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Chapitre 1

Introduction générale

1.1 Contexte

Echinococcus multilocularis est un parasite appartenant aux Plathelminthes, I’embranche-
ment des vers plats. Il est I’agent étiologique de I’échinococcose alvéolaire (EA), maladie
touchant principalement le foie des patients infectés. Malgré sa cause parasitaire, I’'EA est
souvent comparée a une tumeur maligne, du fait de ses caractéristiques et de la formation pos-
sible de nouvelles 1ésions, appelées métastases, sur des organes distants de la 1ésion primaire
(BRESSON-HADNI et al., 2014a). L’EA a une faible incidence mais il s’agit une pathologie
grave, entrainant annuellement la perte d’environ 666.000 années de vie corrigées de 1’in-
capacité (DALY)' (TORGERSON et al., 2010). Echinococcus granulosus, trés proche d’E.
multilocularis, est quant a lui responsable de I’échinococcose kystique (EK). La maladie est
comparable a une tumeur bénigne, dont les organes touchés sont généralement le foie et/ou
le poumon. Des 1ésions multiples et des métastases sont régulierement observées dans cette
pathologie. Malgré une incidence de I’EK beaucoup plus élevée, la charge mondiale de mor-
bidité est évaluée a 184.000 DALY (TORGERSON et al., 2015), le taux de mortalité de cette
pathologie étant plus faible que celui de I’'EA.

Globalement, E. granulosus est présent sur tous les continents, tandis qu’E. multilocularis
est restreint a I’hémisphere nord, avec une répartition inégale selon les régions (DEPLAZES
et al., 2017). En France, la plupart des cas sont diagnostiqués en Franche-Comté, ce qui ex-
plique I’investissement des médecins et chercheurs de la région dans la prise en charge de

cette affection rare mais tres sévere. Depuis 1995, un consortium de services du CHRU de Be-

1. DALY : somme des années de vie potentielle perdues en raison d’une mortalité prématurée et des années
de vie productives perdues en raison d’incapacités.



Chapitre 1 : Introduction générale

sancon et d’unités de recherche de I’Université de Bourgogne Franche-Comté est mandaté par
I’OMS comme « Centre collaborateur pour la prévention et le traitement des échinococcoses
humaines » ; ce centre est aujourd’hui dirigé par le Professeur Laurence Millon. Plus récem-
ment, en 2012, 'unité de Parasitologie du CHRU a été désignée comme Centre National de
Référence de 1’Echinococcose alvéolaire (CNR-EA) apres appel d’offre de 1'Institut national
de Veille Sanitaire (InVS), devenu aujourd’hui Santé Publique France. Suite au dernier appel
a candidatures, de septembre 2016, le domaine de compétences du CNR-EA s’est élargi, il est
ainsi devenu le CNR pour les Echinococcoses, également sous la responsabilité du Professeur
Millon. En tant que CNR, il doit répondre a 4 missions fixées par Santé Publique France :

— D’expertise concernant la biologie et la pathologie de 1’agent infectieux, ainsi que le
développement, I’optimisation, la validation et la diffusion d’examens de biologie mé-
dicale;

— le conseil scientifique ou technique aupres des organismes d’état et des professionnels
de santé;

— la contribution a la surveillance épidémiologique, notamment en tenant le registre na-
tional recensant les patients diagnostiqués ;

— l’alerte en cas de risque ou de menace pour la population.

C’est dans ce contexte d’expertise de la maladie, puis de développement et de diffusion d’exa-
mens de biologie médicale, que s’inscrit le travail présenté dans cette these. En effet, 'EA,
comme I’EK, est caractérisée par une longue période d’incubation asymptomatique entre 1’in-
fection d’un patient par les ceufs du parasite et les premiers symptomes cliniques. Concernant
le diagnostic des échinococcoses, la stratégie mise en place pour I’EA nécessite la combinai-
son des résultats de I’imagerie, de I’examen clinique et de la sérologie pour obtenir une sen-
sibilité diagnostique satisfaisante. Malgré une combinaison similaire, le diagnostic de I'EK

présente une sensibilité moindre, notamment pour les formes extra-hépatiques.

Lors du diagnostic de ’EA, le traitement de premiere intention est la chirurgie si la 1ésion
est résécable completement. Dans le cas contraire, un traitement médicamenteux par alben-
dazole est débuté. Cette molécule, considérée comme un parasitostatique !, a de nombreux
effets secondaires, notamment hépatiques et hématologiques. Du fait du caractere uniquement
parasitostatique de 1’albendazole, le traitement est prescrit au long cours, potentiellement « a
vie ». Pourtant, chez certains patients, la viabilité du parasite régresserait suffisamment pour
envisager un arrét de ce traitement. La durée nécessaire de traitement des patients atteints
d’échinococcose alvéolaire est évaluée aujourd’hui par des marqueurs indirects. Il serait donc

souhaitable de développer de nouveaux marqueurs d’évolution (ou de régression de la mala-

1. Parasitostatique : qui entraine 1’arrét de la progression de la parasitose, plutdt que la mort du parasite.
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1.2. Présentation du parasite et de la pathologie

die) évaluant directement la viabilité parasitaire, afin de valider les criteres de jugement (ima-
gerie, biomarqueurs) utilisés aujourd’hui, ou éventuellement de mettre en place de nouveaux

criteres pour préciser la décision d’arrét de traitement par albendazole.

Apres un état des lieux sur les connaissances actuelles concernant différents aspects de
I’échinococcose alvéolaire, les deux axes étudiés durant cette these sont développés. Le pre-
mier est un travail sur I’ADN libre circulant, tandis que le second porte sur 1’étude de certains
ARN de pieces opératoires de patients. La partie suivante comprend un travail complémen-
taire effectué, permettant la diffusion de I’évaluation d’un test de diagnostic rapide de I’EK. Il
s’agit d’une valorisation de résultats obtenus antérieurement par 1’équipe, et pouvant notam-
ment avoir un impact sur le diagnostic différentiel en laboratoire entre ’EA et I’EK. Enfin,
les différents résultats sont synthétisés dans la derniere partie afin d’étudier les perspectives

possibles.

