permet de visualiser tous les stades de la neurocysticercose
parenchymateuse a I’exception des calcifications et d’avoir une image pathognomonique de scolex
(dans 50 % des cas) (Talukdar et al., 2002).

L’IRM permet aussi de suivre la migration du kyste dans le cas de la neurocysticercose
intraventriculaire, de mesurer 1’étendue des 1ésions et de détecter une inflammation méningée ou
encore d’évaluer le caractére dégénératif d’un kyste (Martinez et al., 1995).

Les deux techniques d’imagerie ont un objectif commun, le suivi de 1’évolution des lésions sous
traitement afin de valider le diagnostic. Cependant, la TDM est plus performante que I’IRM quand
les lésions comportent des calcifications (Zhao et Xu, 1999). Dans les localisations musculaires, les
cysticerques se présentent comme des corps opaques aux rayons X, dits « en grains de riz », longs de

5a8 mm et larges de 2 a 4 mm (Boussard et al., 2012).
1.1.3.2. Immunodiagnostic

L’immunodiagnostic est basé sur la recherche d’Anticorps (Ac) et/ou d’Antigéne (Ag) dans les

liquides biologiques. L’immunodiagnostic peut se faire par deux techniques qui sont :
» Detection des anticorps (Ac)

Les Ac peuvent étre détectés dans le sérum et dans le LCR ainsi que dans la salive ou dans 1’urine
et dans le cas des cysticercoses ophtalmiques, dans les larmes (Sahu et al., 2008). La sensibilité des
méthodes d’immunodiagnostic dépend du stade de développement de la larve. Les cysticerques
calcifiés ou parenchymateux induisent de faible réponse immune humorale.

Différents antigénes sont testés dans 1’intérét d’améliorer la sensibilité et la spécificité des

sérodiagnostics.
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L’interprétation des résultats est délicate. La présence d’Ac sériques met en évidence 1’exposition
a Teenia solium mais ne permet pas de démontrer une infection aigué (Garcia et al., 2003). Par
ailleurs, les Ac peuvent persister longtemps apres 1’élimination du parasite.

Deux tests sérologiques sont d’utilisation courante : ’ELISA et le Western Blot (WB). Le dernier
test est le plus spécifique, et est généralement utilisé comme test de confirmation des résultats du test
Elisa.

e Test sérologique ELISA
L’Elisa est le test quantitatif utilisé¢ pour le dépistage. Plusieurs kits commerciaux existent utilisant
des antigenes totaux du parasite (Boussard et al., 2012; Jambou et al., 2017). La méthode de
référence de purification des antigenes est celle proposée par Tsang et al. (1989; 1991). Il existe de
nombreuses réactions croisées dont les plus décrites sont la bilharziose (Boussard et al., 2012;
Jambou et al., 2017), I’hydatidose (Boussard et al., 2012; Jambou et al., 2017; Garcia et al., 2018)
et chez les patients atteints de I’hyménolépsie (Garcia et al., 2018). Le test Elisa est largement utilisé
avec une sensibilité de 87 % et une spécificité de 97 % (Jambou et al., 2017).
e Test sérologique Western Blot

Le Western blot est le test sérologique le plus spécifique, comparativement au test ELISA, pour le
diagnostic de la neurocysticercose (NCC) (Jambou et al., 2017). Cependant, ce test connait
également les mémes différences entre Laboratoire portant sur la source d’antigéne (extrait total,
liquide vésiculaire, etc.) ou sur la méthode de fractionnement utilisée (lentil-lectin columns, sephadex
200G, etc.) (Jambou et al., 2017). L’antigeéne le plus utilisé reste la fraction glycosylée extraite selon
la méthode de Tsang et al. (1989). Sept bandes glycoprotéiques sont considérées comme spécifiques
de la cysticercose. Elles ont des poids moléculaires de 13, 14, 18, 21, 24, 39-42 et 50 kDa (Figure 9)
(Rodriguez et al., 2009; Boussard et al., 2012; Jambou et al., 2017). Le Western blot a alors une
spécificité de 100 % et une sensibilité de 98 % pour la détection des lésions multiples (Boussard et
al., 2012; Rodriguez et al., 2012; Jambou et al., 2017). Les écrits rapportent que ces parametres
intrinseques chutent (moins de 50 % des tests sont positifs) et les faux négatifs sont fréquents quand
la 1ésion est unique ou si les 1ésions sont calcifiées. La technique n’est pas considérée comme
spécifique si une seule bande réactive est détectée sur la bandelette de Western blot (Figure 9)
(Ndimubanazi et al., 2010). Certains tests ELISA utilisent des protéines recombinantes comme la P24
brevetée par le CDC mais avec une plus faible sensibilité, ou P8 et la GP50 (Bueno et al., 2005). Sur
une bandelette de WB, une cysticercose active est caractérisée par la présence des bandes de poids
moléculaire P13 et P14 (Andriantsimahavandy et al., 2003). Les tests sérologiques sont confrontés

a deux problémes majeurs qui sont : leur variabilité inter et extra laboratoire et les réactions croisées.
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(CDC, Reference) (Madagascar)

50 KDa 50 KDa » [
19-42 KDa 42 KDa » | |
|
24 KDa 24 KDa »
| 21 KDa >
18 KDa 18 KDa »
14 KDa 12/14 KDa »
+
+ -

A b

Figure 9. Bandelettes de Western Blot montrant les bandes des glycoprotéines

reconnues par les anticorps spécifiques (Jambou et al., 2017).

A : Bandelette de référence B : Bandelettes réalisées a Madagascar

Personne malade (+)  Personne saine (-)
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Les etudes antérieures ont montés une sensibilité similaire entre Ag-Elisa utilisant du sérum et de
I’urine avec une spécificité élevée lors de 1’utilisation de sérum (Mwape et al., 2011). Un test Ag-
Elisa positif indique probablement une cysticercose active. La réponse au traitement peut étre évaluée
par une diminution de 1I’Ag circulant (Garcia et al., 2000).
» Détection d’antigéne (Ag)

La détection des antigénes parasitaires fait partie du diagnostic direct du parasite, contrairement a
la recherche d’anticorps qui est une recherche indirecte. L’antigéne HP10 (Chung et al., 1999;
Fleury et al., 2007) et des antigenes sécrétés B158/B60 (Mwape et al., 2011) permettent de
diagnostiquer une cysticercose active car seuls les cysticerques vivants sécrétent I’antigéne (Fleury
et al., 2007). La détection se fait par un test Elisa de capture dans le sérum et le liquide cérébrospinale
(LCS) (Abraham et al., 2004). La réponse est proportionnelle a la taille et au nombre de cysticerques
(Abraham et al., 2010; Boussard et al., 2012; Jambou et al., 2017). Les antigénes peuvent étre
parfois détectable dans les urines (Parija et al., 2004). Les formes inflammatoires de la
neurocysticercose pourraient étre particulierement associées a la sécrétion d’antigéne (Fleury et al.,
2003). Etant donné que les symptdmes de la cysticercose apparaissent tardivement apres infection,
la méthode de détection d’antigeéne peut étre confrontée a un probléme de sensibilité, car les parasites

morts ne sécretent pas d’antigene.
1.1.3.3. Biologie moléculaire

La recherche d’ADN de T. solium dans le LCR n’est pas encore d’utilisation courante dans les
laboratoires, mais des techniques de PCR en temps réel sont en cours d’évaluation (Almeida et al.,
2006), ainsi que les PCR semi-nichée (Hernandez et al., 2008). L’ADN T. solium est également
recherché dans I'urine par les techniques de PCR conventionnelle (Toribio et al., 2019). Ces
techniques permettent de distinguer T. saginata de T. solium (Gonzalez et al., 2000).

Les PCR portent sur les génes différents, mais présentent toutes les mémes problémes que la
détection d’antigéne, car il n’est pas évident de trouver de I’ADN circulant dans les liquides

biologiques aprés la mort des parasites.
1.1.3.4. Examen de la langue ou langueyage et Inspection des viandes

L’examen de la langue constitue la seule technique classiquement utilisée sur le terrain pour la
détection de la cysticercose porcine avant 1’abattage. Cette méthode consiste a palper et a explorer la
face ventrale de la langue de I’animal a la recherche des cysticerques (Gonzalez et al., 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 1’animal est fortement infesté (Dorny et al., 2004). Les cysticerques sont
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palpables dés la deuxiéme semaine apres I’infestation puis visibles a I’ceil nu a partir de la sixiéme
semaine sous une forme ovale. La technique de palpation de la langue s’aveére 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., 2006a).
Cependant, elle est couramment employée par les éleveurs et les vétérinaires pour identifier les porcs
malades parce qu’elle est facilement réalisable et moins coliteuse que les autres moyens de diagnostic.
L’inspection des viandes (carcasses) dans les abattoirs consiste en la recherche des kystes dans les
muscles et les visceres aprés I’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
I’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).
Ces deux méthodes (langueyage et inspection des viandes) ont une haute spécificité, mais elles
constituent un moyen de diagnostic un peu tardif. De surcroit, la prévalence de la cysticercose est
souvent sous-estimée avec ces deux méthodes. Le développement d’autres moyens de diagnostic
s’averent donc nécessaires pour renforcer le diagnostic précoce de la cysticercose porcine et le

controle de la maladie.
1.1.4. Stratégie de lutte

Le traitement de la neurocysticercose est multimodal. Le schéma thérapeutique comporte un
traitement symptomatique par anticonvulsivants et antalgiques et un traitement étiologique par
antiparasitaire, auquel on adjoint le plus souvent une corticothérapie pour pallier les effets
indésirables du traitement antiparasitaire (Nash, 2003). Dans certains cas, la chirurgie est nécessaire.
L’utilisation d’antiparasitaires dans le traitement de neurocysticercose est controversée (Garcia et
Brutto, 2005). Les facteurs qui conditionnent le traitement sont la localisation anatomique des kystes,
leur stade d’évolution, leur nombre, leur taille, le degré de I’inflammation associée et la sévérité des
symptémes (Boussard et al., 2012). La présence de plusieurs kystes dans différentes localisations et

a des stades différents complique la prise en charge.

1.1.4.1. Antiparasitaire

Deux molécules sont aujourd’hui utilisées dans le traitement de la neurocysticercose : le
praziquantel et I’albendazole, qui présentent une bonne tolérance et un faible cott (Garcia et Brutto,
2003). Le traitement étiologique n’est jamais une urgence thérapeutique. La majorité des essais
montre une plus grande régression des cysticerques avec 1’albendazole, comparativement au

praziquantel (Sotelo et al., 1988; Cruz et al., 1991; Matthaiou et al., 2008; Thussu et al., 2008).
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De plus, il bénéficierait d’une meilleure diffusion au niveau cérébral (Jung et al., 1990). Cependant,
il est contre-indiqué dans la cysticercose oculaire, dans les encéphalites et en cas de charge parasitaire
¢levée (> 100 kystes), a cause du risque d’exacerbation de 1’inflammation et d’cedéme cérébral
(Brutto et Sotelo, 1988). 1l est sans intérét de recommander un traitement antiparasitaire a un patient
présentant que des calcifications, car le parasite est mort (Garcia et al., 2002; Riley et White, 2003;
Nash et al., 2006).

Dans le cas ou le patient présente les crises convulsives, le traitement antiparasitaire est associé a des
prises d’anticonvulsivants. L’antiparasitaire conseillé en association avec les anticonvulsivants est
I’albendazole car n’interagit pas avec eux, contrairement au praziquantel qui diminue leur taux
sanguin (Bittencout et al., 1992). Mais la conférence de consensus concernant le traitement de la
neurocysticercose recommande une approche individualisée (Nash et al., 2006).

Les deux antiparasitaires (albendazole et praziquantel) présentent similairement les mémes effets
indésirables, qui sont les troubles intestinaux. Cependant ils sont trés rares. En traitement de la
neurocysticercose, leurs tableaux posologiques se présentent comme suit :

e Pour le praziquantel, il est recommandé de prendre 50 mg/kg par jour en deux prises pendant
15 jours (Sotelo et al., 1990). Un traitement d’une journée est également possible, a raison de trois
doses de 25 mg/kg a deux heures d’intervalle (Corona et al., 1996). Au-dela d’une dose de 10 mg/kg
par jour, le praziquantel peut augmenter l’inflammation péricysticerquienne, causant une
symptomatologie neurologique (Boussard et al., 2012).

eEn ce qui concerne 1’albendazole, la posologie dans le traitement était de 15 mg/kg jour
pendant quatre semaines puis a été réduite a 15 jours et actuellement il semblerait qu’une durée de
sept jours soit suffisante (Sotelo et al., 1990).

Une des complications majeures du traitement antiparasitaire est la survenue d’une réaction
inflammatoire locale sévére. L’exacerbation des signes neurologiques survient entre le second et le
cinquieme jour de traitement. Pour pallier a cela, le traitement antiparasitaire s’accompagne d’une

courte corticothérapie (Jung et al., 2008).
1.1.4.2. Corticothérapie

La corticothérapie est instaurée géneralement deux jours avant le début du traitement et poursuivie
quelques jours apres (Garcia et al., 2002). Certaines localisations sont plus a risque : sous-
arachnoidienne, intraventriculaire, spinale ou lorsque le patient présente de multiples lésions
(Boussard et al., 2012; Jambou et al., 2017). L’inflammation peut conduire a un infarctus cérébral,
une hydrocéphalie aigue, une hypertension intracranienne ou encore a un cedeme massif. On utilise

la dexamethasone (0,2 a 0,5 mg/kg par jour), ou la prednisone (1 mg/kg par jour).
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Il est a noter que les stéroides diminuent les concentrations plasmatiques du praziquantel mais pas
de I’albendazole (Vazquez et al., 1987 ; Bittencourt et al., 1992). Chez les patients atteints d’une
encéphalite ou d’un cedéme cérébral sévere, les corticoides peuvent étre utilisés en association avec
un diurétique osmotique comme le mannitol a la dose de 2g/kg par jour.

Seule la neurochirurgie est recommandée dans le cas d’un patient que des calcifications (parasite)

(Rangel-castilla et al., 2009).
1.1.4.3. Chirurgie

La chirurgie est genéralement recommandée pour les kystes intraventriculaires, I'nydrocéphalie,
et lorsque le diagnostic n'est pas certain sur les études d'imagerie (Rajshekhar, 2010). Les indications
de la chirurgie sont donc aujourd’hui trés limitées. Les kystes du cinquieme ventricule induisent
fréquemment une hydrocéphalie et doivent étre dérivées soit par shunt ventriculopérationel, soit par
shunt ventriculo-atrial en urgence (Boussard et al., 2012). Cette chirurgie est cause d’un taux élevé
de mortalité dans les deux ans qui suivent la mise en place des drains, en raison des multiples reprises
chirurgicales liées au dysfonctionnement des shunts (Sotelo et Marin, 1987). L’administration d’une
corticothérapie chronique est parfois utilisée pour réduire le risque d’occlusion des drains. Les
techniques actuelles favorisent les procédures non invasives comme la résection neuroendoscopique
des kystes intraventriculaires. Ces derniers, lorsqu’ils sont accessibles, peuvent étre extirpés
chirurgicalement en condition stéréotaxique. Les résultats sont trés bons, et la morbidité est beaucoup
moins importante, par rapport aux autres approches neurochirurgicales (Rangel-Castilla et al., 2009).
Un geste de biopsie stéréotaxique peut également étre réalisé a visée diagnostique.

1.1.4.4. Prophylaxie

Le cycle de T. solium s’établit entre le porc (hdte intermédiaire) et I’homme (hote définitif /hote
intermédiaire). Une prophylaxie de la cysticercose est basée sur la Santé Publique dans une démarche
de « One-health ». En effet, il s’agit de stopper la transmission, d’une part en supprimant la
contamination humaine et d’autre part, en organisant la surveillance des porcs (Mukaratirwa et
Lekule, 2008; Gweba et al., 2010). L’homme porteur de teenia adulte, disséminant les ceufs dans la
nature, est le seul transmetteur de la cysticercose que ce soit & I’homme ou au porc. Les mesures
doivent donc inclure : 1) la lutte contre le péril fécal (éducation sanitaire, amélioration des systémes
de latrines...), 2) I’amélioration de la filiére porcine (modernisation de la filiere, inspection sérieuse
des viandes de porc) et 3) la réduction du réservoir de parasites chez 1’homme et chez le cochon. Ces
mesures semblent étre simples, mais leur mise en ceuvre est souvent difficile car le colt de ces

mesures peut étre élevé.
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La sensibilisation a la salubrité alimentaire des producteurs et des consommateurs de viande de porc,
constitue sans doute un moyen important pour la lutte contre la cysticercose en passant par des
encouragements économiques (Jayashi et al., 2012; Mwanjali et al., 2013).

1.1.4.5. Lutte contre le péril fécal

La prophylaxie est basée sur I’éducation a I’hygiene et sur le développement de 1’assainissement
destiné a interrompre ou a reduire le cycle de transmission directe interhumaine. La présence
conjointe des cochons et des hommes infectés souligne ces facteurs de risques environnementaux
(Sarti et al., 1992; Morales et al., 2008; Lescano et al., 2009).

Le role des déchets humains est trés important dans ce cycle de contamination (Cabaret et al., 2002;
Kelvin et al., 2012). Les campagnes de prévention, qui visent a enseigner les modes de transmission
du parasite, sont un bon exemple d’éducation pour la santé. Mais les mesures de contrdle de la
cysticercose en zone de transmission, portent également sur la lutte contre le péril fécal et le
renforcement de I’hygiéne de I’eau et des aliments (Kozan et al., 2005). Elles incluent I’aménagement
de latrines, le lavage des mains ou encore le traitement des eaux usées afin de protéger les cultures,
la neutralisation des excréments humains par de 1’eau de Javel ou de la chaux, ou encore la

réglementation voire I’interdiction de 1’'usage d’engrais humains en agriculture.
1.1.4.6. Amélioration de la filiére porcine

L’amélioration de cette filiere nécessite d’une part a pratiquer I’élevage en cluster (améliorer les
pratiques d’élevage) et d’autre part traiter les porcs, et contrdler la viande de porc avant sa mise sur
les marches.

» Amélioration des pratiques de I’élevage

C’est lorsque les porcs sont ¢€levés en totale liberté qu’ils se contaminent en mangeant des
excréments humains. Pour améliorer le contrdle des elevages de porcs, il faut limiter la divagation
des porcs (ne pas laisser les porcs se promener) et interdire I’abattage clandestin (hors les abattoirs
legalisés). Ces interventions ont permis une chute importante de la prévalence de la neurocysticercose
dans les régions tropicales, comme a la Réunion, mais elles sont peu suivies en zones africaine et sud-
américaine (Rahantamalala et al., 2016). La raison est a chercher dans 1’organisation méme de
I’élevage porcin dans ces zones (Drucker et al., 2006; Praet et al., 2009). Il faudra mettre les moyens
financiers a disposition des éleveurs afin de pouvoir mettre en enclos leurs animaux (les porcs en

divagations).
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» Traitement des porcs et controle des viandes

Pour controler la cysticercose, I’OMS propose la mise en ceuvre d une chimioprophylaxie pour les

porcs en paralléle du traitement humain (Gonzalez et al., 1997, 1998; Peniche-cardefia et al., 2002;
Pondja et al., 2012; Mkupasi et al., 2013). L’Oxfendazole est le médicament le plus efficace avec
une dose unique de 30 mg/kg (Gonzalez et al., 1997; Vargas-calla et al., 2015), avec un taux de
réussite de 100 % (Vargas-calla et al., 2015), sans aucun effet secondaire et en garantissant une
viande consommable (Rahantamalala et al., 2016). Douze semaines apres traitement, la viande
apparait saine avec parfois de petites cicatrices. Un traitement systématique par oxfendazole a 4 mois
ou a 9 mois, a montré son efficacité a réduire le risque de contamination pendant une durée de trois
mois apres traitement (Pondja et al., 2012). Cependant, quatre semaines apres traitement, des kystes
viables sont retrouvés (Gonzalez et al., 1998). La disparition des kystes peut nécessiter jusqu’a 26
semaines (Sikasunge et al., 2008).
Les études sur les résidus médicamenteux, montrent qu’une période de clairance minimale de 17
jours devrait étre préservée avant que la viande ne soit mise a la consommation (Moreno et al., 2012).
L’ivermectine n’est pas efficace (Mkupasi et al., 2013), alors que I’albendazole seul ou associe au
praziquantel, réduit sensiblement le nombre de kystes dans les muscles et le cerveau (Gonzalez et
al., 2012). La vaccination des cochons pourrait &tre un outil utile pour le contrdle de la cysticercose
dans les élevages porcins (Lightowlers, 2010; Gauci et al., 2012).

Le contrble des viandes est basé sur le diagnostic post-mortem (palpation de la langue et /ou
inspection de la viande) se pratiquant au niveau des abattoirs mais également au niveau des marcheés
(Goussanou et al., 2013). Cette méthode diagnostic consiste a rechercher les cysticerques par
I’inspection des viandes. Elle est invasive et peu sensible dont la sensibilité est tres corrélée aux
compétences du manipulateur (Jambou et al., 2017). L’efficacité de cette inspection dépend
¢galement du degré d’infection des porcs, alors qu’en zones rurales d’ Afrique et d’Amérique du Sud,
les infestations peuvent étre l1égeres. Une étude a néanmoins estimé que 10,6 % des kystes seraient
mis en évidence par une méthode d’inspection conventionnelle (Boa et al., 2002). Par ailleurs, les
procédures actuelles d’inspection des viandes ne sont pas a elles seules suffisantes pour détecter tous
les cas de cysticercose porcine dans les abattoirs et nécessitent d’étre modifiées, ou devraient étre
complétées par d’autres méthodes (Sithole et al., 2019). Pour une bonne surveillance des viandes sur
les marches, des méthodes biologiques pourraient donc étre utilisées, mais leur mise en place parait
difficile dans les pays a faible moyens de revenus (Joshi et al., 2003; Abuseir et al., 2007). Dans les
pays en développement, il n’est pas rare de constater une insuffisance d’abattoirs, ce qui justifie
I’abattage des animaux se faisant le plus souvent en dehors des circuits officiels, hors de toutes

inspections.
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1.1.4.7. Réduction du réservoir du parasite

Pour réduire le réservoir de T. solium, les Etats doivent rééduquer leur population sur les bonnes
pratiques d’hygiéne alimentaire. Ils doivent également mettre en place une politique de lutte contre
le taeniasis. Le taeniasis est généralement asymptomatique et ne nécessite pas de consultation
médicale, il est donc difficile d’enregistrer les cas de porteur du parasite. Cependant, une politique de
lutte contre le taeniasis est le traitement de masse des individus a risque de cette maladie (Cruz et al.,
1991). Il s’agit de distribuer les déparasitant aux populations a risque. Selon Rahantamalala et al.
(2016), I’éducation aux bonnes pratiques d’hygiene alimentaire est basée sur : i) une cuisson
suffisante de la viande de porc (les cysticerques sont tués entre 45 a 50°C, ii) congélation de la viande
(au moins quatre jours a une température de -10 °C), iii) éviter de consommer des charcuteries crues

ou fumées (la fumure et la salaison n’étant pas toujours suffisantes pour détruire les cysticerques).
1.1.5. Systéme immunitaire

Le systéme immunitaire peut étre défini comme une machine sophistiquée qui est composée d’une
défense de premiére ligne appelée immunité non spécifique ou “innée* et d’une immunité capable de
s’adapter a des variations rapides des agresseurs appelées immunité “adaptative* ou spécifique. Il
contribue au maintien de ’intégrité de l’organisme par I’exclusion des constituants étrangers
(microorganismes, greffes) et de constituants du “soi” modifiés. La notion « immunité » renvoie a
I’idée selon laquelle un organisme dispose d’une capacité de réagir a un pathogéne (agent infectieux)
afin d’échapper a la pathologie (Pradeu, 2007). Le systeme immunitaire dispose de deux grands
moyens de défense : I’immunité innée et I’immunité adaptative. Contrairement a I’immunité
spécifique (adaptative) qui ne peut défendre 1’organisme que d’une agression spécifique, la réponse
immunitaire innée défend 1’organisme contre toutes sortes d’agression. La réponse adaptative ou
spécifique, spécifique de I’antigéne, est mise en place lorsque la réponse innée est insuffisante. Les

deux types de défense immunitaire seront brievement présentés dans cette partie.
1.1.5.1. Immunité naturelle ou innée ou non spécifique

L’immunité innée repose sur des cellules (macrophages, cellules dendritiques, polynucléaires,
mastocytes) qui ont la capacité de phagocyter “I’intrus* et de produire des médiateurs de la phase
inflammatoire aigué qui comprennent des médiateurs anti-inflammatoires (enzymes, peptides anti-
microbiens, radicaux libres), et des facteurs vaso-actifs et chimiotactiques qui doivent faciliter
I’afflux de cellules de I’'immunité (Kouassi et al., 2003). Cette immunité s’exprime toujours de la
méme maniére quel que soit 1’agresseur et ne conserve pas de memoire, elle existe avant tout contact
d’agent infectieux, et est immédiate, spontanée et rapide dés I’intrusion d’un élément étranger dans
I’organisme et quel que soit cet agresseur (virus, bactérie, parasite).
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Elle érige deux « barricades » : la premiere ligne de défense est assurée par la peau et les muqueuses
intactes. La deuxieme ligne défense, mobilisée lorsqu’il y a une bréche au niveau de la premiére ligne,
faisant intervenir des substances pour empécher les envahisseurs de se répandre dans 1’organisme.

Dans ce paragraphe, nous parlerons essentiellement de la deuxi¢me ligne de défense. L’organisme,
dans le cas de la deuxiéme ligne de défense, fait recours a un grand nombre de moyens cellulaires et
chimiques non spécifiques pour assurer sa protection. Ce sont en particulier les phagocytes, les
cellules tueuses naturelles, les protéines antimicrobiennes et la fievre (Nicolas, 2007). Le mécanisme

utilisé par I’organisme dans cette seconde ligne de défense est appelé la phagocytose.

La phagocytose est le processus biologique par lequel les macrophages internalisent de larges
particules menant a leur destruction et élimination de I’organisme (M’barek, 2015). Ce mécanisme
est initié suite a la reconnaissance spécifique d’un large éventail de récepteurs extracellulaires
présents a la surface des macrophages. Ce systeme de reconnaissance est inhérent a la défense
immunitaire innée (Owen et al., 2013). La phagocytose peut étre séparée arbitrairement en trois
étapes (Figure 10) : adhésion, ingestion et devenir de la substance internalisée ou phase de

dégradation (Raichvarg et al., 1981).
» Adhésion

Elle correspond a la mise en contact de la particule a ingérer avec un prolongement de la membrane
cellulaire et implique la reconnaissance du substrat par la cellule. Cette phase s’effectue grace a des
récepteurs des micro-organismes étrangers ou de cellules sénescentes présents a la surface du
macrophage, ou par I’intermédiaire des récepteurs aux opsonines.

» Ingestion
La phase d’ingestion aboutit a la formation du phagosome, couramment appelé sac pour manger.

» Dégradation
La dégradation est effective grace a divers enzymes qui s’accumulent dans le phagosome suite a sa

fusion avec les lysosomes.
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Figure 10. Représentation schématique du processus de phagocytose (Robbins et al., 2012).
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1.1.5.2. L’immunité adaptative ou spécifique

Elle intervient en complément de I’'immunité innée lorsque celle-ci n’est pas parvenue a éliminer
I’agent infectieux qui prend de I’ampleur et menace de se propager au sein de tout I’organisme. Cette
prise de relai est possible grace a des cellules sentinelles (cellules dendritiques immatures) qui sont a
I’interface entre I’immunit¢ innée et adaptative car ce sont elles qui sont responsables des mécanismes
initiateurs de la réponse immunitaire adaptative (Ghenassia, 2015). En effet, ces cellules ont pour
role de rechercher les corps étrangers ou fragments de cellule apoptotique pour les capturer par
endocytose, phagocytose ou pinocytose (Ghenassia, 2015). Aprés digestion de 1’élément étranger,
les cellules dendritiques immatures se transforment en cellules présentatrices d’antigéne (CPA). Ces
cellules se dirigent vers des ganglions pour présenter un peptide (un antigéne) provenant du corps
étranger a des lymphocytes logés dans ceux-ci.