1.2 Présentation du parasite et de la pathologie

1.2.1 Historique

Une revue récente treés complete rappelle toutes les étapes de la compréhension des diffé-
rentes formes d’échinococcose (ECKERT et al., 2017). L’échinococcose kystique était connue
depuis I’ Antiquité et appelée « hydatidose » du fait des vésicules remplies de liquide clair
observées chez les animaux atteints. La littérature scientifique rapporte ensuite les mémes
observations chez des patients, notamment aux XVIeme et XVII*me sigcles. C’est a la fin du
XVIIeme siecle que les observations montrerent des « créatures » vivantes dans les vésicules et

en 1801, Carl Asmund Rudolphi créa le terme « Echinococcus » en zoologie.

L’échinococcose alvéolaire a, quant a elle, été décrite initialement comme un cancer col-
loide du foie en 1852, par le pathologiste allemand Ludwig Biihl; les 1ésions d’EA ont ensuite
été étudiées par Rudolph Ludwig Virchow. Des 1855, il publia un rapport détaillé de ses
observations et preuves de plusieurs cas de lésions multiloculaires, dont la nature fut identi-
fiée comme une lésion aberrante due a Echinococcus sp., I’agent responsable de I’hydatidose
(TAPPE et al., 2007).

Deux formes de I’échinococcose furent ainsi reconnues au milieu du XIXeme sjecle : ’EK,
causée par le parasite E. granulosus, et ’'EA causée par la parasite appelé aujourd’hui E.

multilocularis. Le nombre d’especes différentes causant ces deux formes de pathologie fit
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débat pendant de nombreuses années (ECKERT et al., 2017). En 1928, Adolf Posselt publia
ses résultats d’expériences (nourrissage de chiens avec des lésions humaines de foie) du début
du XX¢®me sigcle, montrant que le parasite causant I’EA était une espece distincte de celle de
I’EK, du fait des caractéristiques morphologiques différentes des vers adultes, mais aussi de

I’histologie différente des formes larvaires et de signes cliniques différents.

La compréhension du cycle parasitaire d’E. granulosus se fit en plusieurs étape, durant la
deuxieme moitié du XIX¢eme siecle. En 1851, Gottlob Friedrich Heinrich Kiichenmeister dé-
couvrit que I’ingestion de métacestodes par des renards permettait le passage du stade larvaire
au stade adulte d’un Zaenia sp.. L’année suivante, le Professeur von Siebold infecta des por-
celets avec des ceufs de « Taenia echinococcus » obtenus a partir d’un chien. Il détecta des
vésicules dans le foie de ces porcelets. Ensuite, le cycle d’E. multilocularis fut complétement
élucidé avec des études en Alaska sur I’EA des Inuits (RAUSCH et al., 1951). Il fut ensuite dé-
montré, par Johannes Vogel, que ce parasite €tait bien le méme que celui étudié en Allemagne
un siecle plus tot (ECKERT et al., 2017).

De nos jours, 1’échinococcose, regroupant les différentes formes de la maladie, est un
probleme de santé publique, affectant plus d’un million de personnes (WORLD HEALTH OR-
GANIZATION et al., 2011) a travers le monde (DEPLAZES et al., 2017)

1.2.2 Description du parasite

1.2.2.1 Systématique

Les Echinococcus spp. sont des parasites appartenant a I’embranchement des Plathelmin-
thes, c’est-a-dire des vers plats (Figure 1.1), (BEAUMONT et al., 2004 ; THOMPSON, 2017).

La classe des Cestodes comprend des parasites du tube digestif des vertébrés, dont le plus
connu est Taenia saginata, ou Ténia du Beeuf, dont la forme a 1’état adulte vit dans I’intestin de
I’Homme et peut atteindre plusieurs metres de long. Comme tous les Eucestodes, le ver adulte
des Echinococcus spp. comprend 3 régions distinctes : le scolex qui est I’organe de fixation,
le cou et enfin le strobile qui est formé par un nombre plus ou moins important de segments
ou proglottis (Figure 1.2). Le cycle de vie parasitaire des Cestodes implique le passage par 2
ou 3 hotes. Ces parasites sont adaptés a leurs hotes et présentent donc un degré assez élevé de

spécificité parasitaire afin de mener le cycle complet.

Les Cestodes sont répartis en 9 ordres, dont les Cyclophyllidiens. La classification des

Cestodes tient compte de la forme et de la structure du scolex, du nombre de proglottis dans le
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Reégne : Animalia (eucaryotes multicellulaires hétérotrophes qui ingerent)

Embranchement : Plathelminthes (vers plats, acoelomates, corps aplati dorso-ventralement,
a symétrie bilatérale)

Classe : Cestoda (endoparasites, souvent segmentés, absence de tube digestif,
téguments de structure syncytiale avec des microtriches)

Sous-classe : Eucastoda (corps formé d'une série de proglottis, scolex avec crochets

et ventouse(s), hermaphrodites)

Ordre : Cyclophyllidea (scolex a 4 ventouses, chaque proglottis démarqué par
une segmentation externe, oeufs ronds non operculés, contenant une
oncosphere a 6 crochets)

Famille : Taeniidae (parasites de I'intestin des carnivores et de I'hommme,
scolex avec rostre portant habituellement une double couronne
de crochets)

Genre : Echinococcus

FIGURE 1.1 — Classification des taxons d’ Echinococcus spp.

strobile, de 1’organisation de 1’appareil reproducteur et des caractéristiques des cycles parasi-
taires. Les Cyclophyllidiens ou Tétracestodes posseédent 4 ventouses sur le scolex, qui peuvent
étre pourvues ou non de crochets. Le rostre, partie antérieure du scolex, peut porter lui aussi

une couronne de crochets.

Dans la famille des Taeniides, I’hdte intermédiaire est un vertébré et le rostre porte habi-

tuellement une double couronne de crochets.

Le genre Echinococcus présente une multiplication asexuée a 1’état larvaire, ce qui com-

pense la production réduite de cucurbitains (proglottis mars, remplis d’ceufs) par les adultes.

Le genre Echinococcus a regroupé pendant un temps plus d’une dizaine d’especes, comp-

tant pour certaines des sous-especes. Le nombre d’especes distinctes reconnues a ensuite for-
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FIGURE 1.2 — Schéma du ver adulte d’ Echinococcus spp.

tement diminué. Apres de nombreuses discussions et révisions, encore débattues (LYMBERY
et al., 2015a; LYMBERY et al., 2015b; NAKAO et al., 2015; ROMIG et al., 2015), actuel-
lement, 9 (LYMBERY, 2017; NAKAO et al., 2013), ou 10 especes (THOMPSON, 2017) sont
différenciées. Le cas d’E. granulosus sensu lato est par exemple encore sujet a controverse :
ce parasite, responsable de ’EK, s’est révélé étre un complexe d’especes. Mais selon les au-
teurs, 4 ou 5 especes sont identifiées. Quelques caractéristiques pour chacune d’elles sont

regroupées dans le tableau 1.1.

Les deux especes les plus connues, car les plus rencontrées en pathologie (DEPLAZES et
al., 2017), sont E. granulosus (Batsch, 1786) et E. multilocularis (Leuckart, 1863). Echino-
coccus ortleppi, E. canadensis, E. vogeli, et E. oligarthra sont aussi impliqués dans des cas
humains. Echinococcus canadensis regroupe différents génotypes historiques, que certains au-
teurs recommandent de séparer en deux especes distinctes : E. canadensis et E. intermedius.
Enfin, il semblerait que les humains ne soient pas susceptibles d’étre infectés par E. equinus,
E. felidis, et E. shiquicus (DEPLAZES et al., 2017).

1.2.2.2 Morphologie

Les vers adultes d’ Echinococcus spp. sont de petite taille (quelques millimetres seulement,

Figure 1.3) par rapport aux autres vers des Taeniides (THOMPSON et al., 2001). Le scolex est
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TABLE 1.1 —Especes du genre Echinococcus, hotes principaux et infections humaines (a partir
de LYMBERY (2017) et THOMPSON (2017)). HI = Hotes intermédiaires ; HD = Hotes défini-

tifs.

Ancienne o o Maladie
appellation HI principaux ~ HD principaux humaine

E. multilocularis Rongeur Renard, chien = EA
E. granulosus

E granul?sus Sens lato Mouton, bovin  Chien EK

(sensu stricto) génotypes
GI1-G3

E. canadensis* J chameau, Chien, loup EK
genotypes cervidé
G6-G10
E. granulosus

E. ortleppi sensu lato Bovin Chien EK
génotype G5

: Chien de Echinococcose
E. vogeli Paca )
brousse polykystique
. ) e 1 Echinococcose
E. oligarthra Agouti Félidé sauvage i
polykystique

E. granulosus

E. equinus sensu lato Cheval, équidé  Chien ?
génotype G4

E. felidis Souche du lion  Phacochere Lion ?

E. shiquicus Pika Renard tibétain  ?

*La subdivision d’E. canadensis en deux especes - E. intermedius pour les génotypes G6, G7 et E. canadensis

pour les génotypes G8, G10 - est contestée par certains auteurs.

I’organe de fixation du ver dans I’intestin de I’hote définitif, et ce, grace a quatre ventouses

et deux couronnes de crochets. Le strobile, c’est-a-dire le corps des vers, est composé de

plusieurs segments, les proglottis, dont le dernier est responsable de la libération des ceufs.

Les ceufs mesurent entre 30 et 50 um. Ils renferment I’embryon hexacanthe (possédant 3

paires de crochets), appelé oncosphere, qui est entouré de plusieurs enveloppes, plus ou moins

épaisses (SWIDERSKI et al., 2017). L’embryophore est 1’enveloppe qui assure majoritairement
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FIGURE 1.3 — Schéma comparatif de la morphologie générale de différentes especes d’Echi-
nococcus spp. au stade adulte (THOMPSON et al., 2001).

le role de barriere physique, protégeant I’oncosphere. Ces multiples enveloppes conferent un
caractere résistant aux ceufs (FEDERER et al., 2015). Ils peuvent ainsi persister totalement
viables dans I’environnement pendant plusieurs semaines, voire plusieurs mois (VEIT et al.,

1995). Ils sont donc contaminants pendant toute cette durée.

Le stade suivant I’oncosphere est le métacestode, le stade larvaire du parasite (Figure 1.4).
Ce stade de développement du parasite est la forme présente chez 1’humain atteint d’échino-

COCCOSE.

Le métacestode prolifere par bourgeonnement, puis se vésiculise, ce qui engendre une
structure infiltrante, pseudo-tumorale, composée de multiples cavités dans le tissu de 1’hote in-
termédiaire (THOMPSON, 2017). C’est a I’intérieur de ces vésicules que le protoscolex, forme

infectante du parasite, est retrouvé.

La vésicule de métacestode comprend deux membranes : la membrane germinative, qui
est un syncitium, entourée d’une cuticule acellulaire, également appelée membrane anhiste
(Figure 1.5). Les protoscolex sont les formes fertiles de la larve : ils sont formés par bour-
geonnement de la membrane germinative, a I’intérieur des vésicules. Chacune des membranes
a une fonction et une composition qui lui sont propres. La membrane germinative interne
comprend des cellules souches, permettant notamment la génération complete de nouvelles
vésicules (SPILIOTIS et al., 2008). Cette couche est responsable de la croissance des vési-

cules, mais aussi de la synthese de la couche externe acellulaire. Cette derniere couche est
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FIGURE 1.4 — Schéma du métacestode d’E. multilocularis représentant les multiples vésicules
infiltrant le tissu de I’héte intermédiaire (THOMPSON, 2017).

caractéristique du genre Echinococcus, composée de mucines ! fortement glycosylées (DIAZ
et al., 2011). Au contact du tissu de 1’héte, elle protege le métacestode des attaques de son
systeme immunitaire (DIAZ et al., 2015). L’intégrité de la cuticule est nécessaire au caractere

infectieux du métacestode (GOTTSTEIN et al., 2002).

Des protubérances de la membrane germinative a travers la cuticule permettent 1’infiltra-
tion du parasite dans le tissu de 1’hote et la formation de nouvelles vésicules, d’abord au niveau
du premier tissu infecté (souvent le tissu hépatique), puis des tissus avoisinants, voire méme
dans certains cas, au niveau de tissus a distance de la 1ésion primaire (ECKERT et al., 2004 ;
THOMPSON, 2017).