Selon Ghenassia (2015), la stabilité et le bon fonctionnement de cette immunité reposent
principalement sur la communication entre trois principaux acteurs cellulaires : les cellules
dendritiques, les lymphocytes T et les lymphocytes B. L’immunité adaptative peut étre a médiation
humorale et/ ou a médiation cellulaire. La réponse humorale est caractérisée par la production
d’anticorps spécifiques a I’agresseur. En effet, les lymphocytes B sont activés soit directement par
I’antigéne ou soit stimulés par les cellules auxiliaires (CD4).

Quant a la réponse a médiation cellulaire, elle est caractérisée par la production des lymphocytes
cytotoxique (LTc), capables d’attaquer les cellules anormales et les détruire. En effet, les LTc activés
patrouillent la voie sanguine, la voie lymphatique et les organes lymphatiques a la recherche d’autres
cellules qui portent des peptides antigéniques, qu’ils peuvent reconnaitre spécifiquement. Cependant
dans les deux cas de réponse, trois grandes phases sont observées (Figure 11) :

o la reconnaissance de I’antigéne par les lymphocytes spécifiques, la sélection clonale,

o la fixation de I’antigéne sur les anticorps membranaires induisant leur multiplication, la
prolifération clonale, la différenciation cellulaire. En effet, une partie des lymphocytes (LT et LB)
sélectionnés se différencie soit en plasmocytes pour produire les anticorps spécifiques (cas réponse a
médiation humorale), ou soit en LTc préts a détruire les cellules infectées. Apres activation, une partie
de ces lymphocytes se transforme en plasmocytes pour produire les anticorps spécifiques pour
détruire I’agent infectieux, et le reste de ceux-ci se transforme en cellules mémoires qui iront ensuite
se loger dans la moelle, et prétes a réagir suite a une éventuelle réinfection. Et 1’autre partie se
transforme en cellules mémoires, capables d’agir plus rapidement et efficacement contre le méme

agent pathogene lors d’une éventuelle réinfection.
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Figure 11. Différentes phases de la réponse adaptative. Adapté de Jane B. REECE et autres, Campbell
Biology.
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En biologie santé, le sérodiagnostic consiste a rechercher, a partir d’un liquide biologique, les
anticorps et / ou les antigénes spécifiques a un agent pathogéne. Cela est possible grace a I’interaction
entre les anticorps (agents défenseurs synthétisés par le systeme immunitaire) et les antigenes
(protéines synthétisées par I’agent pathogéne) qui leurs sont spéecifiques.

1.1.6. Principe des tests serologiques

Les tests serologiques détectent les anticorps et / ou les antigenes circulants spécifiques a un agent
pathogéne donné. La littérature révele qu’il existe plusieurs techniques immunologiques pour le
sérodiagnostic de la cysticercose. On retrouve entre autre la fixation du complément,
I’hémagglutination, I’agglutination sur latex, les techniques immunoblot et les techniques ELISA
(Gonzalez et al., 1990; Mandal et al., 2006). Cependant, deux de ces technigques sont plus utilisées :
le test Elisa du fait de sa simplicité et de son faible codt, et le Western Blot qui peut représenter une
sensibilité allant jusqu’a 98 % et une spécificité proche de 100 % (Tsang et al., 1989). Le test Western
blot, grace a sa haute spécificité, est consideré comme la technique de référence pour confirmer les

résultats positifs a 1’Elisa.

1.1.6.1. Principe du test ELISA

Il s’agit d’une technique immuno-enzymatique qui permet la détection des anticorps et / ou des
antigenes dans un échantillon biologique. La réaction fait appel aux anticorps et /ou aux antigénes
spécifiques de 1’antigéne et / ou de I’anticorps (ceux recherchés) et a des anticorps couplés a une
enzyme, spécifiques du complexe immun formé (Anonyme 2, 2007). La réaction enzymatique
produite crée une coloration quantifiable par spectrophotométrie. 1l existe différents types de tests
Elisa, cependant nous parlerons que de la technique du test Elisa indirect (consiste a détecter les
anticorps) car elle seule a été appliquée pour la réalisation de nos travaux. Le test Elisa indirect se
réalise en quatre principales étapes, avec au moins un cycle de lavage aprés chaque étape, excepté la
derniere étape (figure 12) :

1) Fixation de I’antigéne : L’antigéne connu, spécifique a 1’anticorps recherché, est incubé sur
une plaque de microtitration. L’antigéne va se fixer de maniére €lectrostatique au fond des puits ;

2) Fixation de D’anticorps a doser : On incube notre €échantillon a doser (sérum contenant
I’anticorps), les anticorps spécifiques vont se fixer aux antigenes ;

3) Fixation de I’anticorps de détection : On incube ensuite un anticorps secondaire couplé a une
peroxydase. C’est un anti IgG qui va donc reconnaitre 1’anticorps primaire ;

4) Révélation : On incube un substrat spécifique a 1’enzyme qui, si la réaction est positive
(présence de 1’anticorps ou antigene recherché), va étre transformé et induire une coloration
(Anonyme 2, 2007). L’intensité de la coloration est proportionnelle 4 la quantité d’enzyme présente

et donc a la concentration d’anticorps recherchés.
37



Fixation de l'antigéne Liaison de l'anticorps Liaison de l'anticorps Addition du substrat pour
spécifique a l'antigéne conjugué & Venzyme produisant
lanticorps spécifique une substance colorée

Figure 12. Différentes étapes de la technique Elisa indirect. (Anonyme 2, 2007).
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1.1.6.2. Principe du test WESTERN BLOT

Le western blot (également appelé technique des immuno-empreintes), est une méthode
de biologie moléculaire permettant la détection et I'identification de protéines spécifiques dans
un échantillon biologique a I’aide d’anticorps dirigés contre ces protéines que 1’on souhaite
détecter (Anonyme 3, 2016). Il permet ainsi de visualiser des protéines particulieres dans un
mélange complexe. Le western blot se déroule en trois grandes phases : la séparation
électrophorétique des protéines, le transfert des protéines sur membranes et la révélation
immuno-enzymatique des protéines recherchées.

. séparation électrophorétique des protéines : des échantillons protéiques sont déposés sur
un gel d'électrophorése et sont séparés en fonction de leur poids moléculaire. Pour cela,
un courant électrique est appliqué dans le gel. Plus les protéines ont une taille importante, moins
elles migrent vite ;

. transfert des protéines sur membrane : a I’aide d’un courant continu, les protéines sont
transférées (de la borne négative vers la positive) sur une membrane qui peut étre composée de
nitrocellulose ou de polyfluorure de vinylidene (PVDF). La fixation des protéines a la
membrane se fait grace a des interactions hydrophobes et ioniques entre la membrane et les
protéines ;

. révélation immuno-enzymatique : les protéines ainsi transférées sont mises en contact
avec les anticorps d’intérét, contenu éventuellement dans le sérum. Le complexe antigéne-
anticorps éventuellement formé est lié ensuite par un anticorps couplé a une enzyme émettant
un signal photométrique ou colorimétrique, ou bien des photons.

La technique de western blot est utilisée pour la recherche des protéines d’intérét.
1.1.7. Evaluation des performances d’un test diagnostique

Les performances d’un test se mesurent par rapport a un test de référence, gold standard en
anglais, permettant de distinguer les patients malades des non malades avec un risque d’erreur
nul ou négligeable (Albert-chapentier, 2010).

Les résultats des tests (test évalué et gold standard) classifiant des patients en malades et non
malades peuvent étre résumés dans un tableau de contingence (Tableau 1) (Albert-
chapentier, 2010).

Les qualités diagnostiques des tests sont de deux types, intrinséques et extrinseques. Les

qualités intrinséques sont propres aux caractéristiques du test tandis que les extrinséques sont

liées a la prévalence de la maladie dans la population de 1’étude (Albert-chapentier, 2010).
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Tableau I1. Tableau de contingence

Patients malades Patients non malades
Test positif Vrais positifs (VP) Faux positifs (FP)
Test négatif Faux négatifs (FN) Vrais negatifs (VN)
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Les qualités intrinseques du test sont : la spécificité (Sp), la sensibilité (Se), le rapport de
vraisemblance (RV), I’indice de Youden et Courbes Receiver Operating Characteristic (ROC).

Dans le cadre de notre étude, nous nous intéresserons qu’aux qualités intrinseques du test
diagnostique excepté de la valeur ROC car elle est utilisée dans le cas d’un test quantitatif. En
effet, étant donné que les qualités extrinseques varient en fonction de la prévalence de la
maladie dans une population d’étude, il est sans intérét d’évaluer ces paramétres en cas d’une

¢tude d’expérimentation au laboratoire.
1.1.7.1. Qualités diagnostiques propres des tests ou validité intrinséque
1.1.7.1.1. Spécificite et Sensibilité
v Spécificité (Sp)
La sensibilité se definit comme étant la probabilité du résultat négatif du test (T-) chez les sujets
non porteurs de la maladie (M-) appelée également taux des vrais négatifs (Albert-charpentier,

2010). Elle s’exprime comme suit :

VN
Sp =p(T-/M-) =
VN + FP

VN : Vrais négatifs ; FP : Faux positifs

v’ Sensibilité (Se)
La spécificité se definit comme étant la probabilité du résultat positif du test (T+) chez les sujets
porteurs de la maladie (M+) selon le résultat du gold standard (Albert-charpentier, 2010). Elle

s’exprime comme suit :

VP
Se =p(T+/M+) =
VP + FN

VP : Vrais positifs ; Faux négatifs

La Sensibilité et la spécificité ne dépendent pas de la prévalence de la maladie et sont fixées
pour une maladie donnée. Pour une pathologie donnée, on peut observer des variations de
sensibilité ou spécificité en fonction du type de population dans laquelle elles sont mesurees.
Plus la maladie est grave plus la sensibilité sera élevée et la spécificité basse (Albert-
charpentier, 2010). Cependant ces variations ne sont pas a proprement parler des biais car elles
ne sont pas secondaires a une erreur méthodologique mais a une variation des caractéristiques
de la population (Elie et Coste, 2008).
Dans la littérature, des études antérieures ont défini les situations dans lesquelles la sensibilité
ou la spécificité sont a privilégier (Grenier, 2006). Selon ces études 1’on privilégie la :

% sensibilité quand :
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-le but de la démarche diagnostique est d’exclure la maladie.
- la maladie est d’autant plus curable que le traitement est plus précoce.
- un résultat faussement positif n’a pas de conséquence sérieuse.
- la maladie est rare et dans une situation de dépistage.
% spécificité quand :
- le but de la démarche diagnostique est d’affirmer ou de confirmer le diagnostic.
- le risque d’un résultat faussement positif est grave et n’est pas acceptable.
- la maladie est incurable.
A ces criteres de choix de spécificité ou sensibilité s’ajoute le cotit du test. Par ailleurs, un test
tres sensible ou trés spécificité mais trés colteux ne serait pas profitable a tous.

Dans la présente étude, pour la cysticercose humaine, la spécificité a été privilégiée car nous
envisageons de développer un test de screening pour exclure les non malades afin d’aider le
clinicien a orienter les patients positifs vers les centres spécialisés pour la réalisation d’une
radiologie (IRM). Dans le cadre de la surveillance de la viande de porc ladre, I’accent a été mis

sur la sensibilité, dans 1’intérét de ne pas rater d’animaux infectés.
1.1.7.1.2. Rapports de vraisemblances

Le rapport de vraisemblance (RV) est I’estimation du rapport entre la probabilité d’avoir un
test positif (ou négatif) chez les sujets malades et celui d’avoir un test positif (ou négatif) chez
les sujets sains (Nendaz et Perrier, 2004). De fagon plus explicite, le rapport de vraisemblance
positif (RV+) est le rapport entre la probabilité chez un malade d’avoir le test positif et la
probabilité d’un non malade d’avoir le test positif.

Se
RV* =
1-Sp
Et le rapport de vraisemblance négatif (RV-) est le rapport entre la probabilité d’avoir un test

négatif chez un individu sain et la probabilité¢ d’un malade d’avoir un test négatif.

1-Se
RV =
Sp
Le rapport de vraisemblance combine donc la sensibilité et specificité et permet de juger

I’apport diagnostique d’un test. L’apport diagnostique d’un test biologique en fonction du

rapport de vraisemblance se résume dans le tableau I11 (Albert-charpentier, 2010).

42



Tableau I1l. Apport diagnostique d’un test en fonction de la valeur rapport de vraisemblance

positive ou rapport de vraisemblance négative

RV* RV Apport diagnostique
>10 <0,1 Tres fort
5-10 0,1-0,2 Fort
2-5 0,2-0,5 Moderé
1-2 0,5-1 Faible
1 1 Nul

RV™ = rapport de vraisemblance positive ; RV" = rapport de vraisemblance négative
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1.1.7.1.2. Indice de Youden

L’indice de Youden se calcule par la relation Se + Sp -1 et permet de juger la qualité diagnostique
d’un test d’analyse biologique (Delacour et al., 2005). En effet, un test est meilleur lorsque son indice
de Youden est plus proche de 1 et il est dit parfait lorsque cet indice est égal a 1

(Landais et al., 1994).
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Il. MATERIEL ET METHODES

11.1. Matériel
11.1.1. Epidémiologie de la cysticercose humaine et porcine
11.1.1.1. Type et population de I’étude

Il s’agit d’une étude portant sur les populations humaines vivant dans les villages des départements
d’Agboville et de Dabou d’une part, et d’autres part sur des porcs de races locales et métisses
provenant de toute 1’ile de Madagascar. Pour ce faire, trois enquétes transversales ont été realisées.
Deux en populations humaines respectivement de Février a Avril 2017dans le département de Dabou
et Juin a Juillet 2017 dans le département d’Agboville. Et une chez les porcs provenant de toute de

Madagascar. Cette derniere a été réalisée entre Janvier et Mars 2019.
11.1.1.2. Cadre de I’étude et sites de collecte d’échantillons
11.1.1.2.1. Cadre de I’étude

Cette étude entre dans le cadre du programme de recherche sur la Cysticercose financé par
RADCYST/ Pasteur Innov et PASRES. Les partenaires impliqués dans cette étude sont 1’Unité
d’Epidémiologie de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire, la Direction de la Surveillance Vétérinaire
d’Abidjan, la Plateforme des protéines recombinantes de 1’Institut Pasteur de Paris, le Laboratoire
National de Diagnostic Vétérinaire (LNDV), Antananarivo, Madagascar et le département de
Parasitologie-Mycologie de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire.

L’analyse sérologique des échantillons a été realisee au sein du département de Parasitologie-

Mycologie de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire.
11.1.1.2.2. Sites de collecte des échantillons

Les échantillons biologiques sanguins humains de cette étude ont été collectés dans les villages de
deux départements (Dabou et Agboville) situés au Sud de la Céte d’Ivoire. Située en Afrique de
1’Ouest, la Cote d’Ivoire s’étend sur une superficie de 322 462 Km?. Elle est limitée au Nord par le
Burkina Fasso et le Mali, a I’Ouest par la Guinée Bissao et le Liberia, a I’Est par le Ghana et Sud par
le Golfe de Guinée. La cysticercose est endémique avec le premier cas signalé en 1978 a ’abattoir de
Port-Bouet (Mishra et N’Depo, 1978). Cependant la prévalence nationale n’est pas connue.

Quant aux échantillons biologiques sanguins de porcs, ils ont été collectés dans trois abattoirs
situés a Antananarivo, la capitale de Madagascar. Madagascar est un pays de I’ Afrique de 1’Est
situé dans 1’Océan Indien. Il couvre une superficie de 587 000 Km?. La cysticercose est répandue
dans ce pays ou I’OMS soutient le Ministére de la santé dans la lutte contre cette parasitose (OMS,

2016).
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11.1.1.2.2.1. Choix et présentation des sites de collecte des échantillons
e Département de d’Agboville

Le département d’Agboville est le chef-lieu de la région de 1’ Agnéby-Tiassa.

La commune d’Agboville est le chef-lieu du département d’Agboville et est situé¢ a 79 km au nord
d’Abidjan, capitale économique de la Cote d’Ivoire (Figure 13). Selon le recensement général de
2014, la population de ce département était estimee a 292.105 habitants avec une densité de 63
habitants au Km2(Anonyme 2, 2015). L’ethnie Abé, du groupe Akan, et religion chrétienne y sont
majoritaires. La végétation est caractérisée par une forét dense avec un sol fertile. La principale
occupation des populations est I’activité agro-pastorale avec une pratique importante de 1’¢levage
traditionnel de porcs. Le département d’ Agboville est tres irrigué et les cours d’eau les plus importants
de son réseau hydrographique sont : I’Agnéby ou I’Agbd, le Gossi du Kavi, 1’Assobié et le Mafou.
La commune d’Agboville connait un probleme d’alimentation en eau potable. En effet, depuis pres
de 44 ans, I’alimentation en eau potable, effectuée par la Société de Distribution d’Eau de Cote
d’Ivoire (SODECI), s’est faite exclusivement par le captage de la riviére Agbo (Ahoussi et al., 2010).
Au fil des années, la qualité de I’eau de cette riviere s’est considérablement dégradée (N’Go et al.,
2005; Ahoussi et al., 2010) . Les facteurs énumérés ci-dessus font du département d’ Agboville une
zone a risque de circulation de T. solium.

Le département d’Agboville s’avére étre une zone idéale pour commencer I’une des premiéres études
d’estimation de la séroprévalence de la cysticercose dans une population rurale, dans le sud de la Cote
d’Ivoire. En plus de ces facteurs qui ont motivé le choix du département d’Agboville, s’ajoutent sa

proximité d’Abidjan et I’acces facile des villages qui le composent.
e Département de Dabou

Situé dans la Région des Grands-Ponts, le département de Dabou est limité au Nord par le
département d’ Agboville, au Sud par le département de Jacqueville, a I’Est par le District d’Abidjan
et a I’Ouest par le département de Grand Lahou (Anonyme 2, 2015). Selon les données de I’Institut
National de Statistique (INS) portant sur le Recensement Général de la population et de I’Habitat, ce
département comptait 148 874 en 2014 (Anonyme 2, 2015), dernier recensement avant le début de
notre étude. Le département de Dabou a pour Chef-Lieu la commune de Dabou et est reparti en trois
(3) sous-préfecture a savoir : la sous-préfecture de Dabou, de Toupah et Lopou (Figure 14). Sa
vegetation est caractérisée par une forét dense qui, comme tous les départements de Cote d’Ivoire, est

en voie de disparition laissant place aux plantations de : hévéa, palmier a huile et cacao.
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Le Deépartement Dabou a été selectionné sur la base des effectifs de porcs et des déclarations des
services vétérinaires sur les cas de saisies a 1'abattoir dus a la cysticercose. L’¢élevage traditionnel (en
divagation) de porcs est également pratiqué dans ce département. C’est d’ailleurs ce type d’élevage,
la proximité d’Abidjan et 1’accés facile des villages qui y sont qui ont motivé le choix du département

de Dabou pour mener cette étude sur la séroprévalence de la cysticercose humaine.

e Abattoirs sélectionnés a Antananarivo, Madagascar
Les trois abattoirs (Anosizato, Anosipatrana et Ampasika) se trouvent en périphérie de la ville

d’Antananarivo, la capitale du pays. Le choix de ces trois tueries a été justifié par le nombre important
de porcs abattus par jour et par la diversité de la provenance géographique de ces porcs.
Anosizato se trouve dans la Commune Rurale Anosizato Andrefana, District d’ Antananarivo
Atsimondrano, région Analamanga tout pres d’Antananarivo Renivohitra. Les tueries d’ Anosizato
se situent sur la route nationale (RN) numéro 1.

- Le complexe d’abattage d’ Anosipatrana regroupe le plus grand nombre de tuerie avec un
total de 23 dont un pour les ovines et caprines, 10 pour les bovines et 12 pour les porcins. Pour cette
étude seules deux tueries de porc ont été investiguées au hasard. Elles ont eu leur agrément en 2017.
Les porcs abattus dans ces deux tueries proviennent de tout le pays. La tuerie de Mbolatiana
approvisionne en viande tous les marchés des 6 communes urbaines d’Antananarivo. Les carcasses
des tueries de Nono alimentent les marchés de la ville d’ Antananarivo uniquement normes. Les
animaux abattus dans cette tuerie viennent également de tout le pays et les carcasses
approvisionnent les marchés de la ville d’ Antanananarivo.

- Ampasika est localisé dans la partie reliant la ville de 67ha de la capitale a Itaosy de la
Commune rurale de Bemasoandro. C’est un carrefour important entre la RN7, la RN4 et le centre-
ville. Le complexe d’abattage d’ Ampasika compte plusieurs tueries privées dont deux pratiquent a la
fois 1’abattage des porcs et celle des bovidés. Les compartiments propres et souillés sont bien
différenciés a I’intérieur des tueries mais ’état des lieux n’est pas encore conforme aux normes
(Herinirina, 2015). La moitié des porcs abattus a Ampasika proviennent de la partie Moyen Ouest
de I’'1le (Herinirina, 2015).

I1.1.3. Critéres d’inclusion et de non inclusion
«» Echantillons humains

Toute personne trouvée dans le ménage le jour de I’enquéte, dont I’age était supérieur ou égal a 5
ans et ayant donné son consentement éclairé ou dont le tuteur Iégal ou le représentant a donné son
consentement a été incluses dans 1’étude.

Toute personne absente dans le ménage ou n’ayant pas donné son consentement n’a pas été inclue.
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+« Echantillons animaux (porcs)

Tous les animaux abattus, sur les abattoirs choisis pendant la période d’enquéte, dont le choix a

été porté sur eux ont été inclus.
11.1.4.1. Matériel biologique
11.1.4.1.1. Sérums

Les sérums ont été obtenus grace a la collaboration entre le Département d’Epidémiologic de
I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire et le Laboratoire National de Diagnostic Vétérinaire (LNDV),
Antananarivo, Madagascar.

Les sérums ont été obtenus a partir de sangs humains prélevés chez les personnes vivants dans des
villages d’Agboville et de Dabou d’une part et de sang de porcs de trois tueries d’Antananarivo
d’autre part.

Ces différents prélévements ont été effectués sous la responsabilité du Département d’Epidémiologie
de I'IPCI (partie humaine) et du Laboratoire National de Diagnostic Vétérinaire (LNDV),
d’ Antananarivo (sang de porc), respectivement.

Les contrbles négatifs utilisés au cours des tests sérologiques sont constitués de sérums des
individus (sérums humains) en provenance d une zone non endémique a la cysticercose et de sérums
des porcelets provenant des fermes modernes, préalablement testés négatifs par la méthode de
Western blot.

11.1.4.1.2. Antigenes totaux

Les antigenes totaux ont été produits a partir des cysticerques collectés par 1’équipe de Madagascar
du Laboratoire National de Diagnostic Vétérinaire, sur les porcs infectés. Ces antigénes natifs et ont

été produits et purifiés par la Plateforme des Protéines Recombinantes de 1I’Institut Pasteur de Paris.
11.1.4.2. Matériel technique

En plus des consommables a usage courant dans les laboratoires, le matériel technique de cette
étude est constitué¢ d’une chaine Elisa constituée de micro shake (Global Diagnostic & Medical
Solutions,SH0050715GDM), elisa plate wash (Golbal Diagnostic & Medical Solutions,
AWO0081115GDM), micro plate read (Gentaur, RTO580315GEN) ; de plate ELISA a fond plat de 96
puits (Maxisorp, Nunc-immuno plate, Thermo Scientific, Made in DENMARK, 439454), d’un
dispositif pour la sérologie western blot qui est constitué essentiellement d’une Balancelle (Duomax
1030, Heidolph, Paillasse M1-12), d’un Générateur électrique (PS 500 XT, Hoefer Scientifics

Instruments, Paillasse M1-12), d’'un Bac pour électrophorése (SE 600, Hoefer Scientifics Instruments,
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Paillasse), d’un Bac pour Transfert (SE 600, Hoefer Scientifics Instruments, Paillasse M1-10) pour la

réalisation des immunoblots quantitatifs (Western blot). (Annexe 1).
11.1.5. Méthodes
11.1.5.1. Echantillonnage et collecte des données

¢ Echantillons humains
Pour des raisons pratiques et de colt, la méthode de sondage en grappe a deux degrés, utilisée lors
des enquétes de couverture vaccinale selon les derniéres recommandations de I’OMS a été appliquée
dans cette étude (Dabis et al., 1992 ; OMS, 2015). L’unit¢ primaire ou unité collective
d’échantillonnage est le village. L unité secondaire d’échantillonnage est le ménage.
» Calcul de la taille effective d’échantillon (TEE)
La Taille Effective d’Echantillon (TEE) a été calculée en utilisant la formule :

Ua?p * (1 —
TEE = P g P)
l
Avec :
o p=prévalence attendue: Etant donné qu’aucune enquéte de séroprévalence de la

cysticercose n’avait encore été réalisée en Cote d’Ivoire, la prévalence maximale (11,5%) obtenue
par Carabin et al en 2015 dans 11 provinces du Burkina Faso a été utilisée.

e 1-p=1-0,115=0,885

e i=Précision voulue= 3%

e Ua=1,96
Ainsi, TEE=0,115x 0,885 x (1,96/0,03)?, TEE= 435 (Kuitsouc, 2017).

» Ajustement de la taille effective d’échantillon (TEE) a I’effet plan (Deff=2) et au taux théorique
de non réponse :

Pour tenir compte de I’effet grappe, la taille effective d’échantillon (TEE) a été multipliée par 2.
Ainsi la taille de sujets sélectionés a été rameénée a 870 sujets par Département. Pour pallier aux
éventuels refus, la taille de 1’échantillon a été majorée de 15%. Par conséquent, il a été prévu d’inclure
au moins 1000 sujets par Département.

» Sélection des villages

La liste des villages du Département assortis de leurs effectifs a été dressée et la sélection des
villages a été réalisée par le Coordinateur de 1’étude a 1’insu des investigateurs. Les villages ont été
ainsi sélectionnés par la méthode des totaux cumulés selon leur population recensée par les services
de santé lors de la campagne de distribution des moustiquaires imprégnées en 2015 (Annexe 2). Les

campements n’ont pas été inclus du fait de leurs quasi-inaccessibilités géographiques. A priori, 30
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grappes de sujets ont été tirées au sort dans les villages en se servant de la taille de 1’échantillon
estimée, du calcul d’un pas de sondage et du choix d’un nombre au hasard. Ces grappes déterminaient
alors les villages sélectionnés pour I'étude. Ainsi, 24 villages ont été sélectionnés par cette méthode.
Le nombre de grappe par village variait de 1 a 3.

» Sélection des foyers

La grappe était faite de 34 personnes appartenant a un groupe de ménages constituant les unités
secondaires. Ne disposant pas d’une liste exhaustive des ménages, la sélection a été faite sur le terrain
par les investigateurs. En effet le premier ménage a éteé tiré au sort puis le deuxiéme sélectionneé selon
la méthode des itinéraires jusqu'a atteindre le nombre de participants a inclure dans la grappe. Lorsque
plus d'une grappe est tirée au sort dans un méme village, les personnes a inclure dans cette grappe ont
été sélectionnées selon la méthode décrite précédemment. Par conséquent, un autre ménage a été
également tiré au sort pour I'inclusion des participants de la deuxiéme grappe.