400 pm

FIGURE 1.5 — Photographie en microscopie électronique d’une section de vésicule de méta-
cestode. La fleche pleine indique la membrane interne germinative et la fleche vide indique la
cuticule acellulaire (VUITTON et al., 2010Db).

1. Mucines : glycoprotéines, tres riches en sucres. Chez 1’€tre humain, ces protéines sont les molécules
principales du mucus qui tapisse les voies aériennes et digestives pour protéger 1’épithélium.
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Ces protubérances de la membrane germinative a travers la cuticule sont spécifiques de
la croissance d’E. multilocularis, par rapport aux autres especes du genre. Ainsi, le métaces-
tode d’E. granulosus se développe dans la plupart des cas comme une vésicule remplie de
liquide, qui grossit de maniére concentrique (NUNNARI et al., 2012). Comme pour tous les
métacestodes d’ Echinococcus spp., la membrane germinative et la cuticule sont présentes. En
revanche, cette derniere est beaucoup plus épaisse que celle d’E. multilocularis, et sa compo-

sition, notamment en mucines, est en partie commune (DIAZ et al., 2011 ; DiAZ et al., 2015).

1.2.2.3 Cycle parasitaire

Les Echinococcus spp. sont des parasites dixenes, c’est-a-dire qu’ils ont besoin de deux
hotes différents pour accomplir leur cycle (Figure 1.6), sur un systeme proie/prédateur. L’hote
définitif abrite le ver (la forme adulte), tandis que 1’héte intermédiaire abrite le métacestode
(ROMIG et al., 2017).

Le cycle parasitaire d’E. multilocularis fait intervenir les trois formes parasitaires décrites
précédemment (I’ceuf, le métacestode et le ver adulte). Le cycle classique est qualifié de syl-
vestre, car il fait intervenir le renard et un petit rongeur, comme le campagnol. Mais le parasite
n’est pas spécifique de ces deux especes d’hote, et d’autres especes sont plus ou moins régu-

lierement impliquées.

Le ver adulte, via les crochets de son scolex, est fixé dans I’intestin d’un carnivore (renard,
mais aussi chien, éventuellement chat (UMHANG et al., 2015), ou d’autres especes sauvages,
comme le chacal doré ou le loup (OKSANEN et al., 2016)). Il relargue des milliers d’ceufs,
qui sont libérés dans I’environnement en méme temps que les feces. Les ceufs sont ingérés
par les hotes intermédiaires, principalement des petits rongeurs comme Microtus arvalis (le
campagnol des champs) et Arvicola scherman (le campagnol fouisseur, anciennement appelé
Arvicola terrestris) (BEERLI et al., 2017). Lorsque 1’ ceuf atteint I’estomac et ’intestin, I’onco-
sphere est libérée de I’embryophore par le pH acide et les sels biliaires. L’ oncosphere est alors
activée. Cette derniere passe la barriere intestinale et se retrouve dans la circulation sanguine
ou lymphatique, ce qui permet son transport a travers 1’organisme. Lorsque 1’oncosphere at-
teint un site adéquat, la plupart du temps le foie, le parasite passe au stade métacestode. Les
protoscolex se développent assez rapidement (deux ou trois mois apres I'infection chez les
hoétes intermédiaires naturels) dans les vésicules de métacestode (ECKERT et al., 2004). Le
développement du métacestode affaiblit progressivement 1’hote qui devient une proie plus fa-
cile pour le carnivore. La prédation permet de compléter le cycle : le protoscolex ingéré s’éva-

gine dans le tube digestif de 1’hote définitif, devient un ver adulte et se fixe a la muqueuse
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the smail intestine,
ara 2—4 mm long and
- have 3-5 segments

INMH eaten by
definitive host

. Eqgs are
Definitive host passed in the
Canids laeoos
(+-cat) XN@ Epgs are 3040 um in
i diametear, patency lasts

B between 2 and 4 months
8 depending an definitive
host species

Alvealar hydatid cysts
develop in the IMH

Intermediate Environment
host (IMH) ’
Eggs
contaminate the
environment

Eggs ingested by

suitabla IMH, such as
rodents, or abarram
hosts such as humans

v E. mullilocularis eggs

- Extramely lreaze-
toleram
- Haal-sensitive

- Long surdval times in
cool damp conditions

Human alveolar echinococcosis ;

ILean take 10-15 yoars batween infaction polat and FIRINt b elEO
= morphologically from

the development of clinical symptoms other taeniid eggs

TRENDS in Parasiiology

FIGURE 1.6 — Cycle parasitaire classique d’E. multilocularis (DAVIDSON et al., 2012).

intestinale.

L’Homme est un hote intermédiaire accidentel, suite a I’ingestion d’ceufs disséminés dans
I’environnement : contact avec un animal au pelage souillé, ingestion de végétaux contaminés
non cuits (baies, végétaux,...) (DEPLAZES et al., 2017 ; PIARROUX et al., 2013). C’est un hote
aberrant au sein de ce cycle. Il présente (i) une résistance au développement du parasite grace
a sa réponse immunitaire (GOTTSTEIN et al., 2015) et (ii) tres peu de vésicules de métaces-
tode infectantes, c’est-a-dire contenant des protoscolex (RICKEN et al., 2017). Le délai entre
I’ingestion d’ceufs et les premiers symptomes est de plusieurs années. Des études épidémio-
logiques a large échelle (BARTHOLOMOT et al., 2002 ; ROMIG et al., 1999), recensées dans la
revue de GOTTSTEIN et al. (2015), ont permis d’établir que sur 100 personnes ingérant un ceuf
d’E. multilocularis, une seule développera une EA (forme évolutive). Parmi les 99 personnes
restantes, 80 % auront une forme abortive précoce, c’est-a-dire qu’il n’y aura aucune 1ésion
visible sur le foie mais que la sérologie a la recherche d’anticorps spécifiques sera positive,
et 20 % présenteront une forme abortive tardive, caractérisée par une lésion calcifiée visible a

I’imagerie.

D’autres especes animales ont déja été décrites comme hotes intermédiaires aberrants, tels

que le chien (habituellement connu comme hote définitif), le singe ou le cochon (ECKERT
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et al., 2004). Les métacestodes peuvent alors présenter un aspect atypique, ne pas développer

de protoscolex, ou encore donner une lésion abortive.

Le cycle d’E. granulosus est sur le méme schéma (ROMIG et al., 2017). Le ver adulte
réside dans I’intestin d’un chien ou d’un autre canidé. Les ceufs sont relargués avec les feces.
Ces ceufs sont ingérés par 1’hote intermédiaire, habituellement un animal de rente (mouton,
chevre, porc, ou bovin), chez qui le parasite va passer au stade métacestode. Lors du dévelop-
pement de la vésicule de métacestode, la membrane germinative bourgeonne pour former de
nouvelles capsules a I’intérieur desquelles se développent des protoscolex. Lorsque les nou-
velles capsules se détachent completement de la membrane germinative, elles sont appelées
vésicules filles. Les vésicules filles a I’extérieur du premier métacestode sont a 1’origine des
kystes multiples. Les organes préférentiels de développement sont le foie, comme pour E.
multilocularis, mais aussi le poumon. L’ingestion de 1’organe contaminé par 1’hote définitif
permet de compléter le cycle. Le protoscolex s’évagine, s’attache a la muqueuse intestinale et
se développe en ver adulte. Dans ce cycle, comme dans celui d’E. multilocularis, I’Homme

est un hote intermédiaire accidentel.

1.2.2.4 Caractéristiques génétiques

L’ ADN mitochondrial d’E. multilocularis (NC_000928.2) a été séquencé en 2002 (NA-
KAO et al., 2002). Il comporte 13738 pb, avec 36 genes codant 12 protéines impliquées dans
la phosphorylation oxydative, 2 ARN ribosomaux et 22 ARN de transfert.

L’étude des ADN mitochondriaux des différentes especes d’Echinococcus spp. a montré
que le géne Nad5 (NADH deshydrogénase, sous-unité 5), était le géne le plus polymorphique
(NAKAO et al., 2007 ; ROELFSEMA et al., 2016) au sein des especes de ce genre.

L’ ADN nucléaire (de la souche JAVAOS5/1) n’a été séquencé que plus récemment par I’ Ins-
titut Wellcome Trust Sanger (TSAI et al., 2013), grace a une combinaison de différentes tech-
nologies de séquengage (capillaire, shotgun, Roche 454 et Illumina). Cette combinaison des
différentes technologies et de leurs avantages respectifs a permis d’obtenir un génome de
bonne qualité (AURY et al., 2008). Les fragments génomiques sont disponibles sous le nu-
méro d’accession CBLO000000000.2. L’assemblage des fragments est au stade « scaffold »,
et est disponible avec le numéro d’accession Genbank GCA_000469725.3. La longueur to-
tale du génome avoisine 115 millions de paires de bases (114 963 228 pb exactement) avec 9
chromosomes et 10345 genes. La qualité de I’assemblage obtenu peut étre appréciée par 1’in-

dicateur N50 !, qui est de 13,8 Mb pour I’assemblage d’E. multilocularis. De plus, ce projet

1. N50 : mesure de la fragmentation du génome assemblé. Les scaffolds sont triés du plus grand au plus
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a permis de confirmer la séquence de I’ADN mitochondrial publié précédemment, qui était
identique 2 99,9 % (TSAI et al., 2013).

Le méme Institut a séquencé le génome d’E. granulosus, dont I’assemblage s’est appuyé,
notamment pour les séquences répétées, sur I’assemblage déja réalisé pour E. multilocularis
(TsATI et al., 2013). Pour comparaison, le N50 de I’assemblage est de 5,2 Mb. La taille du
génome est de 114,9 Mb, avec 10231 genes.

1.2.3 L’échinococcose alvéolaire, une des échinococcoses

Par convention, 1’échinococcose est le terme désignant la maladie se développant au détri-
ment d’un tissu de I’hdte intermédiaire, due au stade métacestode d’ Echinococcus sp.. L’ échi-
nococcose est inclue dans la liste des maladies tropicales négligées prioritaires depuis 2005
(WHO, 2013), pour lesquelles I’Organisation Mondiale de la Santé prone des efforts concertés

pour leur prévention, leur controle et leur élimination.

1.2.3.1 Les différentes formes humaines

Parmi les 9 especes reconnues dans le genre Echinococcus (LYMBERY, 2017), plusieurs
sont impliquées en pathologie humaine et conduisent a différentes formes cliniques. L’ échino-
coccose kystique, principalement due a E. granulosus, est la forme la plus répandue. D’autres
especes sont aussi responsables de cette forme de 1’échinococcose : E. canadensis ou E. ort-
leppi. Le métacestode se développe principalement au niveau du foie (dans un peu moins de
80 % de cas), mais aussi du poumon (environ 20 %) ou d’autres organes (PAWLOWSKI et al.,
2001). La structure vésiculaire kystique, remplie d’un liquide clair sous pression, grandit mais
entraine une réaction inflammatoire limitée, entourée par du tissu conjonctif de 1’hote. Des
protoscolex peuvent se former a I’intérieur d’une vésicule. Comme décrit dans le cycle para-
sitaire d’E. granulosus, des vésicules filles se forment, a I’intérieur, mais peuvent aussi étre a
I’extérieur. Il y a alors formation de multiples kystes chez le patient. La plupart des patients
ont un kyste unique, mais 20 % des cas présentent des kystes multiples dans plusieurs organes
(KERN et al., 2017). Une fissure ou une rupture du métacestode a pour conséquence une dissé-
mination des protoscolex et donc de la maladie a travers 1’organisme (NUNNARI et al., 2012),

mais peut aussi étre responsable d’un choc anaphylactique (TINSLEY et al., 2013).