Les données ont été recueillies a partir d’un questionnaire structuré par des équipes constituees de
médecins, d’infirmiers et de biologistes, préalablement formés par les responsables de 1'étude. La
formation a concerné les procédures de 1’étude, aux méthodes de collecte des données, de transport
et de conservation des échantillons. Le questionnaire était relatif aux informations sur la situation
socio-démographique et les habitudes des participants (Annexe 3). Un test de validation du
questionnaire a été effectué sur une population lambda en milieu rural avant le démarrage des
collectes de données. L’objectif de ce test était de juger le niveau de compréhension du questionnaire
par la population rurale.

Apres I’accord du participant, un prélévement sanguin est réalisé sur tube sec par un infirmier.
Une collation a été offerte a chaque participant apres son prélevement.

Les prélevements de sang ont été conserves dans une glaciere contenant des accumulateurs de froid.
Ils ont été par la suite acheminés au centre de santé le plus proche et conservés a +4°C. A la fin de
chaque mission, les échantillons ont été envoyés a I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire.

« Echantillons de porcs

Avant 1’abattage, les animaux ont été sé€lectionnés par alternance (un sur deux) et des numéros
identifiants leurs ont été attribués. Les prélevements ont été effectués vers 2 heures du matin, dans
les trois abattoirs. Au moment de 1’égorgement, le sang des animaux sélectionnés a été tout de suite
collecté directement dans les tubes sans anticoagulants puis placés dans une glaciere contenant des

accumulateurs de froid pour étre acheminé au laboratoire.
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» Inspection des carcasses des porcs abattus

L’inspection des carcasses a été entierement réalisée par les Médecins Vétérinaires du Laboratoire
National de Diagnostic Vétérinaire (LNDV) d’Antananarivo (Madagascar). En effet, elle a été
effectuée selon la méthode de Goussanou et al., 2013, par incisions au niveau du cceur, des muscles
du cou, de la téte, de la langue et des muscles psoas. L’épaisseur de chaque tranche d’incisons a été
de 0,5 cm. Ces incisions permettent de revéler tous les kystes entiérement développés. Les
cysticerques ont été classés macroscopiquement comme étant viables ou calcifiés selon leur aspect
macroscopique. En effet, les cysticerques viables présentent des structures kystiques a parois minces
bien limitées contenant un liquide vésiculaire clair et un protoscolex blanchatre visible. Quant aux
cysticerques non viables (calcifiés), ils ne sont kystiques mais présentent plut6t des masses caséeuses
semi-solides sans structures parasitaires discernables. Tous les cas douteux ont été considérés comme

négatifs.
11.1.5.2. Traitement des échantillons au laboratoire
11.1.5.2.1. Aliquotage de sérums

Au laboratoire, les sangs prélevés ont €té conservés au réfrigérateur a + 4 °C avant collecte des
sérums nécessaires a la réalisation de cette étude. Chaque échantillon de sang a été centrifugé a une
vitesse de 3000 tours par minute et a permis d’obtenir du sérum. Pour chaque échantillon, deux
aliquots de sérum ont été préparés dont 1’un a été conservé a la biobanque tandis que 1’autre a été
analyseé tout au long de cette étude. Les aliquots analysés au cours de cette étude ont été conservés a

-20°C jusqu’a leur utilisation.
11.1.5.2.2. Analyse sérologique des sérums

Les dosages immunologiques ont été réalisé a I’aide de deux techniques différentes qui sont :
Enzyme Linked immunosorbent Assay (ELISA) et Enzyme Linked immunotransfert Blot (EITB). En
effet, les sérums ont été d’abord screenés en ELISA dans le systéme antigénique glycoprotéique CS-
50. Les échantillons positifs en ELISA ont été ensuite soumis a I’EITB CS-50 afin de déterminer le

profil de reconnaissance montrant les bandes spécifiques.
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11.1.5.2.2.1. Sérums humains

v Sérologie Elisa-1gG

Les tests ELISA utilisés pour la réalisation de cette étude comportent tous sept étapes. Un lavage
(pour éliminer I’excés des tampons ajoutés) d’au moins trois cycles a été effectué apres les quatre
premieres étapes. En effet, apres chaque étape, les contenus des puits ont été vidés puis remplis avec
300 pL de tampon de lavage. Les puits remplis sont vidés par retournement de la plaque, puis séchés
en les tapotant plusieurs fois sur du papier absorbant. Plusieurs tampons ont été utilisés pour la
réalisation des tests ELISA (Annexe 4).

Les différentes étapes du test ELISA réalisé avec 1’antigéne natif sont :

e Sensibilisation de la plaque ELISA (Adsorption d’antigéne/Coating): aprés avoir dilué

I’antigéne (1pg/mL) dans du tampon PBS 1X, 100uL ont été déposés dans chaque puits d’une
microplaque de 96 puits a fond plat. La plaque est par la suite incubée a 4°C toute une nuit. Le
lendemain matin, la plaque est vidée et lavée avec le tampon de lavage en 3 cycles.

e Saturation de la plaque (Blocage des sites libres) : aprés lavage, 200puL de tampon de

saturation (PBS-T 0.2%-Regilait 5%) ont été ajoutés dans chaque puits de la plaque pour saturer les
sites libres non occupés par les antigénes. La plaque a été incubée a 37°C pendant 1 heure puis lavée
comme précédemment.

o Dépbt des sérums : les serums a tester et les témoins (négatifs et positifs) ont été dilués au

centieme (1pL de sérum dans 100pL de tampon de dilution). 100 uL de ces échantillons dilués ont
été déposés dans un dupliquat de puits. La plaque a été incubée a 37°C pendant 2 heures puis lavée
en 4 cycles.

e Addition du conjugué : un volume de 100uL du conjugué (Goat anti-Human 1gG Y-chain,
A8419, SIGMA-ALDRICH) marqué a I’enzyme peroxydase et dilué¢ a 1/30 000 avec le tampon de

dilution est dépos¢ dans chaque puits, puis I’incubation est effectuée a la méme température que
I’étape précédente pendant 60 minutes. La plaque a été par la suite lavée en 5 cycles avec le tampon
de lavage.

e Addition du substrat de la peroxydase : le substrat chromogéne (OPD : O — PHENYLENE -

DIAMINE) a été dilué dans du tampon citrate puis additionné a H>O (Perhydrol). Une quantité de
100pl de la solution obtenue a été ajoutée dans chaque puits, puis la plaque a été incubée a 37°C

pendant 20 minutes.
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e Arrét de la réaction enzymatique : la réaction enzymatique a été arrétée en ajoutant 50 pL

d’acide sulfurique (H2SO4) 2,5N par puits. La densité optique (DO/ signal optique) a été mesurée a
450 nm par le spectrométre micro plate read, global diagnostic & medical solutions.

e Interprétation des résultats : pour chaque plaque, six contréles négatifs sont testés en duplicata.

Le seuil de positivité est calculé par chaque plaque. Ce seuil est égal a la moyenne des densités
optiques des contrdles négatifs, plus trois fois I’écart type de ces densités optiques.

Les échantillons négatifs correspondent a ceux dont la DO moyenne est inférieure au seuil de
positivité tandis que ceux dont la densité optique moyenne est supérieure a ce seuil sont déclarés

positifs. Les échantillons dont la DO est égale a la valeur du seuil de positivité ont été repris.
v’ Sérologie Western blot

La sérologie Western blot a été réalisée en deux étapes:

Dans un premier temps, les antigénes cysticercquiens ont été séparés par électrophorése dans un
gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium ou sodium dodécylsulfate (SDS).
Chaque fraction antigénique occupe une position dans le gel en fonction de son poids moléculaire.
Apreés la séparation électrophorétique des protéines, elles sont ensuite transférées sur une membrane
de nitrocellulose sur laquelle elles peuvent étre reconnues par des anticorps spécifiques par une
réaction immuno-enzymatique.

Dans un deuxiéme temps, une révélation immunoenzymatique est réalisée afin de mettre en
évidence les anticorps anticysticerquiens éventuellement présents dans les sérums. Les anticorps
recherchés (s’ils sont présents) vont se diffuser de fagon passive vers les fractions antigéniques
correspondantes. Les complexes anticorps antigenes ainsi formés sont ensuite visualisés par I’ajout
d’un anticorps secondaire couplé a la phosphatase alkaline (AL).

La préparation du gel d’électrophorese constitue 1’étape préalable aux différentes techniques de
I’EITB. Cette étape précede toutes les autres étapes mentionnées ci-dessus.

L’annexe 5 énumeére les différents tampons et solutions utilisés en EITB.

L’annexe 6 présente le protocole de préparation du gel de polyacrylamide.

Etape préalable : préparation du gel d’électrophorése

Le gel d’¢lectrophorese utilisé¢ dans cette étude est composé d’un gel de séparation (permet de
séparer les protéines en fonction de leurs poids) et d’un gel de tassment. Ce dernier a servi a mettre
au méme au niveau des antigénes avant leur séparation en fonction de leurs tailles.

Ainsi un gel polyacrylamide de séparation a 12% a été préalablement coulé entre deux plaques de
séparées par deux espacer suivi apres solidification du dépot d’un gel de tassment. Un peigne a dent
a été introduit pour permettre la création de puits pendant le gel était liquide. Toutefois dans cette

étude les puits que devraient faire apparaitre les dents ont été regroupées en un seul grace au scotch
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qui a permis de masquer toutes les dents de peigne a I’exception de la premicre. En définitive un puits
(canal) plus large permettant le dépot de 1’antigéne et un deuxiéme plus petit pour le dépot du
marqueur du poids moléculaire ont été obtenus.
Le marqueur du poids moléculaire est un mélange de protéines de poids moléculaires connues et
choisi en fonction de la taille des protéines a rechercher.
Les différents poids moléculaires correspondent a la fourchette de taille des protéines de la CS-50 qui
intéressent la présente étude. Le marqueur de poids moléculaire sert a localiser la taille des protéines
antigeniques qui vont migrer en méme temps dans le gel.

» Séparation électrophorétique et transfert sur membrane nitrocellulose

La séparation et le transfert se sont faits en deux étapes.

Etape 1: séparation électrophorétique des antigénes de cysticerques sur gel de polyacrylamide en
présence de Sodium Dodécyl Sulfate.

La séparation électrophorétique a été réalisée dans un champ électrique, en courant continu. Les
antigéenes de la CS-50 et le marqueur de poids moléculaire (NIPPON Genetic, EUROPE Gmbh, pink)
ont été dénaturés par traitement chimique en ajoutant un tampon de lyse 2X, et en chauffant pendant
10 minutes a 100°C a I’aide d’un bloc chauffant. Le gel, maintenu entre deux plaques de verre, a été
placé dans la cuve a électrophorese contenant du tampon d’électrophorése 1X réfrigéré. Avant le
dépot d’antigénes et du marqueur, le générateur du champ électrique a été mis en marche pour
stabiliser I’intensité du courant qui a été fixée a 20 mA par plaque (gel). Par la suite, les antigénes ont
été déposés apres avoir arrété le courant. Deux cents microlitres (200uL) d’antigéne mélangé a du
tampon 2X (100uL d’antigénes + 100uL de tampon 2X), et 5uL de marqueur de poids moléculaire
ont été déposés dans le puits correspondant, respectivement. Les antigénes et le marqueur de poids
moléculaire ont migrés en fonction de leur taille. Puis la migration a été arrétée et le générateur a été
débranché lorsque le front de migration est arrivé a 1cm au-dessus de la fin du gel.

Etape 2: Cette étape a consisté au transfert des antigénes séparés sur papier nitrocellulose (transfert
semi-sec).

Les antigénes ainsi séparés n’étant pas accessibles aux anticorps a détecter, dans le gel, ont
été transférés sur une membrane nitrocellulose (Nitrocellulose Blotting Membrane, Amerham ™
Protran™ 0,2uM). Pour cela, le gel a été sorti soigneusement de fagon a ne pas le casser, puis il a été
placé dans le tampon de transfert 1X pendant 15 minutes (équilibrage du gel). Apres équilibrage, un
sandwich a éte formé et placeé entre deux électrodes (plaques électriques) de bornes différentes. Le
sandwich est constitué (de la borne positive vers la borne négative) comme suit « quatre papiers
Whatman découpés a dimension du gel-membrane nitrocellulose a dimension du gel- gel -quatre

papiers Whatman découpés a dimension du gel ». Les morceaux de papiers ont été préalablement
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trempés dans le tampon de transfert avant de former le sandwich. Par la suite, les électrodes ont été
reliées (bornes pour bornes) a un générateur de courant continu, et une tension de 30 volts a été
appliquée a ’ensemble. Le transfert a été réalisé a +4°C pendant une heure 30 minutes a la tension
continue 30V. Une fois le temps de transfert écoulé, la membrane de nitrocellulose a été par la suite
colorée pendant 5 minutes au rouge ponceau puis rincée a 1’eau distillée. Seules les protéines sous
forme de bandes sont colorées en rouge. Le début du gel ainsi que le front de migration ont été
marqués sur la membrane nitrocellulose. La membrane ainsi obtenue a été séchée sur du papier
Whaman et conservée a -20°C avant la phase de la révélation immuno-enzymatique des anticorps
spécifiques.

» Révélation immunoenzymatique des anticorps spécifiques.
La révélation immunoenzymatique a été réalisée en six étapes. Pour les cing premiéres étapes, un
lavage d’au moins trois cycles a été effectué. Les six différentes étapes ont été :
Etape 1 : régénération des protéines avec du triton 0,1%.

Le lendemain matin, la membrane nitrocellulose a été découpée de facon a obtenir les bandelettes
de 3 mm de largeurs. Les bandelettes ont été par la suite déposées dans les rigoles (une bandelette par
rigole), puis un volume de 2 mL de Triton 0,1% (eurobio) a été ajouté a chaque bandelette. Une
incubation a été effectuée a la température ambiante pendant 30 minutes. Les bandelettes ont été
lavées 3 fois avec le tampon de lavage (PBS-T 0,2%). Puis les sites des bandelettes non occupés par
les antigenes ont éte saturés.

Etape 2 : saturation des sites non sériques.

Pour saturer les sites non antigéniques, un volume 2 mL de tampon de saturation (PBS-Tw 0,2%-
Régilait 5%) a été déposé dans chaque rigole. Puis les bacs a rigole ont été incubés a 37°C sous
agitation, a une vitesse de 25 tours/min pendant 1 heure. Les bandelettes ont été par la suite lavées (3
cycles de 1 minute) avec le tampon de lavage.

Etape 3 : dép6t des sérums (anticorps a rechercher)

Chaque échantillon de sérum a été dilué au 20éme dans le tampon de dilution (PBS-Tw 0,2%-
Régilait 0,5%) et déposé (2mL) dans chaque rigole (une bandelette pour chaque échantillon). La
méme procédure a été appliquée aux témoins (positif / négatif). La bandelette numéro 1 a été réservée
pour le témoin négatif, et le dernier numéro pour le témoin positif. Puis I’incubation a été effectuée
pendant 2 heures sous agitation sur la balancelle pour permettre la réaction antigenes anticorps. Les
bandelettes ont été par la suite lavées (4 cycles de 1 minute) afin d’éliminer les anticorps n’ayant pas

interagit avec les antigenes.
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Etape 4 : ajout de I’anticorps secondaire (conjugué)

Un conjugué (antiglobuline) marqué a I’enzyme alcaline phosphatase (BETHYL) va se fixer sur
I’anticorps a rechercher s’il existe. Ce conjugué a été dilué au 1/10 000éme dans le méme tampon de
dilution et déposé (2mL) dans chaque rigole puis incubé pendant 1 heure sous agitation sur la
balancelle. Les bandelettes ont été ensuite lavées (3 cycles de 1 minute) avec le tampon de lavage
pour enlever les exces de conjugué.

Etape 5 : ajout du substrat chromogéne

Un substrat de I’enzyme BIO RAD-Alkaline Phosphatase a été ajouté dans chaque rigole et
incubés a 37°C pendant 20 minutes sous agitation sur la balancelle. Le(s) endroit(s) ou les réactions
entre I’antigéne et I’anticorps existent sont rendus visibles, sous forme de bande(s) colorée(s) et les
réactions ont été arrétées par 1’ajout d’eau distillée.

Une sérologie positive a la cysticercose a été traduite par la présence d’au moins 2 bandes parmi les
6 bandes suivantes : P6-8, P12, P23-26, P39, P45 et P50-55 (Michelet, 2010; Zafindraibe et al.,
2017). Les échantillons ou il y a eu la présence d’une seule bande spécifique ou de bandes non
specifique ont été déclarés négatifs.

v Tirage de sérums humains pour I’évaluation de la concordance entre Elisa-CS50 et Western

Blot-CS50

Dans cette partie de 1’étude tous les échantillons positifs en Elisa sur I’effectif de la population
globale analysée précédemment, ont été inclus. Quant aux échantillons négatifs en Elisa inclus, ils
ont été obtenus par un tirage systématique. En effet le premier échantillon a éteé tiré de facon aléatoire
puis les autres ont été choisis systématiques par pas de 1. La taille d’échantillons analysés au cours
de cette ¢tude a été choisie par convenance et en tenant surtout compte du nombre total d’échantillons
positifs en Elisa.

Ces sérums tirés ont été analyseés selon les protocoles sérologiques (Elisa-CS50 et Western Blot-

CS50) mentionnés ci-dessus.
11.1.5.2.2.2. Sérums de porcs
v Sérologie Elisa IgG
Les tampons utilisés pour la réalisation de 1’Elisa pour le dosage des Immunoglobulines G
humaines ont également servi pour la réalisation du dosage des Immunoglobulines G porcines.

Les différentes étapes du test ELISA sont :

e Sensibilisation de la plaque ELISA (Adsorption d’antigéne/Coating): aprés avoir dilué

I’antigéne (1pg/mL) dans du tampon PBS 1X, une quantité de 100uL a été déposée dans chaque puits

d’une microplaque de 96 puits a fond plat (nunc imuno plate, maxisorp, Thermo Scientific, made in
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Denmark). La plaque est par la suite incubée a 4°C toute une nuit. Le lendemain matin, la plaque est
vidée et lavée avec le tampon de lavage (PBS-T0.2) en 5 cycles.

e Saturation de la plague (Blocage des sites libres) : apres lavage, 150uL de tampon de

saturation (PBS-T 0.05%-Regilait 5%) ont été ajoutés dans chaque puits de la plaque pour saturer les
sites libres non occupés par les antigenes. Puis, la plaque a été incubée a 37°C pendant 2 heures.
Apreés cela, la plaque a été lavée (tampon de lavage) en 4 cycles.

e Dépbt des sérums : les sérums a tester et les témoins (négatifs et positifs) ont été déposés dans
un dupliquat de puits a une dilution de 1/200 (1uL de sérum dans 200uL de PBS-T0.05%-regilait

1%). La plaque a été incubée a 37°C pendant 2 heures puis lavée en 5 cycles.

e Addition du conjugué : un volume de 100ul du conjugué (Pig IgG-Fc fragment Antibody

couplé a la peroxydase, SIGMA-ALDRICH) marqué a I’enzyme Peroxydase et dilu¢ au 1/50 000
avec le tampon de dilution est déposé dans chaque puits, puis I’incubation est effectuée a la méme
température que 1’étape précédente pendant 90 minutes. La plaque a été par la suite lavée en 5 cycles
avec le tampon de lavage.

e Addition du substrat de la peroxydase : le substrat chromogéne (OPD : O — PHENYLENE -
DIAMINE) a été dilué dans du tampon citrate puis additionné a H.O> (Perhydrol), et une quantité

de100pl de la solution obtenue a été ajoutée dans chaque puits, puis la plaque a été incubée a 37°C
pendant 10 minutes.

e Arrét de la réaction enzymatique : la réaction enzymatique a été arrétée en ajoutant 50 pL

d’acide sulfurique (H2SO4) 2,5N par puits. La densité optique (DO/ signal optique) a été mesurée a
450 nm par le spectromeétre micro plate read, global diagnostic & medical solutions.

e Interprétation des résultats : Pour I’interprétation des résultats, le seuil de positivité a été

calculé a partir des échantillons négatifs en utilisant la formule suivante :

Seuil = 2xMoyenne (DO échantillons négatifs) + 3xEcartype (DO échantillons négatifs) )

Les échantillons dont les DO moyennes ont été supérieures ou égales au seuil de positivité ont été
considérés positifs et ceux dont les DO ont été inférieures a ce seuil ont été déclarés négatifs. Pour

chaque plaque, un seuil de positivité est déterminé.

v’ Sérologie western blot

La préparation du gel a été la méme que celle utilisée pour les échantillons de serum humain.
Cependant les differentes étapes de la réalisation ont subi quelques modifications et le protocole
expérimental utilisé est décrit ci-apres.
Etape 1 : régénération des protéines avec du triton 0,1%.

Le lendemain matin, la membrane nitrocellulose a été alors découpée de facon a obtenir les

bandelettes de 3 mm de largeurs.
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Les bandelettes ont été par la suite déposees dans les rigoles (une bandelette par rigole), puis un
volume de 2 mL de Triton 0,1% (eurobio) a été ajouté a chaque bandelette. Une incubation a été
effectuée a la température ambiante pendant 10 minutes. Les bandelettes ont été lavées 3 fois avec le
tampon de lavage (PBS-T 0,2%). Apres lavage, les sites des bandelettes non occupés par les antigénes
ont été saturés.

Etape 2 : saturation des sites non sériques.

Pour saturer les sites non antigéniques, un volume 2 mL de tampon de saturation (PBS-Tw 0,05%-
Régilait 3%) a éte déposé dans chaque rigole. Puis les bacs a rigole ont été incubés a 37°C sous
agitation, a une vitesse de 25 tours/min pendant 1 heure. Les bandelettes ont été par la suite lavées (3
cycles de 5 minutes) avec le tampon de lavage.

Etape 3 : dépdt des sérums (anticorps a rechercher)

Chaque échantillon de sérum a été dilué au 100°™ dans le tampon de dilution (PBS-Tw 0,05%-
Régilait 1%) et déposé (2mL) dans chaque rigole (une bandelette pour chaque échantillon). La méme
procédure a été appliquée aux témoins (positif / négatif). La bandelette numéro 1 a été réservée pour
le témoin négatif, et le dernier numéro pour le témoin positif. Puis I’incubation a été effectuée a 37°C
pendant 2 heures sous agitation sur la balancelle pour permettre la réaction antigenes anticorps. Les
bandelettes ont été par la suite lavées (5 cycles de 2 minutes) afin d’éliminer les anticorps n’ayant pas
interagit avec les antigenes.

Etape 4 : ajout de ’anticorps secondaire (conjugué)

Un conjugué (antiglobuline) marqué a 1’enzyme alcaline phosphatase (BETHYL) va se fixer sur
I’anticorps a rechercher s’il existe. Ce conjugué a été dilué au 1/15 000éme dans le méme tampon de
dilution et déposé (2mL) dans chaque rigole puis incubé pendant 1 heure a 37°C sous agitation sur la
balancelle. Les bandelettes ont été ensuite lavées (5 cycles de 2 minutes) avec le tampon de lavage
pour enlever les excés de conjugué.

Etape 5: ajout du substrat chromogéne

Un substrat de I’enzyme BIO RAD-Alkaline Phosphatase a été ajouté dans chaque rigole et
incubés a 37°C pendant 15 minutes sous agitation sur la balancelle. Le(s) endroit(s) ou les reactions
entre I’antigéne et I’anticorps existent sont rendus visibles, sous forme de bande(s) colorée(s) et les
réactions ont été arrétées par ’ajout d’eau distillée.

Pour cette étude, une sérologie positive pour la cysticercose porcine est caractérisée par la présence
d’au moins deux bandes parmi les poids moléculaires suivant : P6-8, P12, P23-26, P39, P45
(Michelet, 2010).
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11.2. Evaluation d’antigénes recombinants de T. solium candidats pour le sérodiagnostic de la

cysticercose

11.2.1. Type de I’étude

Dans cette deuxieme partie, 1’étude réalisée est de type rétrospectif.
11.2.2. Matériel

11.2.2.1. Matériel biologique

Le matériel biologique était constitué de sérums et d’antigénes recombinants de T. solium.
L’ensemble de sérums qui a servi a la réalisation de cette partie de 1’étude était constitué¢ de sérums
humains et de sérums de porcs issus des sérothéques préalablement analysés avec I’antigéne natif,

dans la premiére partie.
11.2.2.2. Matériel technique

L’ensemble de matériel technique utilisé pour cette partie est le méme que celui qui a été utilisé dans

la partie précédente.
11.2.3. Méthodes

11.2.3.1. Choix des échantillons
v Sérums

La taille d’échantillons de sérums analysés dans cette partie de 1’étude a été choisie par convenance.
Pour les sérums humains, vingt pour cent (20%) des échantillons testés précédemment avec
I’antigéne natif ont été inclus. Quant aux échantillons de sérum des animaux (porcs), toute la
sérotheque analysée plus haut avec 1’antigéne natif de T. solium a été incluse.

Les sérums humains inclus ont été obtenus par tirage systématique a pas de cing (5) (Bellhouse,
2014). En effet, la raison ou le pas de tirage (r) a été calculé en appliquant la formule :

r =N/n,

N = nombre total de sérums constituant la base de sondage ou la sérotheque

n = nombre total d’échantillons de sérums a tirer.

Apreés calcul, le pas de tirage (r) obtenu a éte égal 5.

Par la suite, les chiffres compris de 1 a 5 (valeurs incluses) ont été attribués, de fagon aléatoire, a tous
les sérums de notre base de sondage. Puis un numéro compris entre 1 et N (1 et N sont inclus) a été
tiré par hasard. Le numeéro (d) tiré a constitué le point de départ de notre tirage systématique. Apres
le tirage aléatoire du premier échantillon, les autres échantillons ont été obtenus en ajoutant au premier
numéro tiré la raison de la suite arithmétique r, ¢’est-a-dire : d ; d +r ; d+2r; etc..., jusqu’a obtenir le

nombre total d’échantillons inclus dans cette étude.
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v Antigenes recombinants

Les antigénes recombinants évalués dans cette étude ont été exprimés dans le systéme baculovirus-
cellules d’insectes et purifiés par chromatographie d’affinité. Deux de ces antigénes (T14 et T18) sont
déja connus dans la littérature (Tsang et al., 1989 ; Greene et al., 2000 ; Solofomampionona, 2018),
et les trois autres (R93, R914 et R915) sélectionnés récemment par la méthode de chromatographie
(Nativel et al. 2016) sont en phase d’expérimentation. Tous les antigénes recombinants évalués au
cours de cette étude ont été clonés et purifiés par la plateforme des protéines recombinantes de

I’Institut Pasteur de Paris.
11.2.3.2. Analyse sérologique des sérums avec les antigenes recombinants
11.2.3.2.1. Dosage des Immunoglobulines G anticysticerquiens dans les sérums humains

Les tests ELISA ont été réalisés a partir de cing protéines recombinantes (R93, R914, R915, T14
et T18).
Le principe du test ELISA utilisé pour 1’analyse des réactivités immunologiques sur les antigenes
recombinants est le méme que celui décrit dans la partie pour I’analyse des sérums avec la préparation
antigenique CS50.
Cependant certaines étapes telles que le dépot des échantillons, 1’addition du conjugué et 1’addition
du substrat de la peroxydase ont subi quelques modifications.
Ainsi les temps d’incubation pour les étapes du dépdt des échantillons et de I’addition du substrat de
la peroxydase ont été respectivement de 1 heure et de 10 minutes pour les antigenes T18 et T14, tandis
que pour les antigenes R93, R914 et R915 le temps d’incubation a été de 30 minutes. Les cycles de
lavage ont été¢ de cinq pour les étapes apres dépot des €chantillons et de 1’addition du conjugué

(anticorps secondaire couplé a la peroxydase).
11.2.3.2.2. Dosage des IgG anticysticerquiens dans les sérums de porcs

Les solutions d’antigéne recombinant de T. solium stock ont été préalablement diluée pour
obtenir une solution finale de 1pug/mL pour les antigénes T14 et T18 et de 0,1ug/mL pour les R93,
R914 et R915.