petit. Le N50 est la longueur du dernier scaffold obtenu lorsque les scaffolds déja parcourus couvrent au moins
la moitié du génome. Plus le N50 est élevé, moins le génome est fragmenté.
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L’échinococcose alvéolaire, due a E. multilocularis, est beaucoup moins fréquente, mais
en raison du caractere invasif des métacestodes (ECKERT et al., 2004), est souvent comparée a
un cancer infiltrant du foie - du fait des symptomes qu’elle engendre et des stades de dévelop-
pement de la maladie - et a des conséquences beaucoup plus graves pour les patients. Apres
I’ingestion de 1’ceuf du parasite et 1’établissement de la larve dans le foie, I’EA est en effet
caractérisée par une longue période d’incubation asymptomatique chez le sujet immunocom-
pétent, suivie d’'une maladie invasive d’évolution lente. Il y a quelques années, une équipe a
reconstruit numériquement et tridimensionnellement la croissance larvaire d’E. multilocularis
dans le foie humain (TAPPE et al., 2010). Des séries de coupes de tissus hépatiques fixés au
formol et inclus en paraffine ont été réalisées, a partir de pieces opératoires de patients atteints
d’EA assez avancée. Les coupes ont été colorées et photographiées. Les structures parasi-
taires, reconstruites a partir des plans numériques, ont révélé au centre des 1ésions de larges
vésicules interconnectées, tandis qu’a la périphérie, la structure parasitaire se présentait plutot
comme un réseau de racines : des vésicules interconnectées par de fines tubules s’étendant
dans le tissu de I’hote. Le parasite se développe a partir de la Iésion initiale, qui est, dans la
grande majorité des cas, dans le foie (NUNNARI et al., 2012). Comme décrit précédemment,
le métacestode forme des vésicules infiltrantes dans le tissu, puis dans les tissus avoisinants,
et peut méme métastaser dans des organes a distance, tels que le poumon, le cerveau ou les os
(PIARROUX et al., 2011). Les cas avec des métastases représentent environ 5 % de cette co-
horte de 362 patients. La possibilité de formation de métastases est aussi illustrée avec la mise
en place d’une classification standardisée des cas d’EA. Dans cette étude, 222 cas européens
et asiatiques ont été décrits par des experts. La présence de métastases est rapportée 18 fois,
soit 8 % des cas (KERN et al., 2006).

A coté de ces deux principales échinococcoses, I’échinococcose polykystique est due a E.
vogeli et dans une moindre mesure a E. oligarthra (MORO et al., 2009). Cette derniere forme
est rencontrée en Amérique du Sud, région de présence des hotes de ces deux especes. Les
caractéristiques de la maladie sont intermédiaires entre I’EK et ’EA. De larges kystes remplis
de liquide contiennent les protoscolex et se propagent de 1’organe initial (souvent le foie) aux
organes avoisinants (D’ ALESSANDRO, 1997).

Le tableau 1.1, présenté page 7, récapitule 1’ensemble des especes d’ Echinococcus spp. re-
connues, leurs hotes définitifs et intermédiaires, ainsi que la forme d’échinococcose dont elles
sont responsables. Pour certaines especes, reconnues plus récemment, le caractere infectieux

pour I’Homme, n’est pas encore établi.
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1.2.3.2 Prévalence / incidence

Le parasite Echinococcus multilocularis est présent uniquement dans I’hémisphere Nord
(DEPLAZES et al., 2017). Sa persistance dans I’environnement nécessite la présence des hotes
pour la réalisation du cycle complet ainsi que des conditions climatiques favorables. Les ceufs
disséminés dans 1’environnement étant par exemple sensibles a la dessiccation, leur persis-
tance nécessite un certain degré d’humidité. En revanche, les basses températures ne sont pas
un obstacle a la survie des ceufs dans 1I’environnement, comme en témoigne la survenue de cas
chez les Inuits en Alaska (WILSON et al., 1992).

L’EA nécessite bien s la présence d’ceufs d’E. multilocularis, forme infectieuse pour
I’Homme, mais aussi des pratiques permettant 1’ingestion des ceufs. Certaines populations,
du fait de leur mode de vie, sont ainsi plus a risque que d’autres (CONRATHS et al., 2017).
Dans cette méta-analyse sur les facteurs de risque potentiels associés a I’'EA, les auteurs ont
montré que les propriétaires de chiens, les personnes possédant un jardin, ou encore les agri-
culteurs présentaient un risque d’infection plus élevé. De plus, les personnes avec un systeéme
immunitaire affaibli, présentent aussi un risque plus élevé de développer une EA. Le systeéme
immunitaire ne remplit alors pas, de fait, son role de protection, normalement efficace dans la
grande majorité des cas (voir paragraphe sur le cycle parasitaire 1.2.2.3). Ils représentent 18 %

des nouveaux diagnostics (depuis 2002) en France (CHAUCHET et al., 2014).

Selon les estimations il y a environ 18000 nouveaux cas d’EA par an au niveau mondial
(TORGERSON et al., 2010), ce qui classe cette pathologie dans les maladies rares. La com-
binaison d’un réservoir animal plus ou moins infecté, et de modes de vie plus ou moins a
risque, entraine une incidence de ’EA différente selon les régions (Figure 1.7). Globalement,
la Chine, la Turquie, la Russie et I’Europe centrale sont les quatre grandes régions principa-
lement touchées (DEPLAZES et al., 2017). La Chine compte a elle seule 90 % des cas, avec
16000 nouveaux cas annuels (TORGERSON et al., 2010).

En Europe, le réseau d’EurEchinoReg (European Echinococcosis Registry) a permis le
recensement et I’harmonisation de I’enregistrement des cas d’EA. L’ Autriche, la Belgique, la
France, 1’Allemagne, la Grece, la Grande-Bretagne, 1'Italie, les Pays-Bas, la Suisse, la Po-
logne, la République Tcheque et la Turquie ont participé a ce réseau (KERN et al., 2003). De
1982 a 2000, 559 cas ont été enregistrés sur la base du volontariat des patients, dont 42 %
ont été diagnostiqués en France. L’ Allemagne et la Suisse représentent ensuite chacun plus
de 20 % des cas. A 1’époque, aucun cas autochtone n’avait été recensé pour les Pays-Bas, la
République Tcheque, la Slovaquie, I'Italie ou le Royaume-Uni. Cependant, la recherche ac-

tive d’EA en cas de 1ésions hépatiques et/ou de symptdmes cohérents en République Tcheque
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FIGURE 1.7 — Distribution mondiale de ’EA (TORGERSON et al., 2010).