La plaque a éte tapotée sur du papier buvard apres chaque cycle de lavage afin de bien sécher les
puits.

Les différentes étapes de réalisation des tests ELISA ont été :

- Sensibilisation de la plaque ELISA : cent microlitres (100uL) de 1’antigéne préalablement

dilué dans du PBS 1X ont ét¢ déposées dans chaque puits d’une microplaque de 96 puits a fond plat
(nunc imuno plate, maxisorp, Thermo Scientific, made in Denmark) puis le tout incubé a 4°C toute
une nuit.
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Le lendemain matin, chaque puits est vidé et lavé avec le tampon de lavage (PBS-T0.2) en 3 cycles.

- Saturation de la plaque : apreés lavage, 150uL de tampon de saturation (PBS-T 0.1%-Regilait

5%) ont été ajoutés dans chaque puits de la plaque pour saturer les sites libres non occupés par les
antigenes. La plaque a été incubée a 37°C pendant 1 heure. Aprés cela, les puits de la plaque ont été
lavés (tampon de lavage) 3 fois.

- Dépobt des sérums : cent microlitres de sérums a tester et de témoins (négatifs et positifs)
préalablement dilués au 1/200 (1pL de sérum dans 200uL de PBS-T0.1%-regilait 0,5%) ont été

déposés dans un dupliquat de puits. La plaque a été incubée a 37°C pendant 1 heure puis lavée en 5

cycles.

- Addition du conjugué : un volume de 100uL du conjugué (Pig IgG-Fc fragment Antibody

couplé a la peroxydase, SIGMA-ALDRICH) marqué a I’enzyme Peroxydase et dilué¢ au 1/50 000
avec le tampon de dilution (PBS-T0.1%-regilait 0,5%) est déposé dans chaque puits, puis I’incubation
est effectu¢e a la méme température que 1’étape précédente pendant 60 minutes. La plaque a été par
la suite lavée en 5 cycles avec le tampon de lavage.

- Addition du substrat de la peroxydase : le substrat chromogéne (OPD : O — PHENYLENE -
DIAMINE) a été dilué dans du tampon citrate puis additionné a H2O> (Perhydrol), et une quantité de

100pL de la solution obtenue a été ajoutée dans chaque puits, puis la plaque a été incubée a 37°C, a
I’abri de la lumiére, pendant 10 minutes pour les recombinants T14 et T18 et 20 minutes pour les
recombinants R93, R914 et R915.

- Arrét de la réaction enzymatique : la réaction enzymatique a été arrétée en ajoutant 50 pL

d’acide sulfurique (H2SO4) 2,5N par puits. La densité optique a été mesurée a 450 nm au spectrometre
de type Micro Plate Read, Global Diagnostic & Medical Solutions.

- Interprétation des résultats : pour I’interprétation des résultats, le seuil de positivité a été

calculé a partir des échantillons négatifs en utilisant la formule suivante :

Seuil =2 x( Moyenne (DO échantillons négatifs) + 3 x Ecartype (DO échantillons négatifs) )

Les echantillons dont les DO moyennes ont été superieures ou égales au seuil de positivité ont eté
considérés positifs et ceux dont les DO ont été inférieures a ce seuil ont été déclarés négatifs.

Pour chaque plaque, un seuil de positivité a été déterminé.
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11.3. Considération éthique et légale

L’étude a respecté les Bonnes Pratiques Epidémiologiques proposées par 1’Association des
Epidémiologistes de Langue Frangaise et les principes éthiques définis dans la déclaration d’Helsinki.
Le protocole d’étude a été approuvé par le Comité National d’Ethique de la Recherche de Cote
d’Ivoire a sa session du 13 Novembre 2017 N°132/MSHP/CNER-km. Les autorités préfectorales,
coutumiéres et religieuses ont donné leur accord pour le déroulement des collectes des échantillons

dans leurs localités.
11.4. Analyse des données
11.4.1. Combinaison des résultats issus des tests ELISA utilisant les antigénes recombinants

Deux stratégies de combinaison des résultats des tests Elisa ont été effectuées (Figure 15) :
- combinaison cumulative, un échantillon a été déclaré positif lorsqu’il est positif a deux antigénes au
moins (Figure 15 A).
- combinaison alternative, un échantillon a été déclaré positif lorsqu’il est positif & au moins un
antigene (Figure 15 B).
La premiére stratégie visait a augmenter la spécificité alors que la seconde soutenait la sensibiliteé.

I s’agissait de combinaisons statistiques des résultats et non d’un mélange (Cocktail) d’antigenes.
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A
/ Test 1 positif + Test 2 positif ——— Echantillon positif

# Duplex: ELISA
I Test 1 positif + Test 2 négatif —— Echantillon négatif

—

> Triolex: ELISA — - postuf T Test2 posiuf+Test 3 négant — Echantillon positif
riplex:

Test 1 positif + Test 2 positif + Test 3 positif —— Echantillon positif

Test 1 positif + Test 2 negatif + Test 3 negatif ——» Echantillon négatif

B N\

Test 1 positif + Test 2 négatif — + Echantillon positif
,-f‘”ff’ P

» Duplex: ELISA -\

Test 1 négatif + Test 2 négatif —+ Echantillon négatif

__— Test 1 positif + Test 2 negatif + Test 3 negatif ——— Echantillon positif

» Triplex: ELISA \

Test 1 positif + Test 2 positif + Test 3 negatif

Echantillon positif

Test 1 positif + Test 2 positif + Test 3 positif  —» Epantillon positif

Test 1 négatif + Test 2 negatif + Test 3 négatif —— Echantillon négatif

Figure 15. Différentes approches de combinaison des résultats des différents tests ELISA-1gG

pour la discrimination des positifs et négatifs.

A : Combinaisons cumulatives en duplex et triplex.

B : Combinaisons alternatives en duplex et triplex.
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11.4.2. Analyses statitiques des données

L’ensemble des données a été saisi avec le logiciel Excel 2013.

Le logiciel Epi-Info 7 a été utilisé pour faire une analyse statistique descriptive puis la séroprévalence

a été évaluée. Les parametres pertinents associes aux différentes protéines recombinantes évaluéees
ont été calculés, avec un intervalle de confiance a 95%, a 1’aide du logiciel XLSTAT version
2014.19.5.

Pour évaluer les performances des tests ELISA indirects réalisés a partir de 1’antigeéne natif et des
antigenes recombinants, la sérologie western blot utilisant I’antigéne natif a servi de test de référence
(gold standard). Les validités intrinseques (sensibilité et spécificité), des tests ELISA ont été
calculées.

La concordance (accord) entre les tests ELISA indirects et le test sérologique western blot d’une part,
et entre les tests sérologiques (ELISA et western blot) et la technique d’inspection des carcasses
d’autres part, a été calculée comme suit :

(VP+VN)x100/(VP+VN+FP+FN) (Khanaliha et al., 2014),

(VP, VN, FP et FN représente respectivement le nombre de vrai positif, de vrai négatif, de faux
positif et le nombre de faux négatif).

Le coefficient de Kappa de Cohen mesurant I’accord corrigé entre la technique d’inspection des
carcasses et les tests sérologiques (Elisa et le western blot), et entre les tests ELISA et la sérologie
western blot, a été également déterminé. Cet accord a été noté, passable, modéré, bon et excellent
lorsque les valeurs de kappa de Cohen étaient comprises entre (0,21 et 0,40), (0,41 et 0,60), (0,61 et
0,80) et (0,81 et 1), respectivement (Abdelbaset et al., 2017).

Le risque relatif associé a la cysticercose a éte déterminée comme suit :

RR = R1/Ro(Bouyer et al., 2003), avec:

R1=risque de maladie chez les sujets exposés au facteur de risque

Ro = risque de maladie chez les sujets non exposes,

Le risque relatif peut varier de 0 a I’infini et s’nterpréte comme suit :

RR > 1 : risque accru de la maladie (facteur de risque)

RR =1 : Absence de relation entre le facteur de risque et la maladie

RR < 1: risque réduit de la maladie (facteur protecteur).
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1. RESULTATS

111.1. Etude épidémiologique de la cysticercose humaine
I11.1.1. Caractéristique socio démographique de la population de I’étude

Durant la période d’étude, 2080 personnes ont été enregistrées. Notre population d’étude était
constituée de 45,86% d’hommes (n = 954) et de 54,13% de femmes (n = 1126), avec un sexe ratio
hommes/femme égal 0,85. Mille trente et un (1031 ; 49,57%) personnes provenaient du département
de Dabou contre mille quarante-neuf (1049) du département d’Agboville, soit 50,43%. Les personnes
incluses étaient agées de 5 ans a 85 ans avec une moyenne de 32 ans + 21.

Le profil sociodémographique de la population d’étude en rapport avec la classe d’age, le genre,
le niveau d’étude, et la zone de résidence ont donné les résultats suivants : 21,52% (444/2063)
n’avaient aucun niveau, 49,39% (1019/2063) avaient un niveau primaire, 27,44% (566/2063) avaient
un niveau secondaire et 1,65% (34/2063) avaient un niveau supérieur (Tableau 1V).

Le nombre de participant en fonction de la classe d’age était variable, allant de 616 (29,69%) pour
I’age compris entre 5 et 15 ans, valeurs incluses a 170 (8, 19%) pour 1’4ge supérieur a 65 ans.

Parmi les personnes incluses, seules 25,16% (518 personnes) lavaient systématiquement leurs
mains apres les selles, 634 des participants, soit 30,66%, lavaient les crudités avant de les consommer
et seulement 468 personnes consommaient de 1’eau de la société de distribution d’eau, soit une
proportion de 22, 73%. Mille six cent soixante-huit (1668) des participants, soit 81, 84%,
consommaient la viande de porc et parmi eux, 32,04% (653) ont déclaré avoir mangé de la viande
peu cuite. Pour le parametre « défécation a 1’air libre », 72,40% (1448/2000) des sujets, qui se sont

prononcés, ont répondu avoir déféqué a I’air libre (Tableau V).
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Tableau IV. Description de la population de 1’étude en fonction des caractéristiques sociodémographique

Dabou (n = 1027) Agboville (n =1048) (Population globale (n =2075)
Parametres n (E/g ) n (E/g) n Pr(%)
Classes d'age (Années)
5-15ans 243 23,66 373 35,59 616 29,69
16-25 ans 132 12,85 152 14,50 284 13,69
26-35 ans 170 16,55 128 12,21 298 14,36
36-45 ans 162 15,77 125 11,93 287 13,83
46-65 ans 203 19,77 217 20,71 420 20,24
>65 ans 117 11,39 53 5,06 170 8,19
Genre n=1031 n =1049 n = 2080
Masculin 476 46,17 478 45,57 954 45,87
Féminin 555 53,83 571 54,43 1126 54,13
Niveau d'étude n =1020 n=1043 n =2063
Aucun 261 25,59 183 17,55 444 21,52
Primaire 483 47,35 536 51,39 1019 49,39
Secondaire 260 25,49 306 29,34 566 27,44
Supérieur 16 1,57 18 1,73 34 1,65

n= nombre, Pr = proportion
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Tableau V. Répartition de la population de 1’étude en fonction des habitudes d’hygiéne, de la source d’eau et consommation de viande de porc

Dabou (n = 1023) Agboville (n =1036) | Population globale (n =2059)
Parameétres n Pr (%) n Pr (%) n Pr(%)
Lavage des mains
Oui 361 35,29 157 15,15 518 25,16
Non 662 64,71 879 84,85 1541 74,84
Lavage des crudites avant n=1027 n = 1041 n = 2068
consommation
Oui 364 35,44 270 25,94 634 30,66
Non 425 41,38 575 55,24 1000 48,36
Np 238 23,17 196 18,83 434 20,99
Consommation d'eau de n=1019 n = 1040 n =2059
distribution
Oui 379 37,19 89 8,56 468 22,73
Non 640 62,81 951 91,44 1591 77,27
Consommation de viande de porc n=1012 n=1026 n=2038
Oui, peu cuite 342 33,79 311 30,31 653 32,04
Oui, bien cuite 478 47,23 537 52,34 1015 49,80
Non 192 18,97 178 17,35 370 18,16
Défécation a l'air libre n =998 n =1002 n = 2000
Oui 676 67,74 772 77,05 1448 72,40
Non 322 32,26 230 22,95 552 27,60

n = nombre, Pr = Proportion, Np = Non précisé
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I11.1.2. Séroprévalence de la cysticercose humaine

Sur un total de 2080 échantillon de sang préleve, 2068 ont subi une analyse sérologique pour la
recherche de la cysticercose humaine, car 12 échantillons hémolysés n’ont pas été analysés. Ainsi,
les anticorps dirigés contre les cysticerques ont été détectés chez 233 participants, soit une proportion
de 11,27 % de cas de cysticercose. Parmi ces individus, 81(7,89 %) provenaient du département de
Dabou et 152 (14,60 %) du département d’Agboville.

v Séroprévalence de la cysticercose humaine selon les parametres sociodémographiques

Les séroprévalences retrouvées dans cette étude variaient quel que soit le parameétre
sociodémographique (Tableau V). Ainsi, pour le genre, elle était de 58,37 % (136) chez le sexe
féminin, pour la classe d’age la proportion élevée a été observée chez les individus dont I’age était
compris entre 46 et 65 ans soit 24,03 % (56 cas). Pour le niveau d’étude, une forte prévalence (71,43
%) a été observée chez ceux qui ont été a I’école, tous niveaux confondus. En ce qui concerne la zone
de résidence, les zones d’Agboville ont montré les fortes prévalences avec une prédominance (27,04

%) observée dans le Sud dudit département.

v Séroprévalence de la cysticercose humaine selon des habitudes d’hygiéne et la

consommation de la viande de porc et de I’eau de distribution

Pour le paramétre « lavage des mains », la prévalence a été de 73,59 % chez les individus qui ne
se lavaient pas les mains apres les selles. Elle a été également de 57,95 % chez les personnes qui ont
déclaré n’avoir pas lavé les crudités avant consommation (Tableau VII).

Pour les parametres « consommation d’eau de distribution » et « consommation de viande de
porc », les prévalences élevées ont été observées respectivement chez les personnes qui ne
consommaient pas I’eau de la société de distribution d’eau et chez celles qui consommaient la viande

de porc bien cuite (Tableau VII).
111.1.3. Risques relatifs de la cysticercose humaine

Les facteurs de risques relatifs de la cysticercose humaine, analysés dans notre étude sont exposés
dans le tableau VII1. En effet, une valeur de risque relatif supérieure a 1 a été obtenue pour le sexe
féminin, aucun niveau d’étude, le non lavage des crudités avant consommation et pour la non

consommation de 1’eau de la société de distribution.
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Tableau VI. Séroprévalence de la cysticercose selon les parametres sociodémographiques

Dabou Agboville Population globale

Cyst - Cysti + Cysti - Cysti + Cysti - Cysti +

Paramétres n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Genre (n = 2068) 946 (92,11)  81(7,89) | 889 (85,40) 152 (14,6) 1835 (88,73) 233 (11,27)
Masculin 445 (47,05)  31(38,82) | 407 (45,78) 66 (43,42) 852 (46,43) 97 (41,63)
Féminin 501 (52,95) 50 (61,73) | 482 (52,22) 86 (56,58) 983 (53,57) 136 (58,37)
Classes d'age (n =2061) 940 (92,07) 81(7,93) 888 (85,38) 152 (14,61) 1828 (88,69) 233 (11,30)
5-15ans 234 (24,89) 9(11,1) 334 (37,61) 36 (23,68) 568 (31,07) 45 (19,31)
16-25ans 122 (12,98) 8(9,88) 134 (15,09) 16 (10,53) 256 (14,00) 24 (10,30)
26-35ans 152 (16,17) 16 (19,75) | 105(11,82)  23(15,13) 257 (14,06) 39 (16,74)
36-45ans 148 (15,74) 14 (17,28) | 101 (11,37)  24(15,79) 249 (13,62) 38 (16,31)
46-65ans 185(19,68) 16(19,75) | 177 (19,93) 40 (26,32) 362 (19,80) 56 (24,03)
>65ans 99 (10,53) 18 (22,22) 37 (4,17) 13 (8,55) 136 (7,44) 31 (13,30)
Niveau d'étude (n = 2049) 935(92,21) 79(7,79) | 883(85,31) 152 (14,68) 1818 (88,73) 231 (11,27)
Non 229 (24,49)  29(36,71) | 145(16,42) 37 (24,34) 374 (20,57) 66 (28,57)
Oui 706 (75,51) 50(63,29) | 738(83,58)  115(75,66) | 1444 (79,43) 165 (71,43)

n = nombre, Cysti - = Cysticercose négative, Cysti + = Cysticercose positive
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Tableau VII. Séroprévalence de la cysticercose selon des habitudes d’hygiéne, consommation de la viande de porc et d’eau de distribution

Dabou Agboville Population globale

Cysti - Cysti + Cysti - Cysti + Cysti - Cysti +

Parameétres n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Lavage des mains (n = 2059) 943(92,18) 80 (7,82) | 885(85,42) 151 (14,57) |1828(88,78) 231 (11,22)
Oui 326 (34,57) 35(43,75) | 131(14,80) 26 (17,22) | 457 (25) 61 (26,41)
Non 617 (65,43) 45 (56,25) | 754 (85,20) 125(82,78) | 1371 (75) 170 (73,59)
Lavage des crudités avant consommation (n=2068) 946 (92,11) 81 (7,89) | 889(85,40) 152 (14,60) |1835(88,73) 233 (11,27)
Oui 331(34,99) 33(40,74) | 247 (27,78) 23 (15,13) | 578(31,50) 56 (24,03)
Non 387 (40,91) 38 (46,91) | 478(53,77) 97 (63,81) | 865 (47,15) 135 (57,95)
Np 228 (24,10) 10 (12,34) | 164 (18,45) 32 (21,05) | 392(21,36) 42 (18,03)
Consommation d'eau de distribution (n = 2059) 938 (92,05) 81(7,95) | 888(85,38) 152 (14,62) | 1826 (88,68) 233 (11,32)
Oui 342 (36,46) 37 (45,68) | 77(8,67) 12(7,89) | 419 (22,95) 49 (21,03)
Non 596 (63,54) 44 (54,32) | 811(91,33) 140 (92,10) | 1407 (77,05) 184 (78,97)
Consommation de viande de porc (n = 2038) 932 (92,09) 80 (7,9) 876 (85,38) 150 (14,62) | 1808 (88,71) 230 (11,28)
Oui, peu cuite 324 (34,76)  18(22,5) | 265(30,25) 46 (30,67) | 589 (32,58) 64 (27,83)
Oui, bien cuite 438 (46,99) 40 (50) 464 (52,97) 73 (48,67) | 902 (49,89) 113 (49,13)
Non 170 (18,24)  22(27,5) | 147 (16,78) 31(20,67) | 317 (17,53)  53(23,04)
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Tableau VIII. Risque relatif de la séroprévalence de la cysticercose humaine

Parametres RR IC 95%

Féminin # Masculin 1,22 (0,96 - 1,54)
Aucun niveau d'étude # Niveau d'étude 1,46 (1,13-1,89)
Ne lave pas les mains # lave les mains 0,94 (0,67 -1,31)
Ne lave pas des crudités # les lave 1,53 (1,13 - 2,04)
Mange la viande de porc # ne mange pas 0,7 (0,52 -0,94)
Ne consomme pas 1'eau de distribution # consomme 1,1 (0,81-1,47)
Viande peu cuite # bien cuite 0,88 (0,65 -1,18)

IC : Intervalle de Confiance, RR : Risque relatif, RR > 1 : risque accru de la maladie (facteur de risque), RR =1 : Absence

de relation entre le facteur de risque et la maladie, RR< 1 : risque réduit de la maladie (facteur protecteur)

73



111.1.4. Concordance entre le test Ab-ELISA et Western Blot utilisant I’antigéne natif pour le

diagnostic de la cysticercose humaine

En se référant au western blot, la confrontation des résultats entre ces deux tests sérologiques
(ELISA/Western Blot) a permis de repartir les résultats du test ELISA comme suit : 233 (78,4%) vrais
positifs (VP), 248 (83,5%) vrais négatifs (VN), 49 (16,5%) faux négatifs (FN) et 64 (21,6%) faux
positifs (Tableau 1X).

Le test ELISA a montré une bonne valeur de sensibilité et de spécificité qui était de 82,6% (77,7
— 86,6) et 79,5% (74,6 — 83,6), respectivement (Tableau 1X). L’indice de concordant entre ’ELISA
et le western blot était de 81% avec une valeur de Kappa de Cohen égale 0,62.

L’étude du profil de reconnaissance en Western blot a permis de repartir les 49 échantillons faux
négatifs comme suit : 20 (40,81%) échantillons ont été positifs avec des bandes spécifiques a forte
intensité et les 29 (59,18%) autres étaient positifs également mais présentaient des bandes spécifiques
a tres faibles intensités. En ce qui concerne les 64 sérums faussement positifs, 1’analyse sérologique
avec le western blot a montré que 40 (62,50%) de ces échantillons n’étaient positives a aucune bande
protéique tandis que 37,5% (24/64) ont réagi avec au moins une protéine antigénique avec une
prédominance de la 50 Kda a 14,06% (Tableau X).
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Tableau IX. Evaluation des performances (Sensibilité et Spécificité) du test ELISA-1gG comparé a la sérologie western blot

ELISA-IgG
Positif ~ Négatif total Coefficient de Kappa Se(%) Sp(%)  Conc (%)
Positif 233 49 282
Western blot Négatif 64 248 312 0,62 82,6 79,5 81
Total 297 297 594

Se = Sensibilité, Sp = Spécificité, Conc = Concordence
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Tableau X. Répartition des échantillons faux positifs (n = 64) en Elisa en fonction des résultats de

Western Blot et en fonction de la taille des bandes protéiques

Nombre de Nombre de bande  Taille protéique Proportion

sérum observeé en kDa (%) IC (95%)
1 1 18 kDa 1,56 0,04 -84
4 1 39 kDa 6,25 1,02 - 21,49
3 1 45 kDa 4,69 0,98 — 13,09
1 1 40 kDa 1,56 0,04 -8,4
9 1 50 kDa 14,06 6,64 — 25,02
1 2 50 kDa et 70 kDa 1,56 0,04 -84
3 2 50 kDa et 90 kDa 4,69 0,98 — 13,09
1 2 50 kDa et 65 kDa 1,56 0,04 -84
1 1 60 kDa 1,56 0,04 -84
40 Aucune 62,50 49,51 - 74,3

kDa : kilodalton, IC : Intervalle de Confiance, n = nombre d’échantillon
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111.1.5. Epidémiologique de la cysticercose porcine

Cent quatre-vingt-quatorze (194) porcs ont été tirés de facon aléatoire et testés par deux
méthodes (inspection et sérologie).

La répartition des porcs par abattoir était de 61 a Ampasika, 85 a Anosipatrana et 48 a Anosizato
(Tableau XI). Sur les 194 carcasses de porcs inspectées, 101 présentaient des cysticerques, soit une
prévalence de 52,06 % (1C95% : 44,79 - 59,27).

La sérologie ELISA a permis de détecter la présence d’anticorps anti-cysticerque dans les sérums de
139 porcs, soit une séroprévalence apparente de 71,65 % (1C95% : 64,75 — 77,87). Cependant les
analyses qui ont été faites avec western blot ont révélé la présence d’anticorps dirigés contre les
cysticerques chez 98 porcs, soit une séroprévalence de 50,52 % (1C95% : 43,26 — 57,75) (Tableau
XI). Les différentes prévalences observées qui ont été reparties par abattoirs et par techniques utilisées
pour tester les porcs sont présentées sur le Tableau XI.

Les valeurs de kappa étaient de 0,45 et 0,54 entre les résultats de I’inspection des carcasses et
ceux des tests Western Blot et Elisa, respectivement (Tableau XI1). Ces valeurs ont montré qu’un
accord modéré existait entre les résultats des tests sérologiques et ceux de la technique d’inspection

des carcasses.
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Tableau XI. Prévalence de la cysticercose porcine par abattoirs et par techniques

_ Western blot Inspection de carcasses Sérologie Ab-Elisa
Abattoir Porcs _ _ _
o Nb positif/Testés (%) Nb positif/Testés (%) Nb positif/Testés (%)
examines
IC (95%) IC (95%) IC (95%)
) 26/61 (42,62) 18/61 (29,51) 34/61 (55,74)
Ampasika 61
(30,04 - 55,94) (18,52 - 42,57) (42,45 - 68,45)
) 49/85 (57,65) 60/85 (70,59) 68/85 (80)
Anosipatrana 85
(46,45 - 68,3) (59,71 - 79,98) (69,92 - 87,9)
) 23/48 (47,92) 23/48 (47,92) 37/48 (77,08)
Anosizato 48
(32,29 - 62,81) (33,29 - 62,81) (62,69 - 87,97)
98/194 (50,52) 101/194 (52,05) 139/194 (71,65)
Total 194
(43,26 - 57,75) (44,79 - 59,27) (64,75 -77,87)

Nb = Nombre, IC = Intervalle de confiance
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Tableau XI1. Résultats croisés et évaluation d’accord entre 1’inspection des carcasses et les tests sérologiques

Western blot-CS50 ELISA-CS50
Technique d’analyse . -
Coefficient ] Coefficient )
- + total Test de khi? - + total Test de Khi?
de Kappa de Kappa
_ - 68 25 93 p-value < 0,001 52 41 93 p-value <0,001
Inspection des 0,45 0,54
+ 28 73 101 Alpha = 0,05 3 98 101 Alpha =0,05
carcasses
total 96 98 194 55 139 194

+ : Positif, - : Négatif
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111.2. Evaluation d’antigenes recombinants pour le diagnostic de la cysticercose
111.2.1.Réponse immunitaire humorale dirigée contre les cing antigénes recombinants

Il a été question de mettre en place un test de diagnostic sérologique, utilisable hors centres
spécialisés, pour la détection d’anticorps dirigés contre T. solium chez le porc et chez I’Homme,

utilisant des protéines antigéniques recombinantes.
111.2.1.1. Séroprévalence de la cysticercose dans les populations

v Cysticercose humaine
Un nombre total de 416 sérums ont été tirés au sort et analysés en Elisa utilisant les antigénes
recombinants et en Western blot avec la CS50. Les caractéristiques démographiques des participants
inclus dans cette partie de 1’étude se présentaient comme Suit : I’age moyen était de 33 ans plus ou
moins 20 ans, I’dge médian était 31,1 ans (14,2 —47,9), 45,91% (191/416) étaient de sexes masculins
et 54,11% étaient de sexes féminins. Les séroprévalences obtenues des différents tests sérologiques
variaient de 15,38% (1C95% : 12,24 - 19,17) a 28,13% (1C95% : 24,02 — 32,63) (Figure 16). Dans
cette population de 1’étude, la plus grande séroprévalence a été obtenue avec le test W.B-CS50
(28,13%) et la plus faible avec le test sérologique Elisa utilisant la CS-50 (15,38%).
v Cysticercose porcine
Au total 194 sérums de porcs ont été analysés avec les cing antigénes recombinants. Les
séroprévalences qui ressortent de nos analyses sérologiques variaient de 41,75% (1C95% : 34,73 —
49,03) a 75,77% (1C95% : 69,12 - 81,62) (Figure 17). La plus petite valeur de la séroprévalence a
été obtenue avec le test sérologique Elisa-R93 (41,75%) et la plus grande valeur avec le test
sérologique Elisa-CS50 (75,77%).
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Figure 16. Séroprévalence de la cysticercose humaine en fonction des tests sérologiques

81



Fréquence cysticercose (%0)

» Elisa-T14
© Elisa-T18
» Elisa-R93
© Elisa-R914
m Elisa-R915
m Elisa-CS50
= W.B-CS50

Tests sérologiques

Figure 17. Séroprévalence de la cysticercose porcine en fonction des tests sérologiques
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111.2.2. Performances diagnostiques d’antigénes recombinants en formule unique et combinee

pour le diagnostic de la cysticercose

111.2.2.1. Détermination des parameétres intrinséques des antigénes recombinants pour le

diagnostic de la cysticercose humaine

Les résultats de 1’évaluation en formule unique de ces antigénes ont montré que la spécificité

était bonne pour tous et variait de 80,3% (75,5 — 84,4) a 88,6(84,5 — 91,8) (Tableau XIII). Par
contre ils ont montré de faibles valeurs de sensibilité, comprises entre 26,5 % (19,3 - 35,2) et 36,8
% (28,6 — 45,8) (Tableau XII1). Le recombinant R93 a donné la plus grande valeur de sensibilité
(36,8%) et la plus petite valeur de spécificité (80,3%).
La concordance entre les résultats issus des tests Elisa réalisé avec les antigenes recombinants et
ceux du test western blot variait de 68,03% a 71,87%, et le rapport de vraisemblance positive était
supérieur a 2 pour quatre antigenes (T14, T18, R914.2 et R915.2) et égal a 1,863 pour la R93
(Tableau X111).