a partir de 1998, apres la description du parasite chez des renards, a par exemple permis le
diagnostic des deux premiers cas en 2007 (KOLAROVA et al., 2015). Depuis, des cas d’EA
ont également été diagnostiqués aux Pays-Bas, en Slovaquie... Un changement de pratiques
dans le dépistage de la maladie, une amélioration du diagnostic et un intérét plus grand pour
I’EA sont des facteurs qui contribuent a I’augmentation du nombre de cas diagnostiqués en
Europe (VUITTON et al., 2015). Dans cette revue épidémiologique de VUITTON et al. (2015),
la situation de ’EA en Europe entre 1995 et 2015 est étudiée. Trois types de pays sont dif-
férenciés (Figure 1.8. Certains n’ont encore jamais eu de cas d’EA autochtones confirmés
recensés (comme la Grande-Bretagne, la Finlande, 1’ Albanie...). Selon KERN et al. (2003),
un cas a été recensé en Grece entre 1996 et 2000, mais la derniere revue sur la distribution
de 'EA ne valide pas ce cas du fait d’'un manque de documentation sur 1’origine du patient
(DEPLAZES et al., 2017). La deuxieme catégorie regroupe des pays recensant I’infection alors
qu’ils n’étaient pas connus pour étre en zone d’endémie avant 1995, comme la Lituanie qui
a connu une forte augmentation au cours des deux dernieres décennies, ou comme I’exemple
de la République Tcheque cité plus haut. La Suede a aussi connu récemment ses premiers cas
humains d’EA (WAHLSTROM et al., 2015). Enfin des pays de la zone endémique historique
ont connu une augmentation de 1’incidence. La zone d’endémie historique - est de la France,

Suisse, sud de I’ Allemagne et Autriche - s’étend vers le nord, I’est et I’ouest. .
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FIGURE 1.8 — Situation actuelle de ’EA dans les pays européens, carte réalisée d’apres les
données de VUITTON et al. (2015), complétées par DEPLAZES et al. (2017) et WAHLSTROM et
al. (2015). Gris : pays sans cas d’EA autochtones confirmés ; jaune : pays enregistrant depuis
1995 des cas d’EA; rouge : pays de la zone historique d’endémie, ol le nombre de cas a
tendance a augmenter.

En France, on compte environ 30 nouveaux cas par an depuis 2007, dont la majorité sont
diagnostiqués en Franche-Comté. Cette incidence a doublé par rapport a la période 1996-2006,
selon le registre d’enregistrement des cas humains tenus par le CNR Echinococcoses (CNR-
EA, 2017). L’incidence annuelle moyenne est de 0,032/100 000 habitants [0,012 a 0,059] sur
la période 1982-2015. Cette incidence est extrémement variable, selon la région en question.

Environ 60 % des cas sont diagnostiqués en Bourgogne Franche-Comté et dans la Région
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Grand Est. En Franche-Comté, 1’incidence annuelle moyenne dépasse ainsi 0,25/100 000 ha-
bitants (GRENOUILLET et al., 2013a).

Le parasite E. granulosus est quant a lui présent sur tous les continents, a I’exception de
I’ Antarctique (GROSSO et al., 2012). Comme pour I’EA, I’EK nécessite la présence du pa-
rasite dans le réservoir animal et des pratiques permettant la perpétuation du cycle principal
chien/mouton, ainsi que le passage a I’Homme (POSSENTI et al., 2016). L’incidence annuelle
mondiale est de 188 000 cas et la prévalence est de plus d’un million de cas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Le bassin méditerranéen, la Chine, la Russie et la Turquie sont parti-
culierement touchés par I’EK (DEPLAZES et al., 2017).

En France, pour évaluer I’incidence de I’EK, due a E. granulosus sensu lato, une étude ré-
trospective a récemment ét€ menée (CAUTEREN et al., 2016). Environ 2600 nouveaux patients
ont été identifiés sur une période de 10 ans (2005-2014), ce qui donne une incidence annuelle
de 0,42/100 000 habitants. La Corse et la région Provence Alpes Cote d’ Azur sont les régions
les plus touchées (0,85/100 000 habitants).

1.2.3.3 Ressemblances et différences entre EA et EK

Différents aspects de I’EA ont été abordés dans les paragraphes précédents. Le tableau 1.2

récapitule quelques uns des points communs et des différences entre les deux pathologies.

1.2.4 Diagnostic de ’EA

Il y a quelques années, un consensus d’experts a synthétisé les criteres pour le diagnostic
et les modalités pour le traitement de ’'EA (BRUNETTI et al., 2010). Le diagnostic est basé sur
la combinaison des résultats de I’examen clinique, de techniques d’imagerie et de la sérologie.
Un patient avec un examen clinique en faveur d’une EA dans une zone d’endémie, combiné a
une technique d’imagerie ou une sérologie positive est un cas possible. Le cas devient probable
avec la combinaison de résultats positifs en imagerie et en sérologie. Enfin, le cas est confirmé
s’il y a une détection directe du parasite dans un prélevement : observation histopathologique
compatible, ou examen de biologie moléculaire positif pour I’amplification d’une séquence

spécifique du parasite.
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TABLE 1.2 — Points communs et différences entre EA et EK

EA

EK

Agent étiologique

Hote définitif

Hote intermédiaire
Répartition
géographique

Mode d’infection
humaine

Phase asymptomatique

Croissance du
métacestode

Organe touché

Métastases

Incidence mondiale
annuelle

Incidence annuelle en
France

Pertes annuelles
mondiales en DALY

E. multilocularis

Renard, chien, ou carnivores
sauvages

Campagnols, petits rongeurs

Hémisphere nord

E. granulosus sensu lato
Chien, ou autre canidé

Bétail (ovins, bovins...),
camélidés, cervidés

Tous les continents

Ingestion d’ceufs

5-15 ans

Multiplication de vésicules en
réseau

Foie tres majoritairement

<10 %

18 000 cas

30 cas

666 000

Vésicule initiale, qui grossit,
vésicules filles possibles

Foie, poumon

20 %

188 000 cas

260 cas

184 000

1.2.4.1 Point de départ du diagnostic

L’EA est une maladie au développement lent, du fait du systéme immunitaire du patient. I1

s’écoule en moyenne entre 5 et 15 ans entre I’infection et I’apparition des premiers symptomes

qui conduisent a un premier examen clinique (BRESSON-HADNI et al., 2014b). Le diagnostic

est alors tardif, longtemps associé a un mauvais pronostic, notamment a cause du temps laissé

au parasite pour se développer : la 1€sion est alors de grande taille et/ou a envahi des vaisseaux

et des structures adjacentes, entrainant des complications.