La valeur de sensibilité, de spécificité, de concordance et du rapport de vraisemblance positive
obtenue avec le test Elisa utilisant la CS50 était de 44,4% (35,8 — 53,5), 96% (93 — 97,7), 81,49 et
11,07, respectivement. Les paramétres intrinséques (sensibilité et spécificité) des antigenes
recombinants ont été comparés a ceux de 1I’Elisa-CS50 (Tableau XIV). Seule la sensibilité de
I’antigéne R93 n’a pas été statistiquement inférieure a celle du test Elisa avec la CS50, avec une
valeur p =0, 237.

Dans le souci d’améliorer les performances des antigénes recombinants, deux méthodes de
combinaison statistique (alternative et cumulative) des résultats issus des tests Elisa-1gG réalisés
avec les antigenes recombinants ont été faites. Il s’agit d’une combinaison des résultats qui ont été
obtenus individuellement par chaque et non pas un mélange d’antigéne. Les résultats obtenus (les
performances obtenues) de la combinaison cumulative (1’un et 1’autre) étaient variables (Tableau
XV & XVI). Les performances diagnostiques obtenues variaient de 6,8% (3,4 — 13,2) a4 28,2% (20,8
— 37) pour la sensibilité, de 88,6% (84,5 — 91,8) a 98% (95,6 — 99,2) pour la spécificité, de 70,91%

a 73,56% pour la concordance et de 2,19 a 4,182 pour le rapport de vraisemblance positive.
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Tableau XIII.

1I’Elisa-CS50 par rapport au Western blot

Valeurs diagnostiques des antigénes recombinants évalués en simplexe et de

Antigenes Sensibilite (%) - Specificite (%) Concordances (%) RVP*
(1C 95%) (1C 95%)

Elisa-CS50 (35, g i’?ss,s) (03 32717) 81,49 11,07
T4 (20,2?’27,0) (84,? zi1?91,2) 71,63 248
Ti8 (22,2?’28,8) (84,?131,5) 187 2,956
R93 (28,2?,?15,8) (75,20-124,4) 08,03 1863
R914 (19;?’25,2) (84,2%21,2) LI5 233
R915 (20,57-,:6,1) (83,27-120,9) 70,67 221

*rapport de vraisemblance positive, IC : Intervalle de Confiance
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Tableau XIV. Tests Elisa : comparaison de sensibilité et spécificité des antigenes recombinants testés

en simplexe a ceux de 1’antigéne natif

Tests Elisa-T14 Elisa-T18 Elisa-R93 Elisa-R914  Elisa-R915
Sensibilités 28,20% 29,90% 36,80% 26,50% 27,40%
(20,8 -37) (22,4 - 38,8) (28,6 -45,8) (19,3-35,2) (20,1-36,1)
44,40% p=0,01 p = 0,022 p=0,237" p = 0,004 p < 0,0001
(35,8 - 53,5) ’ ’ ' ' ’
Elisa-CS50 88,60% 88,30% 80,30% 88,60% 87,60%
Specificités (84,5 -
91,2) (84,1-91,5) (75,4-84,4) (845-91,2) (83,4-90,9)
96%
(93-97.7) p=0,0011 p=0,0008 p <0,0001 p=0,0011 p=0,0003

* pas de différence significative, o = 0,05, p = pvalue
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Tableau XV. Valeurs diagnostiques des antigenes recombinants combinés en duplex selon la

méthode cumulative

Rapport de
Combinaison Sensibilité (%) Spécificité (%) Concordance (%) vraisemblance
positive
16,2 94,3
¢l (10,6 — 24,1) (91,0 — 96,5) 72,35 2,856
C2 128 % 71,87 2,556
(7,9-20,2) (91,8 -97) ’ ’
6,8 98
3 (3,4-13,2) (95,6 — 99,2) 72,35 3,407
6,8 97,7
c4 (3,4-132) (95,1 — 98,9) 21 2921
16,2 94
s (10,6 — 24,1) (90,6 — 96,2) 21 2698
C6 103 %0 71,87 2,556
(59-17,3) (93-97,7) ’ ’
9,4 97,3
C7 (5,2 -16,3) (94,7 — 98,7) 7187 3:514
13,7 95,7
8 (8,5-21,2) (92,6 — 97,5) 128 3,145
(¢} 154 9,3 73,56 4,182
(9,9-231) (93,4 - 98) ’ '
154 93,6
C10 0.9 231) (902 959) 71,63 2,421

C = Cumulative, C1 =T14+T18, C2 = T14+R93, C3 = T14+R915, C4 = T14+R915, C5 = T18+R93, C6 = T18+R914,

C7 =T18+R915, C8 = R93+R914, C9 = R93+R915, C10 = R914+R915
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Tableau X V1. Valeurs diagnostiques des antigénes recombinants combinés en triplex selon la méthode

cumulative
Rapport de
Combinaison Sensibilité (%) Spécificité (%) Concordance (%)  vraisemblance
positive
26,5 88,6
’ ’ 71,1 2
cil (19,3 -35,2) (84,5-91,8) 15 33
C12 231 % 72,6 2,875
(16,4 — 31,6) (88,3 —94,6) ’ ’
23,9 92
1 ’ 72,83 2,981
C13 (17,1 - 32,5) (88,3 —94,6)
23,1 91
' 71,87 2,556
cl4 (16,4 — 31,6) (87,1 -93,7)
21,4 92,3
1 ’ ’ 72,35 2,778
C15 (14,9 - 29,7) (88,7 — 94,8)
20,5 90,6
' ' 70,91 2,19
16 (14,2 — 28,8) (86,7 — 93,5)
C17 2655 89,6 71,87 2,556
(19,3 -35,2) (85,6 — 92,6) ’ ’
28,2 91
' 73,32 3,123
c18 (20,8 - 37) (87,1 -93,7)
21,4 90,3
1 ’ ’ 70,91 2,203
C19 (14,9 — 29,7) (86,4 — 93,2)
27,4 90,3
' ’ 72,6 2,82
c20 (20,1 -36,1) (86,4 - 93,2)

C = Cumulative, C11 =T14+T18+R93, C12 = T14+T18+R914, C13 = T14+T18+R915,
C14 = T14+R93+R914, C15 = T14+R93+R915, C16 = T14+R914+R915, C17 = T18+R93+R914,
C18 = T18+R93+R914, C19 = T18+R914+R915, C20 = R93+R914+R915
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La combinaison T14+R914 a montré simultanément la plus faible valeur de sensibilité (6,8%)
et la plus grande valeur de spécificité (98%). Les sensibilités et spécificités qui ont été obtenues de
cette méthode combinatoire ont été comparées a la sensibilité et a la spécificité du test Elisa réalisé
avec l’antigéne natif. Ainsi toutes les sensibilités obtenues de cette combinaison étaient
statistiquement inférieures a celle de I’antigéne natif (Tableau XVII & XVIII). A I’inverse, la
moitié des spécificités déterminées de cette méthode de combinaison ont été statistiquement
inférieures a celle de la glycoprotéine en Elisa (Tableaux XVII & XVIII). Les autres spécificités
obtenues étaient statistiquement égales a celle de 1’Elisa utilisant les antigénes natifs.

Les combinaisons C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 et C10 ont montré de trés bonnes valeurs
de spécificité, comparée a celle du test Elisa réalisé avec les glycoprotéines (Tableau XVII). Les
valeurs des spécificités de ces combinaisons étaient de 94,30%, 95%, 98%, 97,7%, 94%, 96%,
97,30%, 95,70%, 96,30% et de 93,60% pour C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 et C10,
respectivement. Une comparaison entre les parameétres intrinséques issus de ces combinaisons a été
effectuée (Tableau X1X). En effet, pour les sensibilités, une différence significative a été observée
entre la sensibilité de C1 et celles de C3 et C4, entre la sensibilité de C3 et celles de C5, C9 et C10
et entre la sensibilité de C4 et celles de C5, C9 et C10 (Tableau XIX). En ce qui concerne les
spécificités, une différence significative a été également observeée entre la spécificité de C1 et celles
de C3 et C4, entre la spécificité de C2 et celle de C3, entre la spécificité de C3 et celles de C5, C7
et C10 et entre la spécificité de C4 et celles de C5, C6, C7 et C10 (Tableau XIX).

Inversement, pour la combinaison alternative (I’'un ou 1’autre), les performances variaient de
38,5% (30,2 — 47,5) a 63,2% (54,2 — 71,2) pour la sensibilité, de 66,2% (60,7 — 70) a 82,6% (77,9
— 86,5) pour la spécificité, de 64,66% a 71,15% pour la concordance et de 1,714 a 2,421 pour le
rapport de vraisemblance positive. Ainsi les combinaisons T14+R914+R915 et R93+R914+R915
ont une valeur de concordance de 64,66%, tandis que les combinaisons T18+R914 et T14+T18 ont
permis d’obtenir 71,15% de concordance (Tableau XX & XXI).

Quant aux parametres intrinseques (sensibilité et spécificité), la combinaison A10 (R914 +R915) a
donné concomitamment une valeur de sensibilité de 38,5% et de spécificité de 82,6% (Tableau
XX).

Les parametres intrinseques (sensibilité et spécificité) issus de ces combinaisons alternatives ont été
compares a ceux du test Elisa réalisé a partir des antigénes totaux (Tableau XXII & XXII1). En
effet, une différence significative a été observée entre toutes les spécificités obtenues des
combinaisons et celle du test Elisa avec les antigénes totaux. Par contre, en ce qui concerne les
sensibilités, plus de la moitié n’a montré aucune différence significative lorsque celles-ci ont été

comparees a celle du test Elisa réalisé avec les glycoprotéines (antigenes totaux).
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Tableau XVII. Comparaison de sensibilité et spécificité : recombinants combinés en duplex selon la méthode cumulative comparés a 1’antigéne

natif
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10
Se 16% 12,80% 6,80% 6,80% 16,20% 10,30% 9,40% 13,70%  1540%  15,40%
) 44,44% p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Elisa-CS50 = 94,30% 95% 98% 97,70% 94% 96% 97,30% 9570%  96,30%  93,60%
96% p=0,33" p =0,556" p =0,152" p=023" p=0,262" p=1" p=0377" p=0854" p=085 p=0,2"

* = pas de différence significative, a = 0,05, p = pvalue, Se = Sensibilité, Sp = Spécificité
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Tableau XVIII. Comparaison des parametres intrinséques : recombinants combinés en triplex selon la méthode cumulative comparés a 1’antigéne

natif
cl1 C12 C13 Cl4 C15 C16 C17 C18 C19 C20
Se 26,50% 23,10% 23,90% 23,10% 21,40% 20,50% 26,50% 28,20% 21,40% 27,40%
_ 4444%  p=0,0042 p =00006 p=00009 p=0,0006 p=0,0002 p=0,0001 p=0,0042 p =0,01 p=0,0002 p=0,0067
Elisa-CS50 Sp 88,60% 92% 92% 91% 92,30% 90,60% 89,60% 91% 90,30% 90,30%
96% p =0,0007 p =0,04 p=004 P=0,0132 p=0,0541 p=0,0083 p=0,0025 p=0,0132 p=0,0006 p=0,006

a= 0,05, p = pvalue, Se = Sensibilité, Sp = Spécificité
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Tableau X1X. Comparaison des parameétres intrinseques entre les dix combinaisons cumulatives qui ont donné une spécificité statistiquement égale a
celle du test Elisa-CS50

C2 C3 C4 C5 C6 C7 Cs8 C9 C10
Sensibilité
C1 p=04867 p=0,0271% p=0,0271¢ p = 0,9669 p =0,1980 p =0,1980 p=0,6216 p = 0,8998 p = 0,8998
C2 p=0,1235 p=0,1235 p=0,4611 p = 0,5505 p = 0,5505 p =0,8394 p = 0,5686 p = 0,5686
C3 p=1 p = 0,0245¢ p =0,3394 p =0,3394 p = 0,0825 p=0,0367¢ p=0,0367¢
C4 p = 0,0245¢ p =0,3394 p =0,3394 p = 0,0825 p=0,0367¢ p=0,0367¢
C5 p=0,1841 p=0,1841 p = 0,5926 p=0,8671 p=0,8671
C6 p=1 p = 0,4246 p =0,2448 p =0,2448
Cc7 p = 0,4246 p =0,2448 p =0,2448
Cs8 p=0,7129 p=0,7129
C9 p=1
Spécificité

C1 p=0,7039 p=0,0188¢ p=0,0340¢ p =0,8759 p =0,3337 p =0,8759 p =0,4326 p =0,2483 p=0,7198
C2 p = 0,0461¢ p =0,0786 p = 0,5920 p = 0,5556 p = 0,5920 p = 0,6846 p =0,4362 p = 0,4607
C3 p = 0,8005 p =0,0126¢ p=0,1521 p = 0,0126¢ p =0,1077 p=0,2120 p = 0,0074¢
C4 p=0,0234 p=0,0234¢ p=0,0234¢ p=0,1714 p =0,3160 p =0,0141¢
C5 p =0,2622 p=1 p=0,3474 p =0,1909 p =0,8394
C6 p =0,2622 p =0,8542 p = 0,8489 p = 0.1866
Cc7 p=0,3474 p = 0,1909 p =0,8394
Cs8 p =0,7084 p =0,2542
C9 p =0,1320

d =différence significative, p = pvalue, a = 0,05
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Tableau XX. Valeurs diagnostiques des antigenes recombinants combinés en duplex selon la

méthode alternative

inai Sensibilité (%) Spécificité (%o) Concordance Rgppotr)'lt de
Combinaison (1C95%) (1C95%) (%) vralsgg?tivznce
Al 41,9 82,6 71,15 2,408
(33,4 -50,9) (77,9 - 86,5) ’ ’
52,1 73,9
A2 ’ ’ 67,79 1,999
(43,2 -61) (68,6 — 78,6)
479 79,3
A 70,43 2,308
3 (39 - 56,8) (74,3 -83,5)
A4 48,7 78,6 70,19 2,276
(36,9 - 57,7) (73,6 — 82,9) ’ ’
A5 504 74,6 67,79 1,984
(41,5-59,3) (69,3 -79,2) ’ ’
A6 46,2 80,9 71,15 2,421
(37,4 - 55,2) (76,1 — 85) ’ ’
479 78,6
69,95 2,236
AT (39 - 56,8) (73,6 — 82,9)
A8 49.6 73 66,59 1,853
(40,7 —58,5) (67,9-77,9) ’ ’
A9 48,7 & 65,14 1,714
(39,9 -57,7) (66,2 - 76,2) ’ ’
38,5 82,6
Al 70,19 2,212
0 (30,2 - 47,5) (77,9 -86,5)

A = Alternative, A1=T14+T18, A2 =T14+R93, A3 = T14+R915, A4 =T14+R915,
A5 =T18+R93, A6 = T18+R914, A7 = T18+R915, A8 = R93+R914, A9 = R93+R915,
Al10 = R914+R915
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Tableau XXI. Valeurs diagnostiques des antigénes recombinants combinés en triplex selon la

méthode alternative

Sensibilité (%) Spécificité (%) Rapport de
Combinaison (1C95%) (1C95%) Concordance (%) vra;)s(f?itti)\llznce
All > .2 67,79 2,05

(49,9 -67,5) (65,8 -76,1) ’ ’
56,4 75,6
Al2 (47,4 - 65) (70,4 -80,1) 70.19 231
57,3 73,9
AL (48,2 - 65,8) (68,6 — 78,6) 69,23 2195
Al4 032 or4 66,59 1,97
(54,2 - 71,4) (62,4 -72,9) ’ ’
A15 024 06.2 65,14 1,847
(53,3-70,6) (60,7 - 71,3) ’ ’
57,3 74,9
AL (48,2 - 65,8 (69,7 - 79,5) 69,95 2,283
59,8 69,6
ALT (50,8 — 68,3) (64,1 -74,5) 66,83 1,966
A18 > 06,9 64,66 1,781
(49,9 -67,5) (61,4-72) ’ ’
Al9 55,6 759 70,19 2,307
(46,5 - 64,2) (70,7 - 80,4) ’ '
A20 4T 68.6 1,74 64,66
(45,7 - 63,4) (63,1 - 73,6)

A = Alternative, A11 =T14+T18+R93, A12 = T14+T18+R914, Al13 = T14+T18+R915, Al14 = T14+R93+R914, Al5 =
T14+R93+R915, A16 = T14+R914+R915, A17 = T18+R93+R914, A18 = T18+R93+R914, A19 = T18+R914+R915,

A20 = R93+R914+R915
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Tableau XXI1. Comparaison des paramétres intrinseques : recombinants combinés en duplex selon la méthode alternative comparés a I’antigéne

natif
Al A2 A3 Ad A5 Ab A7 A8 A9 A10
Se 42% 52,10% 47,90% 48,70% 50,40% 46,20% 47,90% 49,60% 48,70% 38,50%
Elisa-CS50 44.40% p=0,6955" p=0,242" p=0596" p=0514" p=0362" p=0,787" p =0,596" p=043" p=0514" p=0,357"
1Sa-
Sp 82,60% 73% 79,30% 78,60% 74,60% 81% 78,60% 73,00% 71,00% 82,60%

96%  p<0,0001 p<0,0001 p<00001 p<00001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001

*= pas de différence significative, o = 0,05, p = pvalue, Se = Sensibilité, Sp = Spécificité, p < 0,05 : différence significative
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Tableau XXI111. Comparaison des parametres intrinséques : recombinants combinés en triplex selon la méthode alternative comparés a 1’antigéne

natif
All Al2 Al3 Al4 Al5 Al6 Al7 Al8 Al9 A20
Se 59,00% 56,40% 57,30% 63,20% 62,40% 55,60% 57,30% 59,80% 59,00% 54,70%
Elisa.CS50 44,40% p=0,0262 p =0,0679° p=0,0496 p=0,006 p = 0,006 p=0,0885" p=0,0496 p=0,0189 p=0,0262 p =0,1159"
Sp 71,20% 75,60% 74% 67,40% 66,20% 75,90% 74,90% 69,60% 67% 68,60%
96% p <0,0001 p <0,0001 p=0,04 p<0,0001 p <0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p <0,0001 p <0,0001

*= pas de différence significative, o. = 0,05, p = pvalue, Se = Sensibilité, Sp = Spécificité
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Une différence significative a été observée entre les sensibilités issues des combinaisons All, A13,
Al4, A15, A17, Al18 et Al19 et celle du test Elisa-CS50 (Tableau XXI11).

111.2.2.2. Détermination des parameétres intrinseques des antigénes recombinants pour le

sérodiagnostic de la cysticercose porcine

Les résultats issus des tests Elisa, y compris le test réalisé avec la CS50, ont été comparés aux

résultats du test sérologique western blot afin de déterminer certaines valeurs diagnostiques
(sensibilité, spécificité, concordance et le rapport de vraisemblance positive) de ces tests Elisa.
Les valeurs de sensibilités qui ont été obtenues de ces analyses variaient de 43,9% (Elisa-R93) a
88,8% (Elisa-T18 et Elisa-CS50). Les spécificités variaient de 37,5% (Elisa-T18) a 65,6% (Elisa-
R915). Les concordances étaient variables allant de 52,06% (Elisa-R93 et Elisa-R914) a 67,52%
(Elisa-CS50). Les rapports de vraisemblance positive qui ont été obtenus étaient tous faibles avec
1,69 comme la plus grande valeur et 1,07 la plus petite (Tableau XXIV).

Les résultats issus des tests ELISA réalisés avec les antigenes recombinants ont été combinés par
deux méthodes, comme précédemment. Ainsi pour les combinaisons cumulatives, les sensibilités
variaient de 33,7% (C2 = T14+R93) a 80,6% (C1 = T14+T18) pour les combinaisons en duplex
(Tableau XXV), et de 50% (C20 = R93+R914+R915) a 85,7% (C13 = T14+T18+R915) pour les
combinaisons en triplex (Tableau XXV1). Quant aux spécificités, elles étaient également variables
et allaient de 44,8% (C1) a 74% (C4) pour les combinaisons en duplex (Tableau XXV), et de 40,6%
(C11 et C13) a 61,5 (C18) pour les combinaisons en triplex (Tableau XXVI).

En ce qui concerne les combinaisons alternatives, les sensibilités étaient élevées pour seize
combinaisons, allant de 88,8 % (Al = T14 +T18) a 94,9% (A5, All, Al7 et Al8), mais ces
combinaisons ont toutes montré les valeurs de spécificités inférieures a 40% (Tableaux XXVII &
XXVIII). Les combinaisons A8, A9, A10 et A20 ont donné les valeurs de sensibilités qui étaient
respectivement de 62,2%, 62,2%, 68,4% et 71, 4%. Les spécificités obtenues etaient de 42,7%,
54,2%, 40,6% et 38,5%, respectivement pour les combinaisons A8, A9, A10 et A20 (Tableaux
XXVI & XXVIII).

Pour la suite, dans le souci de connaitre I’apport de ces antigenes dans la lutte contre la viande de
porc ladre sur les marchés, nous avons évalués 1’accord entre les résultats issus des combinaisons
alternatives en duplex qui ont montré une sensibilité supérieure a 90 % et les résultats de I’inspection
des carcasses (Tableau XXIX). Les accords mesurés entre l’inspection de carcasse et ces
combinaisons étaient tous passables, avec les valeurs de coefficient de Kappa de Cohen allant de
0,299 4 0,344.

96



Cependant de meilleures fractions de faux négatifs ont été observées et variaient de 1 % a 5 %. Par
ailleurs, les fractions de faux positifs étaient comprises entre 58,1 % et 69,9 %, valeurs incluses.
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Tableau XXIV. Valeurs diagnostiques des antigenes recombinants évalués en simplexe et

Sensibilité (%) Spécificité (%)
Tests Concordances (%) RVP*
(1C 95%) (1C 95%)
88,8 45,8
Elisa-CS50 67,52 1,63
(80,8 -93,7) (36,2 -55,8)
80,6 43,8
Elisa-T14 62,37 1,43
(71,6 — 87,3) (34,3-53,7)
88,8 37,5
Elisa-T18 63,4 1,42
(80,8 -93,7) (28,5 - 47,5)
43,9 60,4
Elisa-R93 52,06 11
(34,5 -53,8) (50,4 - 69,6)
58,2 48,5
Elisa-R914 52,06 1,07
(48,3 - 67,4) (36,2 - 55,8)
58,2 65,6
Elisa-R915 61,85 1,69
(48,3 - 67,4) (55,7 - 74,3)

de I’Elisa-CS50 par rapport au Western blot

* Rapport de vraisemblance positive, IC : Intervalle de confiance
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méthode cumulative

Tableau XXV. Valeurs diagnostiques des antigénes recombinants combinés en duplex selon la

Rapport de
Combinaison Sensibilité (%) Spécificité (%) Conc(%o) vraisemblance
positive
C1l 50 148 62,88 1,46
(71,6 - 87,3) (35,2 - 54,8) ’ ’
33,7 71,9
2 ’ ’ 52,57 1,2
c (25,1 - 43,5) (62,1 -79,9)
48 64,6
’ 56,18 1,35
c3 (38,3 -57,7) (54,6 - 73,4)
48 74
60,82 1,84
c4 (38,3 -57,7) (64,3 - 81,7)
37,8 69,8
’ ’ 53,6 1,25
C5 (28,8 - 47,7) (59,9 - 78,1)
53,1 99,4
56,18 1,31
ce (43,3 - 62,6) (49,4 - 68,6)
53,1 71,9
7 ’ ’ 62,37 1,89
c (43,3 - 62,6) (62,1 - 79,9)
39,8 63,5
51,55 1,09
c8 (30,7 - 63,5) (53,5-72,5)
39,8 71,9
' ’ 55,67 1,41
c9 (30,7 - 49,7) (62,1 -79,9)
48 70,8
7 1,64
c10 (38,3 -57,7) (38,3 - 55,67) 08 8

C = Cumulative, C1 =T14+T18, C2 = T14+R93, C3 = T14+R915, C4 = T14+R915, C5 = T18+R93, C6 = T18+R914,
C7 = T18+R915, C8 = R93+R914, C9 = R93+R915, C10 = R914+R915,

Conc = Concordance
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Tableau XXVI. Valeurs diagnostiques des antigenes recombinants combinés en triplex selon la

méthode cumulative

Rapport de
Combinaison Sensibilité (%) Spécificité (%) Con (%)  vraisemblance
positive
C11 847 105 62,88 1,43
(76,1 - 90,6) (31 -50,6) ’ ’
84,7 40,6
C12 ’ ’ 62,88 1,43
(76,1 - 90,6) (76,1 -90,6)
85,7 40,6
C13 63,4 1,44
(77,3-91,4) (31,4 -50,6)
60,2 52,1
Cil4 ’ ’ 56,18 1,26
(50,3 - 69,3) (42,2 -61,8)
63,5 60,2
C15 61,85 1,6
(53,5-72,5) (50,3 - 69,3)
66,3 55,2
C16 ’ ’ 60,82 1,48
(56,5 74,9) (45,2 - 64,8)
61,2 49
C17 ’ 55,15 1,2
(51,3-70,3) (39,2 - 58,8)
61,2 61,5
C18 ’ ’ 60,31 1,59
(51,3-70,3) (51,4-70,6)
68,4 52,1
1 1 14
19 (58,6 — 76,7) (42,2 -61,8) 603 43
50 60,4
C20 55,15 1,26
(40,3 -59,7) (50,4 - 69,6)

C = Cumulative, C11 =T14+T18+R93, C12 = T14+T18+R914, C13 = T14+T18+R915,
C14 = T14+R93+R914, C15 = T14+R93+R915, C16 = T14+R914+R915, C17 = T18+R93+R914,
C18 = T18+R93+R914, C19 = T18+R914+R915, C20 = R93+R914+R915

Con = Concordance
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Tableau XXVII. Valeurs diagnostiques des antigénes recombinants combinés en duplex selon la methode

alternative

Combinaison Sensibilite (%) Specificite (%) Con (%) VS?SF;F:T?S&C:]G%
positive
Al (80,2?133,7) (27,: Ei’316,5) 62,88 14
A2 (83,3(1’35,2) (23,2%22,2) 6185 1,34
A3 (83,29 (}895,2) (17,42—534,6) 28,25 121
Ad (83,3(}25,2) (26,25—’15,4) 634 141
AS (88,924 —9 98) (20,12 Ei ;7,9) 61,85 132
A® (86,599 ?:1997,4) (16,52—433,5) 09,28 1,23
AT (86,5? 32%7,4) (22,3 1—’5311,1) 62,89 1,36
o mamy  maosn 2 105
A9 (52,36 2—’271,2) (44,5 Tés,a) °8,25 1,36
ALD (58,2 Ei14;6,7) (31,:11 (1’20,6) 54,64 115

A = Alternative, A1 =T14+T18, A2 = T14+R93, A3 = T14+R914, A4 = T14+R915,
A5 = T18+R93, A6 = T18+R914, A7 = T18+R915, A8 = R93+R914, A9 = R93+R915,
A10 = R914+R915, Con = Concordance
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Tableau XXVIII. Valeurs diagnostiques des antigénes recombinants

méthode alternative

combinés en triplex selon la

Rapport de
Combinaison Sensibilité (%)  Spécificité (%) Con (%) vraisemblance
positive
All 94,9 28,1 61,85 1,32
(88,2 —98) (28,1—37,9)
93,9 24
Al2 ’ 59,28 1,23
(86,9 — 97,5) (16,5 — 33,5)
93,9 31,3
Al3 ' ’ 62,89 1,36
(86,9 —97,4) (22,9-41,1)
91,8 24
Al4 ’ 58,25 1,21
(84,4 — 96) (16,5 — 33,5)
91,8 29,2
Al5 ' ’ 60,82 1,3
(84,4-96) (21-39)
91,8 22,9
Al6 ’ ' 57,73 1,19
(84,4 — 96) (15,9 -32,4)
94,9 22,9
Al7 ' ' 59,28 1,23
(88,2 —98) (15,6 — 32,4)
94,9 26
Al8 ' 60,82 1,28
(88,2 —98) (18,3 —35,7)
93,9 21,9
Al9 ’ ’ 58,25 1,2
(86,9 —97,4) (14,8 -31,2)
71,4 38,5
A20 ' ’ 55,15 1,16
(61,7 - 79,4) (29,4 - 48,6)

A = Alternative, A1l =T14+T18+R93, A12 = T14+T18+R914, A13 = T14+T18+R915,

Al4 = T14+R93+R914, A15 = T14+R93+R915, A16 = T14+R914+R915,
Al7 = T18+R93+R914, A18 = T18+R93+R914, A19 = T18+R914+R915,

A20 = R93+R914+R915, Conc = Concordance
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Tableau XXIX. Niveau de concordance entre les résultats de combinaisons et inspection carcasse

Inspection Carcasse

Pos  Nég FEN(%) FFP(%) K

A2 Pos 9% 58 5 62,4 0,333
Nég 5 35

A3 Pos %8 63 3 677 0,301
Neg 3 30

A4 Pos v oA 4 58,1 0,344
Nég 3 30

A5 Pos » 63 2 677 0311
Neg 2 30

A6 Pos 100 65 1 69,9 0,299
Nég 1 28

A7 Pos R 59 2 63,4 0,354
Nég 2 34

Pos = positif, Nég =négatif, FFN = fraction de faux négatifs, FFP = fraction de faux positifs,

K = coefficient de Kappa de Cohen, A = combinaison alternative
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V. DISCUSSION

La cysticercose est endémique dans plusieurs pays en voie de développement, parmi lesquels, nous
pouvons citer la Cote d’Ivoire et le Madagascar.

En Cote d’Ivoire, le premier cas de cysticercose a été¢ découvert en 1978 a 1’abattoir de Port-Bouet
(Mishra et N’depo, 1978). En 2021, une étude menée chez les sujets épileptiques en consultation
dans les services de neurologie d’ Abidjan a montré une séroprévalence de 6% de cas de cysticercose
humaine (Soumahoro et al., 2021). Cependant la prévalence nationale n’est pas connue.

A Madagascar, la cysticercose porcine a été découverte pour la premiére fois en 1901
(Rahantamalala et al., 2016) et reste endémique jusqu’a maintenant. La séroprévalence de cette
parasitose a été de 23% en 2013 dans le district de Moramanga (Vonimbola, 2015), de 15% en 2016
dans les ¢élevages fermés de la commune urbaine d’Arivonimamo et d’Imerintsiatosika
(Randrianarison, 2016) et de 18% en 2017 dans les élevages périphériques d’Antananarivo
(Vololompanahy, 2018).

La cysticercose constitue un probleme de santé grave mais méconnue (Pawlowski et al., 2005).
En effet dans les pays endémiques, du fait du manque d’études exhaustives, la séroprévalence exacte
de la cysticercose demeure mal connue. Les quelques études menées sur la séroprévalence de la
cysticercose utilisent, en couplet, la technique de ’ELISA et le Western blot (Michelet, 2010). La
sérologie Elisa est utilisée comme test de screening et le Western blot comme test de confirmation.
Seuls les échantillons positifs en Elisa sont retestés en Western blot et les négatifs en Elisa sont
considérés comme indemnes a cette parasitose. Est-ce que les échantillons négatifs en Elisa sont-ils
tous indemnes ?

Vu I'impact de la cysticercose sur la santé humaine et animale, 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) et des organismes partenaires, tels que 1’Organisation Mondiale de la Santé Animale
(OIE) et I’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et ’agriculture (FAO) ménent des
luttes pour son éradication (WHO, 2022). Cependant la rareté de données épidémiologiques fiables
rend inefficaces les actions de ces organismes internationaux (WHO, 2022). Ils invitent donc les
chercheurs et les programmes nationaux a mettre en place des mécanismes de surveillance appropriée
pour I’enregistrement de nouveaux cas de cysticercose afin d’identifier les zones a hauts risques et
appliquer en priorité les mesures de prévention et de lutte dans ces zones (WHO, 2022).

Pour contribuer au besoin exprimé par I’OMS, il s’est agi dans la premiére partie de cette étude de
mettre a jour les données épidémiologiques de la cysticercose humaine dans deux départements de Céte
d’Ivoire, d’une part et d’autre part, de la cysticercose porcine dans trois abattoirs d’Antananarivo
(Madagascar). De plus évaluer la concordance entre le test Elisa-1gG et le Western blot afin de connaitre
les éventuels échantillons positifs ratés par le test de screening (Elisa-1gG).
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L’étude portée sur la réponse humorale contre la cysticercose humaine menée dans les zones
rurales des départements d’Agboville et de Dabou, a permis d’avoir une connaissance sur
I’épidémiologie de la cysticercose humaine dans ces deux départements de la Cote d’Ivoire. Cette
¢tude est la premiére en Cote d’Ivoire a évalué la séroprévalence de la cysticercose humaine sur un
échantillonnag aussi grand.

En effet, la présente étude a permis de déterminer la séroprévalence et les risques relatifs
potentiels de la cysticercose humaine dans une population constituée de sujets apparemment sains
issus des villages des deux départements mentionnés ci-dessus. Elle a montré que la cysticercose est
présente dans ces départements. La séroprévalence déterminée par Western blot, apres un screening
avec la technique Elisa, était de 11, 27%. Ce résultat est proche des 13,8% obtenus par (Guarda et
al., 2018) au Bresil, qui a utilisé également un test Elisa indirect couplé a la technique de Western
blot. Ce chiffre est également proche a celui rapporté au Madagascar par Zafindraibe et al. (2017),
lors d’une étude menée sur un groupe de patients regu au Centre Hospitalier Régional de Référence
d’ Antsirabe, utilisant la technique western blot uniquement.

La prévalence obtenue dans la présente étude est presque similaire aux 11,5% rapportés au Burkina
par Carabin et al. (2015), des 14,3% obtenus, par Edia-Asuke et al. au Nigeria (Edia-Asukel et
al., 2015) et des 9,6% obtenus chez les éleveurs de porcs dans la métropole de Jos au Nigeria, par
Weka et al. en 2013 (Weka et al., 2013), toutes ces études ont utilisé un test Elisa. Par contre la
séroprévalence trouvée dans notre étude est plus élevée que celle obtenue dans d’autres études menées
en Cote d’Ivoire et dans d’autres pays endémiques de I’ Afrique de I’Ouest, comme les 6% montrés
par Soumahoro et al. (2021) en Coéte d’Ivoire, lors d’une étude menée chez les patients épileptiques
fréquentant les unités neurologiques de la zone urbaine d’Abidjan, les 2,4% et 1,3% rapportés
respectivement au Togo et au Benin (Zoli et al., 2003), ou encore les 7,9% obtenus d’une étude cas-
témoin menée par Nitiéma et al.(2012) au Burkina. Par ailleurs les taux de prévalence plus élevés
que celui de la présente étude ont été montrés par d’autres études utilisant les tests Elisa indirect
(Coral-Almeida et al., 2015; Zafindraibe et al., 2017). Notamment des 21,8% (Rottbeck et al.,
2013) , 20,8% (Noormahomed et al., 2003), 27,7% (Carod et al., 2021) et des 24,6% (Wu et al.,
2010), qui ont été déterminés au Rwanda, en Mozambique, a Madagascar et en Philippine,
respectivement. En effet, différentes études ont montré que la prévalence de la cysticercose est tres
variable, allant de 1,3% a 45,3% pour les etudes realisees avec un test Elisa anticorps, de 4,6% a
11,9% pour les études basées sur la recherche d’antigene (Ag-Elisa), 6,9% a 16,7% pour les tests

Elisa anticorps utilisant la technique Western Blot (Shonyela et al., 2018).
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Plusieurs facteurs pourraient influencer les résultats des études séro-épidemiologigues, notamment le
choix des outils diagnostiques, leur sensibilité, leur spécificité, ainsi que la préparation et la
purification des antigenes glycoprotéiques et la préparation des tampons au laboratoire. En comparant
les résultats issus des études séro-épidemiologiques (dans la littérature), les techniques de détection
des Anticorps donnent une prévalence plus élevée par rapport aux techniques de détection des
Antigenes (Edia-Asukel et al., 2015; Acosta-Soto et al., 2021). Cette prévalence élevée observée
avec les techniques de détection des anticorps s’explique par le fait que les anticorps persistent dans
le sérum apres élimination et / ou calcification des parasites. Ces techniques sont donc considérées
comme les outils appropriés pour des études d’exposition.

La séroprévalence qui ressort de notre étude montre que la cysticercose est endémique dans la
population de I’étude. Car une zone dont la séroprévalence est supérieure a 10% est dite endémique
(Weka et al., 2013).

Cependant une séroprévalence élevée a été mise en évidence dans le département d’ Agboville par
rapport a celle obtenue dans le département de Dabou. Cette plus forte prévalence de la cysticercose
observée dans le département d’ Agboville pourrait s’expliquer par le fait que ce département avait
enregistré plus de participants qui faisaient les féces a ’air libre. En effet, cette pratique non
hygiénique de ces personnes de cette zone jouerait un role dans la pérennisation du cycle de
développement de T. solium.

De plus, les personnes de sexe féminin sont plus exposées a la cysticercose. Les résultats de la
présente étude corroborent avec ceux de la littérature (Andriantsimahavandy et al., 2003; Weka et
al., 2013). L’exposition des femmes a la cysticercose pourrait étre en lien avec leurs activités telles
que le nettoyage domestique, le lavage des enfants apres qu’ils aient fait des selles, la préparation des
aliments ou encore des travaux de jardinage. Par contre, d’autres ¢tudes ont montré qu’il n’existait
aucune relation entre le sexe et I’exposition a la maladie, autrement dit les deux sexes peuvent étre
infectés au méme titre (Zafindraibe et al., 2017). L’exposition a cette maladie serait donc influencée
par le type d’activités agricoles et/ou domestiques pratiqué.

Il ressort de nos analyses que le fait de ne pas laver les crudités avant de les consommer et ne pas
consommer de 1’eau de la société de distribution de 1’eau, augmente les risques de contracter une
cysticercose. Ces résultats révelent que dans ces départements, nombreuses sont des personnes qui

défequeraient a I’air libre, polluant les eaux de surfaces que consomment certains habitants.
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Contrairement aux données de certaines études (Sarti et al., 1992b; Carabin et al., 2015;
Zafindraibe et al., 2017), nos résultats n’ont montré aucune association entre la consommation de la
viande de porc et I’exposition a la cysticercose. Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que la
majorité de personnes incluses dans la présente étude ont bien cuit leur viande avant de la consommer.
En effet, une cuisson de la viande a une température supérieure ou égale a 63°C détruirait
complétement les cysticerques.

Les études seroépidemiologiques utilisent généralement en couplet les techniques Elisa et Western
blot. La technique Elisa est utilisée comme test de screening et seuls les échantillons positifs en Elisa
sont retestés par la technique Western blot pour confirmation (Andriantsimahavandy et al., 2003;
Zafindraibe et al., 2017; Guarda et al., 2018). Mais est-ce que les échantillons négatifs en ELISA
sont tous des vrais négatifs ? Pour apporter des éléments de réponses a cette question, une étude
portée sur I’ELISA versus Western blot a été réalisée.

La sensibilité et la spécificité du test ELISA obtenues dans ce travail étaient respectivement de
82,6% et 79,5%. Ces valeurs de sensibilité et de spécificité étaient inférieures aux valeurs de 96.6%
et 97.4% obtenues avec les antigenes glycoprotéiques au seuil de positivité fixé a une densité optique
(DO) égale a 0,4 (Migliani et al., 2000).

Ces paramétres intrinséques sont également inférieurs a ceux rapportés par Machado et al.(2007),
qui ont obtenu a I’Elisa (IgG) des valeurs de sensibilité et de spécificité de 92,5 % et 84,5 % ; de
92,5 % et 93,3 % dans leurs travaux utilisant respectivement la phase brute et la phase détergente des
fractions antigéniques des métacestodes de Taenia solium.

La sensibilité et la spécificité obtenues de nos travaux sont également inférieures a celles obtenues
par Silva da et al. (2017), qui variaient de 95 % a 100 % pour les valeurs de sensibilité et de 92,3 %
a 97,4% pour les valeurs de spécificité. Cependant la sensibilite et la specificité qui résultent de nos
travaux sont supérieures a celles obtenues par Diaz et al.(1992), qui ont obtenu une valeur de
sensibilité et de spécificité égale a 65 % et 63 %, respectivement.

Ces différences de sensibilité et de spécificité observées entre les résultats de la littérature et ceux de
la présente €étude pourraient s’expliquer par le fait que les antigénes auraient été purifiés
differemment, ou que les protocoles de réalisation des tests Elisa seraient différents.

Dans cette étude, le taux de faux positifs observé des résultats du test ELISA a été de 21,6%.

Ce taux de faux positifs pourrait étre dii a des réactions croisées avec d’autres parasitoses causées par
des parasites apparentés a T. solium notamment 1’Echinococcus granulosus et 1’Hymenolepis nana
(Diaz et al., 1992; Garcia et al., 2018). Les bruits de fond di aux erreurs de lavage pourraient étre

¢galement a I’origine de ces faux positifs observés en ELISA.
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L’analyse des profils protéiques au Western blot a permis de montrer que 62,5% des échantillons
faux positifs ne présentaient aucune bande, ce qui justifierait I’hypothése selon laquelle certains faux
positifs seraient dus a des bruits de fond. A 1’opposer, 37,5 % des sérums faux positifs en Elisa ont
montré en western blot, au moins une bande protéique dont les poids moléculaires étaient : 18, 39,
40, 45, 50, 65, 70 et 90 kDa. Les protéines 18, 39, 40, 45 et 50 kDa sont caractéristiques d’une
cysticercose non active (Migliani et al., 2000). La présence d’une seule de ces bandes pourrait étre
dle au fait que I’individu aurait été en contact avec T. solium, mais il s’agirait d’une ancienne
infection donc les anticorps dirigés contre T. solium auraient atteint leur durée de vie maximum et
qu’ils auraient en majeur partie disparus. Les autres protéines (60, 65 et 70 kDa) qui ne sont pas
specifiques a T. solium (Migliani et al., 2000; Michelet, 2010; Boussard et al., 2012) pourraient
justifier une réactivité croisée avec d’autres Helminthiques, cependant cela reste a vérifier.

A D’inverse, certains échantillons négatifs en Elisa ont été révélés positifs au Western blot avec un
taux de 16,5 % (49/297). Ces échantillons faussement négatifs en ELISA pourraient s’expliquer par
une faible quantité d’anticorps anticysticerquiens dans ces sérums, donc la réaction enzymatique
(ELISA) aurait montré une densité optique inférieure a la valeur seuil de positivité. Ces résultats
montrent que le test ELISA seul n’est pas suffisant pour déclarer un échantillon négatif a la
cysticercose. Cependant 1’accord fort (Kappa de Cohen égal a 0,62) obtenu entre les tests ELISA et
western blot peut nous permettre d’utiliser ’ELISA seul pour des recherches portées sur la
séroprévalence et non pas pour le diagnostic.

Cette étude a permis de déterminer, la prévalence de la cysticercose porcine a Taenia solium
chez les porcs de trois aires d’abattage d’Antananarivo. Elle donne une prévalence de 52,05 % a
I’inspection des carcasses ce qui est trés supérieur aux 4,6 % déterminés par Porphyre et al. en 2015
a Madagascar par méthodes post-mortem (Porphyre et al., 2015). C’est également supérieur a la
prévalence rapportée par Mopoundza et al.(2019) dans 1’aire d’abattage de Kinsoundi a Brazzaville
(1,69 %), mais aussi a celle observée par Assana et al.(2001) au Nord du Cameroun et au Sud-ouest
du Tchad (15,7 %) ou celle obtenue par Sithole et al.(2019) dans deux abattoirs de la province du
Cap-Oriental en Afrique du Sud. Cette prévalence se rapproche par contre de celle obtenue par
I’inspection des carcasses en Zambie (47,7%) (Phiri et al., 2006). Ces résultats montrent que
Madagascar comme la Zambie reste un foyer majeur de cysticercose porcine en Afrigue.

La séroprévalence apparente obtenue par 1’Elisa au cours de cette étude était de 71,65 %. Cette
séroprévalence était largement supérieure aux estimations de séroprévalences obtenues par détection
d’antigéne dans d’autres pays d’Afrique comme la Tanzanie (Komba et al., 2013), le Mozambique
(Pondja et al., 2010), le Kenya (Eshitera et al., 2012), I’ Afrique du Sud (Krecek et al., 2012) ou en
Amerique Latine (Adenuga et al., 2018).
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En effet, contrairement a I’ELISA indirect, I’ELISA direct met en évidence des antigenes circulants
de durée de vie plus courte que les anticorps induits. Les différences observées entre résultats
sérologiques et d’inspection peuvent s’expliquer par la méthode standardisée mais sommaire
d’inspection utilisée a Madagascar. Il s’agit de la méthode officielle et non d’une dissection exhaustive.
La méthode ELISA donne également des résultats faux positifs dus a des réactions croisées avec des
metacetodes de T. hydatigena.
La prévalence réelle globale dans la présente étude doit étre considérée comme celle obtenue par
Western blot. Cette prévalence était ainsi de 50,52%, ce qui reste supérieur aux resultats publiés par
d’autres auteurs avec la méme méthode comme celle du Pérou (45,19%) (Jayashi et al., 2012) ou
d’autres pays ( Nsadha et al., 2014; Acevedo-Nieto et al., 2017; Shonyela et al., 2018b).
Cette forte séroprévalence a Madagascar pourrait s’expliquer par le fait que la majorité des porcs
abattus dans ces abattoirs sont élevés en divagation comme en Zambie (Dorny et al., 2004;
Chembensofu et al.,, 2017). Cette étude confirme cependant une bonne concordance entre
I’inspection des carcasses et les résultats sérologiques en lien avec des infections actives. Les tests
sérologiques pourraient remplacer la technique d’inspection des carcasses dans le cadre de la
surveillance de la viande de porc. Ces techniques ante mortem permettront d’ailleurs de minimiser
les pertes économiques dues a la cysticercose positive découverte apres 1’abattage de 1’animal.
Cependant, la non disponibilité de I’antigeéne natif limiterait 1’'usage des tests sérologiques comme

technique pour la surveillance de la viande de porc vendue sur les marchés mondiaux.

D’apres ce qui précede (étude épidémiologique de la cysticercose dans le systéme glycoprotéique),
que ce soit chez I’ Homme ou chez le porc, I’on peut dire que le test sérologique Elisa indirect peut étre
utilisé seul pour les études de séro-épidemiologie. En effet, un bon accord a été observé entre la
technique de western blot (test de référence) et la technique Elisa indirect réalisée dans la présente
étude. Toutefois, la difficulté de produire en grande quantité les antigenes natifs, produits a partir des
larves recueillies sur les porcs infectés, rend difficile les études d’exposition a la cysticercose. Par
ailleurs, le défi auquel font face les chercheurs est de trouver de meilleurs antigénes recombinants de
T. solium pour substituer I’antigéne natif utilisé actuellement pour le sérodiagnostic. C’est ce qui a

d’ailleurs inspiré la réalisation de 1’étude portée sur I’évaluation d’antigénes recombinants.

Dans D’intérét d’apporter un plus aux études déja menées sur le développement de tests
sérodiagnostiques utilisant un antigene recombinant, au cours de cette étude, les intéréts diagnostiques
de cing antigenes recombinants ont été évalués afin de connaitre leur apport dans le sérodiagnostic de

la cysticercose humaine et porcine, avec en toile le concept « one healf » ou «une seule santé ».

109



Le but de la présente étude était d’évaluer les performances diagnostiques de cing antigenes
recombinants (T18, T14, R93, R914 et R915) exprimés dans le systéme baculovirus-cellules
d’insectes et purifiés par chromatographie d’affinité. Ces antigénes correspondent a la forme
recombinante des glycoprotéines sélectionnées de I’extrait de la glycoprotéine CS50, grace a leur
pouvoir immunogénique (Bae et al., 2008; Nativel et al., 2016; Assana et al., 2021). Dans la
littérature, les protéines T14 et T18 ont été déja évaluées pour le sérodiagnostic de la cysticercose
porcine et elles ont montré des performances intéressantes avec la technique de I’ELISA (Greene et
al., 2000; Assana et al., 2007). Les trois autres protéines (R93, R914 et R915) identifiées par Nativel
et al (2016), ainsi que T14 et T18 ont été évaluées en formule simple et combinée dans cette étude
afin d’évaluer leurs performances diagnostiques pour le diagnostic sérologique de la cysticercose
humaine, en utilisant comme test de référence I’EITB-CS50.

Le diagnostic sérologique de la cysticercose humaine est d’acces difficile en zone d’endémies car
sa réalisation nécessite des réactifs et du matériel spécifiques ainsi qu’un personnel qualifié. Les tests
ELISA et Western Blot réalisés actuellement dans les laboratoires spécialisés dépendent
généralement d’une collecte périodique de parasites sur les porcs contaminés exigeant a chaque fois
la préparation de nouveaux lots d’antigénes qui est la cause de la variabilité des tests réalisés. A cela
s’ajoute la non disponibilité en grande quantité des parasites limitant la production suffisante
d’antigéne pour la réalisation des tests ELISA-CS50 et Western Blot-CS50. En Afrique, les moyens
de diagnostics sont souvent regroupés au mieux au niveau de 1’hdpital de district et le plus souvent a
la capitale

Partant de ce constat, il est nécessaire de développer de nouveaux tests de diagnostic a partir des
protéines recombinantes pour améliorer la détection de la cysticercose, au niveau local. Le
développement de tests de diagnostic fiable, a porter de main et accessible a tous pourrait faciliter
I’orientation du patient vers un laboratoire spécialisé. Quel est donc le meilleur test possible dans ce
contexte ?

Pour la cysticercose un consensus mondial c’est fait sur les antigénes glycosylés de larve, préparés
selon la méthode de Tsang et al (1989). La production d’antigénes glycosylés nécessite d’avoir
recours a des systémes de production eucaryote comme les cellules d’insectes, les levures ou les
leishmanies.

De plus, la difficulté d’une comparaison entre méthodes pour la cysticercose consiste a identifier des
antigénes equivalents sans pouvoir en identifier de meilleurs, le diagnostic absolu étant la mise en
évidence des parasites. Il est donc possible que des sujets négatifs en EITB présentent vraiment des
anticorps contre d’autres antigenes du parasite. Mais ces tests seront alors considérés comme de faux

positifs.
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Le deuxiéme enjeu consiste a développer un test de screening qui permettrait de décider quel
malade doit étre transféré a la capitale de district pour complément d’exploration, s’il présente des
signes cliniques. Un test de screening sensible mais peu spécifique conduirait a 1’évacuation de
nombreuses personnes vers la ville, qui se réveleraient ensuite négatifs. Dans un contexte ou tout est
a la charge du malade, un test trop sensible et pas assez spécifique deviendrait rapidement inutilisé.
A ressource financiere limitée (co(t du transport, des examens etc), un test plus spécifique est
nécessaire quitte a ce qu’il soit moins sensible. Les sujets faux négatifs ne bénéficieraient donc pas
d’une meilleure prise en charge que les autres villageois, mais les sujets positifs seraient fortement
suspects de cysticercose. Dans ce contexte, la spécificité est donc aussi importante que la sensibilité
dans 1’évaluation d’un test. La valeur prédictive positive ou le ratio de vraisemblance positive,
expriment cet enjeu.

Les résultats de la présente étude ont montré que la combinaison T14 + R914 avec une sensibilité
et une spécificité de 6,8% et 98% respectivement, se présente comme une meilleure candidate pour
le développement d’un test spécifique de diagnostic rapide (TDR) de la cysticercose humaine. En
effet, cette combinaison qui a montré une faible sensibilité mais une tres bonne spécifique pourrait
étre utilisée pour développer un test d’orientation. La sensibilité mis en évidence dans cette étude est
inférieure a celle obtenue par Mubanga et al. en 2021, lors d’une étude portée sur 1’évaluation d’un
test de diagnostic rapide (le tout premier test d’ailleurs) de la cysticercose humaine (Mubanga et al.,
2021). Cependant, contrairement a la sensibilité, la spécificité qui ressort de la présente étude est
supérieure a celle (87%) rapportée par Mubanga et al. en 2021.

La combinaison de ces deux protéines recombinantes (T14+ R914) a montré une spécificité

proportionnellement égale a celle de I’antigéne natif en Elisa (Migliani et al., 2000;
Andriantsimahavandy A et al., 2003). Les valeurs de concordance et du rapport de vraisemblance
positive obtenues de cette combinaison sont de 72,35 % et de 3,407, respectivement. Ces résultats
montrent que plus de 72 % des résultats obtenus avec cette combinaison concordent avec ceux
obtenus avec notre test de référence (le western blot), et qu’un individu testé positif par le test réalisé
a partir de la combinaison (T14 +T914) a 3,407 fois plus de « probabilité » d’étre malade, atteint de
la cysticercose, que d’en étre indemne.
Cependant cette association n’est pas forcement la plus utile car sa sensibilité reste inférieure a 50%.
A D’inverse, la combinaison T14+R93+R914, présente une concordance a 66% ce qui est moins
bonne, mais la sensibilit¢ augmente a 63% ce qui est nettement plus performant et serait a
recommander dans le cas d’une étude de dépistage en population.

Dans la littérature, d’autres études réalisées sur les protéines recombinantes ont montré également

que celles-ci présentent une bonne spécificité mais une sensibilité inférieure a celle de I’extrait de
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glycoproteines native CS50 (Greene et al., 2000; Dorny et al., 2003; Hancock et al., 2003). Cette
faible sensibilité observée pourrait s’expliquer par I’absence ou la mauvaise glycosylation des
protéines recombinantes. Il serait donc nécessaire de poursuivre les études sur la glycosylation des
protéines recombinantes en utilisant sans doute le systeme leishmanie permettant a la r-protéine de
garder son pouvoir d’antigénicité (Delafosse, 2016).

Une spécificité a 98% signifie que le taux de faux positifs que 1’on pourrait obtenir en utilisant cette
association antigénique comme test sérodiagnostic est de 2 %. Ce type de test serait le meilleur pour
les études de recherche de nouveaux foyers endémiques, dans le cadre des campagnes de distribution
en masse des antiparasitaires. Malgré la faible sensibilité de cette combinaison antigénique par
rapport au test Elisa utilisant 1’antigéne natif, les protéines recombinantes peuvent étre produites en
tres grande quantité, sans faire recours a la larve de T. solium. La facilité de produire les antigenes
recombinants peut réduire le budget des études portées sur la cysticercose humaine, surtout pour les
pays en voie de développement.

Cependant, comme toute étude, notre étude présente des limites qu’il faudra souligner. En effet, les
réactions croisées ainsi que la reproductivité de ces antigénes recombinants n’ont pas été évalués. Les
études futures pourraient évaluer la réactivité croisée et la reproductivité de cette combinaison
(association) antigénique afin de fournir plus d’informations sur son utilisation pour le test

sérologique.

En ce qui concerne la cysticercose porcine, 1’objectif de cette partie était d’évaluer en simplexe et
en association (duplex et triplex) I’intérét diagnostique de cinq antigénes recombinants (T14, T18,
R93, R914 et R915) en tant que candidat pour le sérodiagnostic de la cysticercose porcine en test
Elisa et/ou en test rapide afin d’élaborer des recommandations pour leur éventuel utilisation dans ce
contexte.

Les tests ont permis de déterminer, en simplexe, les sensibilités et les spécificités des protéines
recombinantes. Ainsi seules les recombinantes T14 et T18 s’étaient révélées meilleures pour le
dépistage de la cysticercose. En effet, ces deux antigénes recombinants, quand bien méme qu’ils ont
montré de tres faibles valeurs de spécificités (inferieures a 50 %), ont donnés respectivement les
valeurs de sensibilités de 88,8 % (T18) et de 80,6 % (T14).

Ces résultats different de ceux obtenus par Solofomampionona en 2018, a Madagascar, qui a obtenu
les valeurs de sensibilité égalent a 18,2% pour T14 et 90,9% pour T18 et les spécificités qui etaient
de 96,7% pour la protéine recombinante T14 et de 100% pour T18 (Solofomampionona, 2018). Cette
différence observée pourrait s’expliquer par le fait que les différents tampons utilisés pour la

réalisation de ces tests ont été préparés dans des conditions différentes.
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Dans le souci d’améliorer les sensibilités de nos antigénes recombinants, les résultats issus des
tests Elisa réalisés a partir des protéines recombinantes ont été associés. En effet, dans le cadre de la
surveille de la viande de porc vendue sur les marchés, il est nécessaire de développer un test qui
mangue moins de positifs (qui ne donne pas ou peu de faux négatifs), donc I’intérét de miser sur les
sensibilités des tests Elisa réalisés a partir de ces recombinants. Suite a ces différentes combinaisons,
six associations en duplex issues de la méthode alternative se sont révélées meilleures avec les valeurs
de sensibilité allant de 90,8 % a 94,9 %. Il s’agit des combinaisons A2, A3, A4, A5, A6 et A7, qui
ont donné les sensibilités égalent a 90,8 %, 90,8 %, 90,8 %, 94,9 %, 93,9 % et 93,9 %, respectivement.
Cependant ces combinaisons ont toutes montré les spécificités inférieures a 50%.

Les sensibilités issues de ces combinaisons sont supérieures aux 83,33 % obtenues par Leon-
janampa et al. (2019). Ces sensibilités sont également supérieures a d’autres mentionnées dans la
littérature, notamment les 82,7 % obtenues par Kabululu et al. (2020) , les 27,9 % obtenues par
Nhancupe et al. (2019) et les 82,9 % obtenues par Bustos et al. (2019). Mais les spécificités montres
dans la littérature sont toutes supérieures a celles obtenues dans notre étude (Bustos et al., 2019;
Ledn-janampa et al., 2019; Nhancupe et al., 2019; Kabululu et al., 2020).

L’analyse de la littérature montre que plusieurs études sont réalisées dans le but de trouver un antigene
recombinant meilleur pour le sérodiagnostic de la cysticercose porcine. Cependant toutes ces études
portées sur 1’évaluation d’antigénes recombinants ont obtenu des sensibilités faibles, comparées a
celles issues des six combinaisons de cette étude qui ont montré les sensibilités élevées. Ces antigénes
évalués dans la littérature sont utiles dans le cadre des compagnes de localition de foyers endémiques
et non pas pour la surveillance de la viande de porc.

Ce constat pourrait nous permettre de dire que les associations A2, A3, A4, A5, A6 et A7 se présentent
comme des meilleures associations antigéniques pour développer des tests Elisa indirect ou des tests
de diagnostic rapide pour dépister les porcs avant 1’abattage.

Par ailleurs, pour s’assurer de l’utilit¢ de ces combinaisons dans le développement de tests
sérologiques pour la surveillance de la viande de porc, les resultats issus des combinaisons ont été
croisés a ceux de l’inspection des carcasses afin d’évaluer les taux de cysticercose active que
pourraient manquer ces combinaisons.

Les taux de faux négatifs étaient trés faibles, allant de 1 % a 5 %. Ces faibles taux confirment I’utilité
de ces combinaisons pour le développement de meilleurs tests sérologiques pour dépister les porcs
avant I’abattage. Ces tests sérologiques pourraient minimiser la perte économique engendrée par les

tests post-mortem, notamment 1’inspection des carcasses.
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En effet, un animal déclaré positif apres abattage est saisi et calciné par les autorités vétérinaires
occasionnant les pertes énormes pour les éleveurs. Contrairement aux tests post-mortem, les animaux

positifs & un test ELISA pourraient étre traités et abattus ultérieurement.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion

Le but de cette these était d’évaluer des antigénes recombinants de T. solium exprimés dans le
systeme baculovirus-cellules d’insectes et purifiés par chromatographie d’affinité dans 1’intérét de développer
un test de diagnostic rapide et a accés a tous. Cependant, pour une telle étude, il est nécessaire de faire un
travail préliminaire en population afin de disposer d’échantillons positifs et négatifs. Ce qui a justifié I’étude
sur la séroprévalence dans le systéme glycoproteique.

Les résultats sur la séroprévalence de la cysticercose humaine ont montré que la cysticercose est
un probléme de santé publique dans les zones d’étude (Agboville et Dabou). La séroprévalence
(11,6%) est significativement élevée chez les femmes, les personnes qui ne consomment pas 1’eau de
la société de distribution d’eau et les personnes qui mangent les crudités sans les laver.

Les tests Elisa et Western blot sont genéralement utilisés en couplet pour le diagnostic de la
cysticercose, avec comme test de référence le Western blot. L’analyse des parametres intrinseque
(sensibilité et spécificite) du test Elisa a montré une bonne valeur de sensibilité et spécificité. Le test
Elisa a montré un taux relativement éleve (16,9 %) de faux négatifs. Cependant, ’accord fort (Kappa
de Cohen egal a 0,62) obtenu entre les tests Elisa et Western blot peut permettre de considérer les
échantillons négatifs en Elisa comme des vrais négatifs dans les études d’expositions et non pas pour
le diagnostic. Cela pourrait réduire les codts des etudes épidémiologiques.

L’étude portée sur la cysticercose porcine a montré quant a elle que cette parasitose demeure un
probleme de santé publiqgue a Madagascar. Cependant, elle présente des limites comme le type
d’¢levage pratiqué et 1’age des animaux qui pourraient nous aider a donner les lignes directives aux
autorités impliquées dans la lutte nationale contre cette parasitose négligée. Il est donc nécessaire que
les autorités sanitaires mettent en place un systeme de surveillance plus stricte de la viande de porc
vendue sur les marchés afin de garantir la santé des consommateurs. La concordance obtenue entre
la technique d’inspection des carcasses et les tests sérologiques a montré que ces tests pouvaient
remplacer la technique d’inspection des carcasses dans le cadre de la surveillance de la viande de
porc. Ces techniques ante mortem permettront d’ailleurs de minimiser les pertes économiques dues a
la cysticercose positive découverte apres I’abattage de I’animal, un traitement efficace et peu onéreux
étant a la disposition des éleveurs.

L’étude sur 1’évaluation des protéines recombinantes pour le sérodiagnostic de la cysticercose, a
permis de montrer que ’association des antigénes T14 +R914, selon la méthode cumulative (1’un et
I’autre), s’est révélée plus spécifique, dans le cas de la cysticercose humaine, pour la mise au point

de ce TDR pour faire un screening avant d’orienter les patients positifs vers les centres spécialisés.
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Ce test tres specifique et facile a produire en grande quantité peut permettre de localiser les foyers
endémiques.

Contrairement aux tests d’évaluation des antigénes recombinants réalisés sur les sérums humains, pour la
cysticercose porcine six associations (A2, A3, A4, A5, A6 et A7) antigéniques, combinées selon la méthode
alternative (I’'un ou I’autre) se sont montrées meilleures pour la mise au point d’un test sérologique pour le
controle des porcs abattus. Néanmoins, la présente étude est limitée par le fait que les tests de réactivités

croisées n’ont pas été réalisés.
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Perspectives
A partir des résultats obtenus dans les deux départements de Cote d’Ivoire, il serait important de réaliser

une étude plus étendue de la séroprévalence de la cysticercose humaine afin d’estimer la prévalence nationale
de cette parasitose sur le territoire ivoirien. Pour y arriver, il faut prendre comme base de données
d’échantillonnage dans les zones ou il existe un cheptel important de porcs afin que les résultats de la
séroprévalence refletent plus la réalité nationale.

Au plan biologique, a travers les résultats apportés par I’étude portée sur 1’évaluation des cing protéines
recombinantes, il est important de :

- évaluer les réactivités croisées des antigenes qui se sont montrés meilleurs candidats pour le
sérodiagnostic de la cysticercose humaine et /ou porcine.

- évaluer les performances de cette combinaison d’antigene chez les épileptiques en tenant
compte du nombre de kyste observé chez ces malades ainsi que 1’état du stade larvaire, cas de la
cysticercose humaine.

- Améliorer la conformité de ces protéines recombinantes en utilisant le systéme eucaryote pour

exprimer ces derniéres.
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Recommandations

Pour prévenir, combattre et éventuellement éliminer T. solium, des interventions englobant les
secteurs de la santé animale, de la santé humaine et de 1’environnement, sont nécessaires. Ainsi :

L’ Autorité vétérinaire et 1’ Autorité de la santé¢ publique doivent conduire des programmes de
sensibilisation et d'éducation des populations sur les facteurs de risque liés a la transmission de T.
solium en soulignant le réle joué par le porc et par I'étre humain ;

L’autorité vétérinaire doit mettre en place un programme d’inspection stricte des porcs abattus
dans les tueries locales, sensibiliser les éleveurs a la détection sur pieds de la cysticercose avant
période de vente pour engager un traitement des animaux contaminés et interdire 1’élevage en
divagation.

L’autorité de la santé publique doit mettre en place les programmes de campagnes de distribution
en masse des antiparasitaires dans les zones ou 1’on pratique 1’élevage de porcs en divagation en
commencant par les enfants scolarises.

Quant au public, il doit :

- Contréler la qualité des latrines domestiques ou communautaires pour éviter les fuites vers les
zones de culture et éviter la défécation en pleine air

- procéder a D’inactivation des cysticerques a T. solium dans la viande de porc avant
consommation, par une cuisson a une température minimale de 60°C, ou une congélation préalable a
moins 10 °C ou a une température inférieure pendant une durée minimale de dix jours

- laver les crudités et les fruits avant de les consommer
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Annexe 1. Matériels nécessaires pour la réalisation des tests sérologiques Elisa et Western
Blot

a) Matériels pour Elisa (la chaine ELISA)
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b) Matériels pour Western Blot
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Annexe 2. Procédure de sélection des villages par constitution des grappes

e  Nbr de grappes=30;

e Nb d’individus/grappe=34 ;

e  Pasde sondage=N/g=115608/30=3854

e  Choix d’un nombre au hasard entre 1 a 3854 (fct ALEA) =1052

VILLAGES Population estimée Population cumulée Nb au hasard Constitution de Grappes (Gi)

Village 1 4089 4089 1205 Gl

Village 2 6763 10852 5059 G2
8012 G3

Village 3 1789 12641

Village 4 1349 13990 12766 G4

Village 5 3441 17431 16619 G5

Village 6 6102 23533 20473 G6

Village 7 2362 25895 24327 G7

Village 8 1228 27123

Village 9 1124 28247 28180 G8

Village 10 1991 30238

Village 11 2735 32973 32034 G9

Village 12 633 33606

Village 13 2735 36341 35887 G10

Village 14 969 37310

Village 15 678 37988

Village 16 1806 39794 39741 Gl1

Village 17 4159 43953 43595 G12

Village 18 1075 45028

Village 19 1726 46754

Village 20 10062 56816 47448 G13
51302 Gl4
55155 G15

Village 21 1072 57888

Village 22 1462 59350 59009 G16

Village 23 967 60317

Village 24 6550 66867 62863 G17
66716 G18

Village 25 1669 68536

Village 26 813 69349

Village 27 1687 71036 70570 G19

Village 28 8515 79551 74423 G20
78277 G21

Village 29 1120 80671

Village 30 1917 82588 82131 G22

Village 31 3799 86387 85984 G23

Village 32 3524 89911 89838 G24

Village 33 4624 94535 93691 G25

Village 34 3323 97858 97745 G26

Village 35 8529 106387 101399 G27
105252 G28

Village 36 187 106574

Village 37 1189 107763

Village 38 4254 112017 109106 G29

Village 39 1600 113617 112959 G30

Village 40 1991 115608
Village 41




ANNEXE 3 : Questionnaire

Acces a l'eau

Quelle eau consommez-vous?

Eau courante (robinet) Cdo Non 01 Oui |
Pompe du village Clo Non 01 Oui |
Riviere/fleuve/Marigo Cdo Non 01 Oui |
Puit o Non 01 Oui |
Eau de pluie Cdo Non 01 Oui |
) _____________________________________________________________________________________________________________________
Date de I'enquéte: || |/ | _|__|/| || _|_| Identifiant du sujet:  insertion auto

Téléphone du participant: |__|__| ||| ||| |_|_]

Antécédents
Avez-vous souvent des maux de téte? o Non O+ Oui |
Antécédent de crise d'épilepsie ? o Non 01 Oui |
Antécédent d'épilepsie dans la famille ? Cdo Non 4 Oui |
Avez-vous déja eu des vers intestinaux? CJo Non O+ Oui |
Avez-vous déja pris des déparasitants? o Non 01 Oui |
Si oui, c'était quand la derniére fois que vous en avez pris? 01 Moins de 3 mois
02 Plus de 3 mois |
NOM AU AEPAIASIIANG oo eees oo ereee s oo eeee e sreeseeeeeesse s
Caractéristiques socio-démographiques
Departement: C1Adzope CJ2Agboville OsDabou |
VIBGE: oot oot ettt et
Numéro de grappe: O4Grappe 1 O.Grappe 2 OsGrappe 3 |
Ménage: C1iN°1 O2N°2 OsN°3 O4N°4 OsN°5 L
CsN°6 O7N°7 CsN°8 OeN°9 OioN°10 -
Genre: 01 Masculin Oz Féminin |
Age:  |_|_|_]ans LieU de NAISSANCE: ..ot ssne s
Depuis combien de temps habitez-vous le village? 01 Moins de trois 3 mois [J2 Entre 3 mois et 1 an
O3 Entre 1 et 5 ans 04 5 ans et plus |
Niveau d'étude : CloAucun CJ4Primaire [CJ2Secondaire OsUniversitaire |

Questions facultatives
Religion :




Habitudes alimentaires

Consommez-vous des fruits?
Si oui, les lavez-vous avant la consommation?

Avec quoi? O+ De I'eau simple
(s De l'eau trés salée

o Non 1 Oui
CJo Non 4 Oui

2 De 'eau et du savon
04 De 'eau javellisée

Consommez-vous des crudités?
Si oui, les lavez-vous avant la consommation?

Avec quoi? 1 De l'eau simple
O3 De l'eau trés salée
Consommez-vous de la viande de porc?

Si oui, a quelle fréquence? CloJamais
Comment la consommez-vous le plus fréquemment?
Charcuterie Oo Non
En sauce Oo Non
Au four/braisée Oo Non
Si oui, Précuite Oo Non

o Non 1 Oui
o Non 1 Oui

[J2De I'eau et du savon
04 De I'eau javellisée

[+ Rarement 2 Souvent
1 Oui
1 Oui

1 Oui
O+ Oui 2 Ne sait pas




Annexe 4. Préparation des tampons pour Elisa

a- Tampon Phosphate Buffered Saline (PBS) 1X

Le tampon PBS 1X a été préparé a partir de pastilles commerciales (P4417-100TAB, SIGMA)
en suivant le protocole du fabricant.

b- Tampon de lavage PBS-Tween 0,2%

Ajouter 200uL de Tween?® & 100mL de PBS 1X.
c- Tampon de saturation PBS-Tween 0,2%-Regilait 3%

Dissoudre 3 gramme de Regilait dans 100 mL de tampon de lavage préparé précédemment.
d- Tampon de dilution d’échantillons et du conjugué

Dissoudre 0,3 gramme de Regilait dans 100mL de tampon de lavage. Autrement, diluer au 1/10

le tampon de saturation préparé précédemment.
e- Tampon Citrate/ Acide Citrique, pH =5,5

Pour préparer un volume de 1 Litre de ce tampon, dissoudre dans 800 mL de I’eau distillée 4,1
grammes d’Acide Citrique et 29 grammes de Citrate Tri sodique. Ajuster le pH a 5,5 puis
ramener le volume a 1 L en ajoutant de I’eau distillée. Le tampon obtenu peut étre conservé a

4°C pendant 1 Mois.



Annexe 5. Préparation des tampons pour Western Blot

Acrylamide bis acrylamide (ABA) 30%:
Acrylamide 30g

Bis acrylamide 0,89
EDqgsp 100 mL

Filtrer sur filtre 0,22 microm et conserver sous papier ALU a +4°C (stable pendant 3 mois)

Tampon de séparation 1,5M pH 8,8 :

Dissoudre 18,15 gramme de Tris Base dans 100 mL d’cau distillée puis ajuster le pH a 8,8 en ajoutant
goute a goute une solution de HCI de concentration 1, 25 M ou 2,5N.

Tampon de séparation 1M, pH 6,6:

Dissoudre 12,11 gramme de Tris Base dans 100 mL d’eau distillée puis ajuster le pH a 6,8 en ajoutant

goute a goute une solution de HCI de concentration 1, 25 M ou 2,5N.

Tampon de lyse d’antigéne (Tampon 2X) :
Tris 0,39
SDS 0,99
Réta-mercaptoéthanol (MSH)2mL

Glycérol 4mL

Dissoudre dans 5ml d’eau distillée et ajuster le pH a 6,8 par HC1 6N
Ajouter 2ml de Bleu de bromophénol a 1%

Ajuster le volume a 20mL par I’eau distillée

Solution stable pendant 6 mois a 4°C

Tampon d’électrophorese 10X (pour 2 litres):

Glycine 2889
Tris 60,49
SDS 209
ED gsp 2L

Tampon d’électrophoreése 1X :

Tampon d’¢électrophorese 10X 50 ml
ED 450m



Annexe 6. Préparation du gel de polyacrylamide de concentration 12%

a) Composition du gel de séparation (10mL):

H>0O (Eau distillée) 3,4mL
Tampon Tris (pH =8, 8) 2,5mL
SDS (20%) 50 pL
ABA (30%) 4 mL
AP (15%) 50puL
TEMED SuL

b) Composition du gel de séparation (5mL):
H>0 (Eau distillée) 3,92mL
Tampon Tris (pH = 8, 8) 312 uL
SDS (20%) 25 uL
ABA (30%) 660 pL
AP (15%) 25pL

TEMED SuL
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ABSTRACT

Background: Serodiagnosis of cysticercosis uses two serological tests, ELISA and Western blot, which are carried on sequentially.
Only the samples positive in Elisa are confirmed with Western blot. The objective of this study was to assess the agreement between
the ELISA and Western blot to evaluate false negative generate by ELISA alone. Methods: This is a retrospective study conducted
on samples randomly drawn at random from a serum bank constituted during two cross-sectional surveys carried out in the
departments of Dabou and Agboville, in the south of Coéte d'lvoire. These two sero-epidemiological studies were conducted on
randomly selected asymptomatic subjects. The sera selected for this ancillary study were all tested using both native antigen Elisa
and western blot methods. Western blot (EITB) was used as reference test. Sensitivity, specificity, false positive and false negative
rates of the Elisa test were determined against EITB results. Results: A total of 594 sera (297 positives / 297 negatives in ELISA),
were tested by Western blot. The sensitivity and specificity of the ELISA were 82.6% and 79.5%, respectively. The false negative
and false positive rates of ELISA were 16.5% and 21.6%, respectively. A strong agreement was observed between these two tests
with a Cohen's Kappa value equal to 0.62. Conclusion: These data reveal that the Elisa test alone is not sufficient for the
serodiagnosis of cysticercosis. When used for diagnosis in symptomatic patient, ELISA alone is not sufficient to avoid the

diagnostic. Elisa-negative patient who presents a critical clinical picture must be tested by Western blot.

Keywords: Sensitivity, specificity, ELISA, Western blot, human cysticercosis
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Introduction

Caused by the larva of Teenia solium (T. solium), cysticercosis is a cosmopolitan parasitosis common in developing countries [1],
with pig being the intermediate host and human the definitive [2]. However human cysticercosis occurs when human substitutes
itself to a pig after ingestion of water or food contaminated with T. solium eggs, or sometimes after accidental self-infestation [1—
3]. This tapeworm is therefore a public health problem with also repercussions on the agriculture sector [4]. The muscles, eyes and
central nervous system are the most frequent localizations of the parasites [5,6]. Neurocysticercosis is the most severe form of the
disease and is estimated to cause 30% of epileptic seizures in Africa [7]. The World Health Organization (WHO) estimates that T.
solium affects more than 50 million people worldwide and causes more than 50.000 deaths each year [8,9]. In West Africa, people
with epilepsy suffer from discrimination, unemployment, disability and marginalization [10]. Cysticercosis is therefore one of the
major causes of family destabilization in Africa.

Given the impact of this parasitosis, WHO is supporting action plans to achieve its eradication. However, WHO faces the problem
of a lack of reliable epidemiological data on this disease. Therefore, it recommends that researchers and national programs make
recent and reliable data available in order to identify risk of outbreaks.

The ELISA test using glycosylated cysticercus fraction according to Tsang et al, is widely used as first line technic but is known to
experiment cross-reactivity problems generating false positive results [11,12]. To circumvent this limit, ELISA positive samples
are usually tested by western blot in order to confirm the result. However Western blot is a very expensive and time-consuming
technic and due to the high sensitivity of the ELISA technic, ELISA negative serum is usually not retested.

The objective of this study was to assess the agreement between the ELISA test and the Western blot to evaluate false negative
generate by ELISA alone.

In Abidjan, 1gG serology methods using native glycosylated antigens have been implemented by the Parasitology unit of the Institute
Pasteur in Cote d'lvoire, in collaboration with the Pasteur institutes in Paris and in Madagascar. These serological tests were used
to study populations at risk in Ivory Coast in order to clarify the epidemiological situation of human cysticercosis on Ivorian

territory.

Material and methods

Type of study

This study reports on a retrospective analysis of samples drawn at random from a serum library. This serum bank was established
during two cross-sectional surveys carried out in the villages of the departments of Dabou and Agboville, in the south of Coéte
d’Ivoire, as part of a study on the seroprevalence of human cysticercosis. These cross-sectional surveys took place between February
and April 2017 for the Department of Dabou and between June and July for the Department of Agboville.

Sample size and choice

A total of 594 human sera were analyzed during this study, i.e., 297 positives and 297 negatives in ELISA. The 297 ELISA positive
samples included in this study were the whole set of positive samples of the serum library, whereas negative samples were obtained
by a systematic drawing using a sampling step of 1 over the bank.

Sample analysis

The anti-cysticercus antibody assay was performed using the glycosylated fraction of the T. solium cyst, purified according to the
method of Tsang et al., 1989 [13]. All the sera were tested both by indirect ELISA (IgG assay), and by Western blot (1gG)
techniques. The ELISA and Western blot techniques were performed on the serum samples according to the method previously
described [14]. The western blot was considered as the gold standard during this study. Following Garcia et al, a serum was
considered positive in western blot when at least two bands of molecular weight less than 50 kDa were detected.

Statistical analysis
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All the results obtained (ELISA and Western Blot) were entered on Excel 2010 and analyzed with the XLSTAT 2014.5.03 software.
The sensitivity and specificity of the ELISA test were calculated with their 95% confidence interval. The concordance (agreement
without taking into account the effect due to chance) between the ELISA test and the reference test was calculated as follows: (VP
+ VN) * 100 / (VP + VN + PF + FN) [15], where VP, VN, FP and FN respectively represent the number of true positive, true
negative, false positive and the number of false negative. The Cohen’s Kappa coefficient measuring the corrected agreement
between the ELISA test and the Western blot was also determined using XLSTAT 2014 software version 5.03. This agreement was
noted as fair, moderate, good and excellent when Cohen’s kappa values ranged between (0.21 and 0.40), (0.41 and 0.60), (0.61 and
0, 80) and (0.81 and 1), respectively [16].

All the subjects sampled during the field studies were asymptomatic. No data was available to estimate the timeline of the
contamination or the concordance between serological results and clinical signs.

Ethics of the study

Informed consent was signed by all participants included in the field studies conducted.

Results

Results obtained for the two tests (ELISA and Western blot) are presented in Table 1. The Western blot was considered as the
reference test to estimate true and false results by ELISA, i.e., ELISA true positives 233 (78.4%), true negatives, 248 (83.5%), false
negatives 49 (16.5%) and false positives 64 (21.6%).

Table 1. Contingency table of ELISA and Western blot results

Western blot
Positive Negative Total
ELISA-IgG Positive 233 64 297
Negative 49 248 297
Total 282 312 594

The ELISA test showed good sensitivity and specificity results with 82.6% (77.7 - 86.6) and 79.5% (74.6 - 83.6), respectively (table
2). The ELISA’s index of agreement with the western blot was 81% with a Cohen's Kappa value of 0.62.

Table 2. Performance evaluation (sensitivity and specificity) of the IgG-ELISA test compared of the western blot

Se (%) Sp (%) Agreement (%) Kappa value
IC (95%) IC (95%)
ELISA-1gG 82.6% 79.5 81 0.62
(77.7 - 86.6) (74.6 - 83.6)

Se: Sensivility ; Sp: Specificity ; and Cl: Confidence interval

Profiles of the sera negative in ELISA but positive in Western Blot (false negative) were as follows: 20 (40.81%) samples were
positive with specific bands at high intensity and the 29 (59.18%) remaining were positive but with specific bands at very low
intensities. Regarding the 64 false positive sera, serological analysis with the western blot showed that 40 (62.50%) of these samples
were not positive for any protein band while 37.5% (24/64) slightly reacted with the antigenic proteins with a predominance of 50
Kda at 14.06% (Table 3).
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Table 3. Distribution of false positive samples in ELISA according to the results of Western blot and according to the size
of the protein bands.

kDa : kilodalton, CI : Confidence Interval

Number of sera Number of bands Protein size Percent (%) Cl (95%)
observed in kDa
1 1 18 kDa 1.56 0.04-84
4 1 39 kDa 6.25 1.02-21.49
3 1 45 kDa 4.69 0.98 -13.09
1 1 40 kDa 1.56 0.04-84
9 1 50 kDa 14.06 6.64 — 25.02
1 2 50 kDa et 70 kDa 1.56 0.04-8.4
3 2 50 kDa et 90 kDa 4.69 0.98 -13.09
1 2 50 kDa et 65 kDa 1.56 0.04-84
1 1 60 kDa 1.56 0.04-84
40 None 62.50 49.51-74.3
Discussion

ELISA tests using crude glycosylated T. solium antigens for the detection of antibodies during human cysticercosis have been
evaluated in the literature [11,17-19]. However, differences in sensitivity and specificity have been reported [11,20-22].

The sensitivity and specificity of the ELISA test obtained from this study were 82.6% and 79.5% respectively. These values were
lower than the values of 96.6% and 97.4% obtained [22]. However, during this study authors arbitrary set the threshold of positivity
at an optical density equal to 0.4. Our results were also lower than those reported by Machado et al., 2007 [17], who obtained ELISA
(IgG) sensitivity and specificity values of 92.5% and 84.5%; or of 92.5% and 93.3% when using respectively crude phase or
detergent phase of the antigenic fractions of T. solium metacestodes. The sensitivity and specificity obtained from our work were
also lower than those obtained by Gabriela et al., 2017 [19], which varied from 95% to 100% for the sensitivity and from 92.3% to
97.4% for the specificity. However, the sensitivity and specificity obtained during our study were higher than those obtained by
Diaz et al (65% and 63%, respectively) [23]. All these discrepancies could be explained by difference in the purification process of
the antigens as well as differences in the protocols used for the ELISA and western blot tests. They can also be due to difference
in the sera used to perform the studies. Indeed, antibody titers are/could be much higher during acute disease than for asymptomatic
people which could explain better performance of the tests. Serology should then perform better for diagnostic (ill patients) than
for epidemiology studies (asymptomatic people).

In this study, ELISA false positive rate was 21.6%, which could be due to cross reactions with other parasitic diseases including
Echinococcus granulosus and Hymenolepis nana [12,23,24]. For these sera considered as negative in Western blot, 37.5% harbored
at least one band on the strip. The presence of only one of bands could be due to an old infection as bands of 18, 39, 40, 45 or 50
kDa can be found during inactive cysticercosis [22]. At the other hand 16.5% of ELISA negative samples were found to be positive
using Western blot. These false negative samples in ELISA could be also explained by a small number of antibodies in the sera,
inducing an optical density below the positivity threshold. These false negatives are then the missing part of the positive subjects.
This result has important implications both in diagnostic and in epidemiology as the positivity rates in the population would be

underestimated.
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Conclusion
This study showed a good value for sensitivity and specificity for ELISA, with a strong agreement between the two tests. Despite
underestimation of the prevalence, this confirms that ELISA alone can be used for epidemiological studies. However Western blot

should be preferred for diagnostic.
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Résumé

Introduction: la cysticercose a T. solium est une
parasitose zoonotique répandue chez les porcs et
les humains dans les pays en développement. Cette
maladie est la cause majeure de saisie de viande
de porcs sur les marchés ce qui représente une
perte importante pour les éleveurs. Cependant, ce
fardeau est largement sous-estimé en raison de
I"'absence de contréle officiel tout au long de la
filiere porcine dans ces pays. Ce manque de
contréle entrave les politiques d’éradication de
cette zoonose. La mise en place de stratégies de
dépistage utilisant des tests biologiques, en amont
des abattoirs est urgente. Méthodes: la méthode
d’inspection traditionnelle de Ila cysticercose
porcine a été étudiée en comparant I'inspection
des carcasses de porcs abattus dans les trois
principaux abattoirs de la ville d’Antananarivo, a
analyse sérologique menées sur les sérums
collectés chez ces mémes animaux (Western Blot
et I’Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA).
Le western blot a été considéré comme le gold
standard. Résultats: au total 194 porcs ont été
analysés au cours de cette étude. La prévalence de
I'infection était globalement de 52% (IC95% : 44,79
- 59,27) pour l'inspection des carcasses, 71,65%
(IC95% : 64,75 - 77,87) pour la sérologie ELISA et
50,5% (IC95% : 43,26 - 57,75) pour la sérologie
western blot (IC95% : 43,26 - 57,75). Les valeurs de
kappa étaient de 0,45 et 0,54 entre les résultats de
la technique d’inspection des carcasses et ceux des
tests Western Blot et ELISA, respectivement.
Conclusion: cette étude révele une fréquence
élevée de contamination des cochons abattus et
souligne la nécessité de mettre en place une
méthode de diagnostic rapide utilisable a I'entrée
des abattoirs pour limiter le taeniasis chez
I’homme et secondairement la cysticercose.

English abstract

Introduction: T. solium cysticercosis is a
widespread parasitic zoonotic disease affecting
pigs and humans in developing countries. This
disease is the main cause of seizure of pork meat in
the markets, resulting in huge loss to the farmers.
However, this burden is largely underestimated
due to the lack of official control throughout the
pig supply chain in these countries. This lack of
control hinders policies to eradicate this zoonosis.
The implementation of screening strategies using
biological tests, upstream of slaughterhouses, is
urgent. Methods: traditional inspection for porcine
cysticercosis was investigated by comparing the
inspection of pig carcasses slaughtered in the three
main slaughterhouses of the city of Antananarivo,
with serological analysis carried out on sera
collected from these same animals (Western Blot
and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA).
Western Blotting was considered the gold
standard technique. Results: a total of 194 pork
samples were analyzed in this study. The overall
prevalence of infection was 52% (95% Cl: 44.79 -
59.27) for carcass inspection, 71.65% (95% Cl:
64,75 - 77,87) for serological ELISA test and 50,5%
(95% Cl: 43,26 - 57,75) for serological Western blot
(95% Cl: 43.26 and 57.75). Kappa values were 0.45
and 0.54 between carcass inspection and Western
Blot and ELISA results, respectively. Conclusion:
this study highlights a high frequency of
contamination of slaughtered pigs and underlines
the need for a rapid diagnostic method to be used
at the entrance of slaughterhouses to limit T.
solium in humans and secondarily cysticercosis.

Key words: Cysticercosis, Madagascar, pig,
slaughterhouse, ELISA, western blotting

Introduction

La cysticercose a Teenia solium est une parasitose
cosmopolite qui affecte 'homme et le porc. Ces
derniers contractent la cysticercose en ingérant les
aliments et de I'eau contaminée par les ceufs de
T. solium rejetés dans |’environnement via les
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selles d’'un homme porteur de vers adulte [1].
L’homme se contamine en ingérant la larve de
T. solium contenu dans la viande de porc crue ou
mal cuite [2] et développe un taeniasis [3,4].
L'homme développe une cysticercose par
contamination interhumaine en remplagant le
porc dans le cycle épidémiologique du parasite
(contamination directe par les mains sales, ou
indirecte par les aliments contaminés par les
ceufs). La cysticercose est plus fréquente dans les
pays en développement ou le taeniasis est
fréquent, lié lui-méme a la pratique de |"élevage
de porcs en divagation [3,5,6]. Chez I'homme, la
larve de T. solium se localise, de préférence, au
niveau du systéeme nerveux central, l'ceil, les
muscles et le tissu cellulaire sous-cutané [7]. La
neurocysticercose (localisation neurologique de la
larve) est I'une des infections les plus fréquentes
du systéme nerveux central [8,9] et la cause
majeure de |'épilepsie en Afrique [10]. Cette
parasitose  occasionne de lourdes pertes
économiques dans la filiere porcine [11]. Hormis
les régions ou |'élevage et surtout Ia
consommation du porc constituent un tabou, la
cysticercose porcine affecte probablement tous les
pays d’Afrique [5,12], et particulierement
Madagascar [11,13,14].

La cysticercose constitue un probléme de santé
grave mais sous-estimé [15]. Au vu de I'impact de
la maladie sur la santé humaine et animale, et de
son cycle épidémiologie |I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) I'a inscrite récemment sur la
liste des maladies négligées prioritaires
potentiellement « éradicables ». Elle invite ainsi
les chercheurs et les programmes nationaux a
mettre en place des mécanismes de surveillance
appropriés pour |'enregistrement des nouveaux
cas de cysticercose afin d’identifier les zones a
haut risque et y appliquer en priorité les mesures
de prévention et de Ilutte. Cependant la
consommation de viande de porc contaminée
reste le vecteur principal de propagation de la
maladie en dehors des zones d’élevage. Aucune
zone ne peut étre considérée comme épargnée,
notamment les villes ou la promiscuité des

habitats dans les quartiers défavorisés facilite la
contamination interhumaine. Ainsi détecter les
carcasses contaminées dans les abattoirs des
grandes villes reste le moyen le plus efficace de
protéger ces populations. L'inspection visuelle est
la méthode habituelle pour cette détection, mais
elle est soumise a l'insuffisance des ressources
vétérinaires pour assurer cette détection, a la
rusticité des méthodes d’inspection homologuées,
et a la facilité de dissimulation de la part des
éleveurs. Un contréle « avant abattage » des
animaux par des méthodes notamment
sérologiques, pourrait étre proposé comme
alternative, si des tests rapides étaient
disponibles.

L'objectif de cette étude était donc de comparer
les resultats de [l'inspection traditionnelle des
carcasses avec la sérologie pour la cysticercose par
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) et le
Western Blot (WB). Pour éviter toute confusion, le
sang était prélevé lors de |'abattage des animaux
et juste avant l'inspection de la carcasse. Trois
abattoirs traitant des animaux d’origines
géographiques différentes ont été investigués.

Méthodes

Organisation de I'étude

Il s"agit d’'une étude transversale mnée dans trois
abattoirs de la ville d"Antananarivo.

Site de collecte des échantillons

Les trois abattoirs se trouvent en périphérie de la
ville d’Antananarivo, la capitale du pays. Le choix
de ces trois tueries a été justifié par le nombre
important de porcs abattus par jour et par la
diversité de la provenance géographique de ces
animaux. Anosizato se trouve dans la Commune
Rurale Anosizato Andrefana, District
d’Antananarivo Atsimondrano sur la RN1. Le
complexe d’abattage d’Anosizato regroupe le plus
grand nombre de tueries avec un total de 23 dont
une pour les ovins et caprins, dix pour les bovins et
douze pour les cochons. Pour des raisons
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logistiques lors de cette étude seules deux tueries
de porc ont été investiguées. Elles ont eu leur
agrément en 2017. Les porcs abattus dans ces
deux tueries proviennent de tout le pays, et
approvisionnent en viande tous les marchés des
Six communes urbaines d’Antananarivo.
Anosipatrana se trouve dans le IV arrondissement
de la Commune d’Antananarivo. Les conditions
d’hygiéne et les matériels ne sont pas aux normes.
Les animaux abattus dans cette tuerie proviennent
également de tout le pays et les carcasses
approvisionnent les marchés de la ville. Ampasika
est localisé sur la route reliant la capitale a la ville
Itaosy vers |I'Ouest du pays. C'est un carrefour
important entre la RN7, la RN4 et le centre-ville. Le
complexe  d’abattage d’Ampasika  compte
plusieurs tueries privées dont deux pratiquent a la
fois I'abattage des porcs et celle des bovidés. Les
compartiments propres et souillés sont bien
différenciés a l'intérieur des tueries mais |'état des
lieux n’est pas encore conforme aux normes [16].
La moitié des porcs abattus a Ampasika
proviennent de la partie Moyen Ouest de Ile [16].

Animaux sélectionnés, données et traitement des
échantillons

L'étude s’est déroulée du 18 janvier 2019 au 30
mars 2019 avec un échantillonnage d’une matinée
par semaine pour chaque site. Avant |’abattage,
les animaux ont été sélectionnés par alternance
(un sur deux) et des numéros identifiants leurs ont
été attribués. Les prélevements ont été effectués
vers 2 heures du matin, dans les trois abattoirs. Au
moment de |'égorgement, le sang des animaux
sélectionnés a été collecté directement dans les
tubes sans anticoagulants. Les tubes ont été
conservés immédiatement a 4°C jusqu’a
centrifugation au laboratoire. Les sérums obtenus
ont été par la suite conservés a -80°C jusqu’a leur
utilisation.

Variables enregistrées et analyses réalisées
Inspection des carcasses

L'inspection des carcasses a été effectuée par les
personnels des tueries habituellement en charge
de cette activité, selon la méthode de Goussanou
et al. 2013. Cette méthode est la procédure
officielle retenue a Madagascar. L'inspection
réalisée par incision concerne uniquement le
cceur, les muscles du cou, la téte, la langue et les
muscles psoas [17]. Selon cette méthode, la
découverte de kystes épars ne permet pas la
déclaration de contamination de la viande,
entrainant une sous-déclaration.

Analyse sérologique des sérums

L'ELISA et le Western blot ont été
systématiquement utilisés pour |’analyse des
sérums. Les anticorps dirigés contre de la fraction
glycosylée du kyste ont été détectés selon
Tsang et al. 1989 [18]. Le western blot a été
considéré comme le test de référence de par sa
plus grande spécificité [18,19]. Le sérum était
déclaré positif en WB si deux bandes au moins
étaient détectées, a |I'exclusion de la bande a 50
kDa considérée comme non spécifique et de celles
de haut poids moléculaire. Les protocoles
de la sérologie ELISA et Western
Blot sont décrit en détail sur
dx.doi.org/10.17504/protocols.io.t4kequw.

Biais de I'étude

Le biais principal de cette étude est lié a I"accord
préalable des éleveurs qui devait étre obtenu
avant examen des carcasses et collecte de sang. La
réticence des éleveurs était liée a la possible
destruction des carcasses en cas de positivité.
Pour éviter cela I'examen a été réalisé par le
personnel de |'abattoir sans interférence avec la
procédure officielle. Le résultat sérologique était
obtenu ultérieurement et n’avait pas d’incidence
pour |'éleveur. Cette implication des équipes des
abattoirs a sans doute induit une variabilité entre
abattoir.
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Taille de I'échantillonnage

La taille de I'échantillonnage a été calculée pour
une étude en population a trois strates avec un
taux d’infection d’au moins 20% des animaux
estimé selon les études précédentes, et pour une
précision de 5% avec une puissance de 95%. Deux
cent quarante-six (246) animaux étaient
nécessaires au total.

Analyse statistique

L'ensemble des données a été saisi sur Excel, puis
analysé avec le logiciel Epi-Info 7. Les données
obtenues étaient qualitatives que ce soit pour
I'examen des carcasses ou les résultats de
sérologie considérés en positif/négatif seulement.
Une analyse statistique descriptive a été réalisée
et la prévalence a été évaluée avec un intervalle
de confiance a 95%. Le logiciel XLSTAT 2014 a été
utilisé pour calculer le coefficient de kappa de
Cohen. Le test de kappa de Cohen a permis de
mesurer |’accord entre les résultats obtenus avec
la technique de I'inspection des carcasses et ceux
des tests sérologiques, avec un intervalle de
confiance a 95%, également. Cet accord a été
noté, passable, modéré, bon et excellent lorsque
les valeurs de kappa étaient comprises entre
(0,21 et 0,40), (0,41 et 0,60), (0,61 et 0,80) et
(0,81 et 1), respectivement [20]. Le test de chi2
avec un degré de significativité a 5% a été utilisé
pour rechercher la concordance entre la technique
d’inspection des carcasses et les techniques
sérologiques de WB et d’ELISA.

Résultats

Animaux examinés

Sur la période d’étude qui s'est déroulée du 18
janvier 2019 au 30 mars 2019 un total de 21
matinée de collecte a pu étre réalisé pour les trois
sites. Cent quatre-vingt-quatorze (194) porcs ont
été recrutés et testés par deux méthodes
(inspection et sérologie). La répartition des porcs
recrutés par abattoir était de 61 a Ampasika, 85 a
Anosipatrana et 48 a Anosizato (Tableau 1). Tres

peu d’informations étaient disponibles sur les
cochons abattus, par réticence des vendeurs eux-
mémes, craignant des inspections. Il n'y a pas en
effet de véritable tracabilité administrative des
animaux dans ces tueries traditionnelles, les
acheteurs finaux se fournissant directement
aupres d’éleveurs connus et hésitant a révéler leur
source.

Données obtenues

Sur les 194 carcasses de porcs inspectées. L'étude
a été effectuée sur des porcs de races locales et
métisses provenant de toute I'ile. A l'inspection,
101 présentaient des cysticerques, soit une
prévalence globale de 52%. Cependant Ia
contamination était tres différente entre abattoirs
allant de 29 a 70%. L'abattoir « hors normes »
d’Anosipatrana abattant le plus de cochons
contaminés, peut étre par absence connue de
controle vétérinaire. La sérologie ELISA a permis
de détecter la présence d anticorps
anti-cysticerque dans les sérums de 139 porcs, soit
une séroprévalence globale apparente de 71,65%
(1C95% : 64,75 - 77,87) avec un maximum a 80% et
un minimum a 55% (Tableau 1). Cependant le ratio
de détection ELISA/inspection variait également
avec |‘abattoir allant de 1.8 et 1.6 a 1.13 pour
Anosipatrana. Le pourcentage élevé de cochons
contaminés détectés a l'inspection dans ce dernier
abattoir pourrait donc traduire plutét un meilleur
score des inspecteurs. La confirmation par
technique western blot révélait la présence
d’anticorps dirigés contre les cysticerques chez 98
porcs, soit une séroprévalence globale de 50,5%
allant de 42% a 57% selon I"abattoir (IC95% : 43,26
- 57,75). Les résultats en WB et ELISA est plus
faible pour Anosizato. La encore une disparité
entre sérologie et inspection était observée avec
un ratio sérologie/inspection de 1,4 pour
Ampasika déclarant officiellement le moins de
contamination a l'inspection (ce qui traduit une
sous-estimation), a 1 pour Anosizato, mais a 0.8
pour Anosipatra. Dans ce dernier abattoir,
I'inspection semble  donc  surestimer la
contamination.
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Résultats principaux

Si le western blot semble donner des résultats
grossierement en adéquation avec |'inspection, la
concordance pour un cochon donné, entre les
deux approches n’est pas aussi assurée. Ces
discordances varient également selon |"abattoir.
Le test de kappa de Cohen a été utilisé pour
évaluer I"accord entre les résultats. Les valeurs de
kappa étaient de 0,45 et 0,54 entre les résultats de
I'inspection des carcasses et ceux des tests
Western Blot et Elisa, respectivement (Tableau 2).
Ces valeurs ont montré qu’'un accord modéré
existait entre les resultats des tests sérologiques et
ceux de la technique d’inspection des carcasses.
L'ELISA permet un meilleur screening des porcs
avant abattage puisque seulement trois carcasses
sur 194 présentaient des cysticerques a
I'inspection mais pas d’anticorps, avec cependant
une spécificité plus faible. La spécificité du WB
reste bien sur supérieure a celle de I'ELISA
(Tableau 2). Cette spécificité de [inspection
semble bonne (94,5%) par rapport a I'ELISA, mais
variable par rapport au WB (seulement 44,4% a
Anosipatrana). Au total, la prévalence de la
cysticercose porcine était cependant supérieure a
50%, quel que soit la technique utilisée. Dans ce
contexte les spécificités sont difficiles a évaluer car
le statut négatif des carcasses n’est pas sir en
I'absence de dissection complete. Cependant la
performance de l'inspection telle que menée dans
les abattoirs peuvent étre définis par rapport a la
sérologie (Tableau 2), traduisant sans doute une
formation insuffisante des inspecteurs.

Discussion

Résultats principaux

La détection des animaux contaminés par la
cysticercose pour leur éviction de la chaine de
consommation est un maillon fondamental de la
lutte contre le taeniasis et la cysticercose
notamment en zone urbaine. Cette étude a permis
d’évaluer la concordance entre la méthode
traditionnelle d’inspection des carcasses et la

sérologie des animaux contre cette maladie.
Parallélement les résultats de séroprévalence ont
permis une mise a jour des données du ministére,
par rapport aux études précédemment menées
dans ces tueries [11]. La prévalence retrouvée a
I'inspection était de 52% contre seulement 4,6%
rapportés par Porphyre et al. en 2015 par
méthode post-mortem. Ce pourcentage tres élevé
est également supérieur aux prévalences
rapportées dans les autres pays comme par
Mopoundza et al. en 2019 dans |'aire d’abattage
de Kinsoundi a Brazzaville (1,69%) [12], par Assana
et al. en 2001 au Nord du Cameroun et au
Sud-ouest du Tchad (15,7%) [5] ou celui obtenu
par Sithole et al. en 2019 dans deux abattoirs de la
province du Cap-Oriental en Afrique du Sud [21].
Cette prévalence se rapproche par contre de celle
obtenue par l'inspection des carcasses en Zambie
(47,7%) [22], rappelant que Madagascar et la
Zambie restent les deux foyers majeur de
cysticercose porcine en Afrique.

La séroprévalence apparente obtenue par |'Elisa
au cours de cette étude était encore plus élevée
avec 71,65%. Cette séroprévalence était largement
supérieure aux estimations de séroprévalences
obtenues par détection d’antigene dans d’autres
pays d’Afrique comme la Tanzanie [23], le
Mozambique [24], le Kenya [25], I'Afrique du
Sud [26] ou en Amérique Latine [27]. Ce qui peut
s’expliquer par une durée plus longue de
persistance des anticorps par rapport a la
circulation des antigenes parasitaires, mais aussi
par une surestimation possible par réactions
croisées avec d’autres helminthes comme
Taenia hydatigena. La prévalence réelle globale
dans la présente étude doit étre considérée
comme celle obtenue par Western blot. Cette
prévalence était ainsi de 50,5%, ce qui reste
supérieur aux résultats publiés par d’autres
auteurs avec la méme méthode comme au Pérou
(45,19%) [28] ou dans d autres pays [29-32]. Cette
forte séroprévalence a Madagascar pourrait
s'expliquer par le fait que la majorité des porcs
abattus dans ces abattoirs sont élevés en
divagation comme en Zambie [33,34].
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Limitations

Les limitations principales de |"étude concernaient
le biais d’échantillongae du a |'acceptation des
éléveurs. Cette limitation ne peut que sous-
estimer la prévalence observée.

Interprétation

Selon ces trois méthodes, les performances des
abattoirs ne sont pas identiques, avec une
contamination trés nettement supérieure pour
I"abattoir le moins bien contr6lé sur le plan
vétérinaire. Si les pourcentages de contamination
sont assez équivalents pour linspection des
carcasses et le western blot, I'ELISA surestime
largement cette prévalence. Les différences
observées entre résultats de sérologie et
d’inspection peuvent s’expliquer d’abord par la
méthode standardisée mais sommaire
d’inspection utilisée a Madagascar qui ne
comporte pas de dissection exhaustive. De plus
cette méthode considere comme contaminées les
carcasses ayant plus d’un parasite sur une surface
d’équivalente a une main. La concordance entre
les différentes méthodes est donc bonne mais tres
imparfaite et varie d'un abattoir a 'autre sans
doute selon les performances de |'examinateur.
Les résultats moins bons du western blot dans un
des abattoirs pourrait étre du ainsi a I'inverse a un
effet de zele de d'un examinateur se sachant
observé.

Selon ces trois méthodes, les performances des
abattoirs ne sont pas identiques, avec une
contamination trés nettement supérieure pour
I"abattoir le moins bien contr6lé sur le plan
vétérinaire. Si les pourcentages de contamination
sont assez équivalents pour linspection des
carcasses et le western blot, I'ELISA surestime
largement cette prévalence. Les différences
observées entre résultats de sérologie et
d’inspection peuvent s’expliquer d’abord par la
méthode standardisée mais sommaire
d’inspection utilisée a Madagascar qui ne
comporte pas de dissection exhaustive. De plus
cette méthode considere comme contaminées les

carcasses ayant plus d’un parasite sur une surface
d’équivalente a une main. La concordance entre
les différentes méthodes est donc bonne mais tres
imparfaite et varie d'un abattoir a |'autre sans
doute selon les performances de |'examinateur.
Les résultats moins bons du western blot dans un
des abattoirs pourrait étre du ainsi a I'inverse a un
effet de zele de d'un examinateur se sachant
observé.

Généralisation

Cette étude montre que pour le développement
d’un test rapide, il faudrait plutot se référer a une
spécificité élevée comme celle du WB et non une
sensibilité haute comme [I'ELISA au risque
d’éliminer dans les tueries officielles, la majorité
des animaux avant abattage, et de créer de
factodes circuits paralléles d’abattage.

Conclusion

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré
gue la cysticercose porcine était toujours un
probleme de santé publique a Madagascar.
Cependant, notre étude présente des limites
comme |‘absence d’information sur les animaux
(type d’élevage, age, origine exacte...). Il est donc
nécessaire que les autorités sanitaires mettent en
place un systeme de surveillance plus strict de la
viande de porc vendue sur les marchés afin de
garantir la santé des consommateurs. La
concordance obtenue entre la technique
d’inspection des carcasses et les tests sérologiques
a montré que ces tests pouvaient remplacer la
technique d’inspection des carcasses dans le cadre
de la surveillance de la viande de porc. Ces
techniques ante mortem permettront d ailleurs de
minimiser les pertes économiques dues a la
cysticercose positive découverte apres |'abattage
de I'animal, un traitement efficace et peu onéreux
étant a la disposition des éleveurs.
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Etat des connaissances sur le sujet

e la cysticercose constitue un probleme de
santé grave mais sous-estimé avec plus de
la moitié des carcasses destinées au
marché urbain contaminée;

e Le dépistage chez les porcs contribue a la
lutte contre de cette parasitose, car la
rupture du cycle de développement de T.
solium passe par la limitation du taeniasis
chez I'homme.

Contribution de notre étude & la connaissance

e Mettre a jour les données épidémiologiques
de la cysticercose porcine a Antananarivo,
Madagascar;

e [’utilité des tests sérologiques (ELISA et
Western) dans le programme de la
surveillance de la viande de porc vendue
sur les marchés.
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Tableau 1: prévalence de la cysticercose porcine par abattoirs et par techniques

Abattoirs Porcs Western blot Inspection de carcasses |Sérologie Ab-Elisa
examinés Nb positif/Testés (%) [Nb positif/Testés (%) [Nb positif/Testés (%)

IC (95%) IC (95%) IC (95%)

Ampasiks 61 26/61 (42,62) 18/61 (29,51) 34/61 (55,74)
(30,04 - 55,94) (18,52 - 42,57) (42,45 - 68,45)

, 49/85 (57,65) 60/85 (70,59) 68/85 (80)
A t 85
nosipatrana (46,45 - 68 3) (59,71 - 79,98) (69,92 - 87,9)

Anosizato 13 23/48 (47,92) 23/48 (47,92) 37/48 (77,08)
(32,29 - 62,81) (33,29 - 62,81) (62,69 - 87,97)

ot 194 98/194 (50,52) 101/194 (52,05) 139/194 (71,65)
(43,26 - 57,75) (44,79 - 59,27) (64,75 -77,87)

(Nb : Nombre, IC : Intervalle de confiance)

Tableau 2: résultats croisés entre I'inspection des carcasses et les tests sérologiques (WESTERN BLOT-CS50 et

ELISA-CS50)
Western Blot ELISA
Abattoire Inspection0 (1 |Kappa/spécificité* [Chi2p- | 0 |1 |Kappa/spécificité**|Chi2 p- [Total
carcasses value value
Ampasika 1 2 |16 0,64 <0,0001 18 0,5 <0,0001 |18
0 33 (10 [94,3% (80,2- 99,3) 27 (16 |100% (84,9 - 100) 43
Anosipatrana (1 20 140 |0,34 0,0091 3 |57 0,59 <0,0001 |60
0 16 |9 44,4% (29,6- 60,4) 14 |11 |82,35(58-94,4) 25
Anosizato 1 6 |17 10,5 0,0005 23 10,43 0,0003 [23
0 19 |6 [76% (56,15 - 88,7) 11 |14 |100% (69,5 - 100) 25
Total 1 28 |73 10,45 <0,00013 98 (0,54 <0,0001 [93
0 68 |25 [70,8% (61 - 79) 52 |41 [94,55% (84,4 - 98,6) 101
Total général 96 (98 55 (139 194

* ** |a spécificité est calculée pour la méthode d’inspection par rapport a la sérologie (western blot ou ELISA
respectivement) 0/1 : négatif/positif

Kouadio Thierry-Borel N°dri et al. PAMJ-OH - 9(18). 07 Nov 2022. - Page numbers not for citation purposes.

11