Le diagnostic de I’EA peut aussi étre posé de maniere plus précoce, suite a une découverte

fortuite, grace a une échographie abdominale réalisée pour un autre motif, comme un trauma-
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tisme ou un bilan biologique hépatique perturbé. Cette part de découverte fortuite a beaucoup
augmenté, passant de 25 % au début des années 90 a 50 % entre 2003 et 2013, grace a la
multiplication des examens d’imagerie mais aussi a la sensibilisation des médecins en zone
d’endémie (BRESSON-HADNI et al., 2000; CNR-EA, 2017 ; GRENOUILLET et al., 2013a).

Les patients immunodéprimés ont quant a eux des parcours diagnostiques particuliers. Ils
représentent 18 % des cas nouvellement diagnostiqués (CHAUCHET et al., 2014). Le délai
diagnostique (entre le premier symptome / la premiere imagerie et le diagnostic) est augmenté
pour la moitié¢ des cas des patients immunodéprimés, du fait d’'une présentation clinique in-
habituelle, d’une imagerie inhabituelle, d’une sérologie faussement négative, d’infections op-
portunistes concomitantes... Dans cette série, la découverte fortuite de I’EA, par une imagerie
par exemple, représente plus de la moitié des 50 cas de patients immunodéprimés (patients
atteints d’un cancer solide ou d’hémopathie maligne, ou encore ceux ayant bénéficié d’une
transplantation -d’organe ou de moelle osseuse-). Des laparotomies ou des bilans biologiques

hépatiques ont également permis des diagnostics d’EA dans cette cohorte.

1.2.4.2 Examen clinique

Dans 97 % des cas, la 1ésion primaire d’EA touche le foie (KERN et al., 2003). Pendant
la phase asymptomatique, les bilans biologiques standards sont habituellement normaux. Le
bilan hépatique peut étre perturbé si les 1ésions ont une extension biliaire. Une hyperéosino-
philie modérée est retrouvée dans 10 % des cas, mais peut exceptionnellement &tre majeure.
Dans 80 % des cas, il existe une hypergammaglobulinémie polyclonale supérieure a 30 g/L,

alors que les valeurs normales sont entre 6 et 12 g/L. (VUITTON et al., 2010a).

Classiquement, les symptomes révélateurs sont une hépatomégalie (20 % des cas), de
consistance dure, irréguliere; un ictere, mais ce symptdme est de moins en moins fréquent
(<20 % des cas); et des douleurs abdominales (25-30 % des cas) (BRESSON-HADNI et al.,
2014b).

Les symptomes liés a la compression ou a I’envahissement vasculaire ou biliaire peuvent
aussi €tre un mode de révélation. Les infections biliaires ou les abces intraparasitaires sont
plus rares du fait des diagnostics plus précoces. Ils sont dus a la présence de calculs intra-
hépatiques et/ou a I’infection par des bactéries ou levures de la zone centrale nécrosée de la

I€sion.

La présentation clinique peut étre totalement erratique : asthénie, vomissements, ou encore
une toux chronique ont été décrits pour 17 patients parmi une cohorte de 387 (PIARROUX et
al., 2011).
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Le parasite peut, a partir de la 1ésion hépatique primitive, s’étendre et toucher les organes
voisins, comme le diaphragme puis le poumon, ou vers le péritoine et les autres visceres
abdominales. Dans I’étude de PIARROUX et al. (2011), parmi les 327 patients avec des 1ésions

hépatiques non abortives, 58 cas (18 %) présentaient une extension aux organes voisins.

Les métastases, dues a la migration d’éléments parasitaires dans les vaisseaux sanguins
ou lymphatiques, permettent de révéler la maladie dans 5 % des cas (BRESSON-HADNI et
al., 2014a). Elles sont retrouvées dans les poumons, la rate, plus rarement dans le cerveau ou
les os (PIARROUX et al., 2011). D’autres localisations ont été exceptionnellement décrites, et
peuvent étre a I’origine d’un retard dans le processus de diagnostic. Les symptomes dépendent
alors de la localisation des métastases.

Des formes extra-hépatiques pures, dont les symptomes sont tres divers et fonction de la
localisation anatomique des 1ésions, sont également décrites. Elles représentent par exemple
14 patients sur les 387 (moins de 4 %) d’une étude de PIARROUX et al. (2011).

1.2.4.3 Imagerie

L’échographie abdominale est un des éléments clés du diagnostic (Figure 1.9). Elle permet
la visualisation de la 1ésion qui a un aspect typique - structure hétérogene, plutdt hyperécho-
gene aux contours mal définis - dans environ 75 % des cas (BRESSON-HADNI et al., 2014b).
Cette technique est aussi utilisée dans le cas de dépistage de masse (BARTHOLOMOT et al.,
2002 ; ROMIG et al., 1999).

FIGURE 1.9 — Aspect échographique d’une 1ésion d’EA. La masse parasitaire est limitée par
les + et envahit la paroi d’une veine hépatique (BRESSON-HADNI et al., 2009).
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La tomodensitométrie (ou TDM), appelée communément scanner, permet notamment de
mieux voir les 1ésions calcifiées, mais aussi d’apprécier leur topographie exacte (Figure 1.10
B). L’injection de 18 F-fluorodeoxyglucose, localisé ensuite par la tomographie a émission
de positons (TEP, Figure 1.10 A), permet de visualiser I’activité métabolique périlésionnelle
(Figure 1.10 C) et ainsi d’estimer la viabilité des 1é€sions (REUTER et al., 1999). La TEP-TDM
doit, de plus, cibler les régions thoracique et cérébrale au moment du diagnostic, a la recherche
d’éventuelles métastases (VUITTON et al., 2010a). 11 a été¢ montré que la lecture de la TEP-
TDM devait se faire a 1h et 3h pour augmenter la sensibilité du résultat dans le cas de 'EA
(CAODURO et al., 2013). La seconde lecture a changé I’interprétation du résultat dans plus de
30 % des cas (120 TEP-TDM inclus dans 1’étude) : des résultats négatifs ou douteux a 1h sont

devenus douteux ou clairement positifs a 3h.

FIGURE 1.10 — Tomodensitométrie couplée a la tomographie par émission de positons d’une
EA. A : Image obtenue apres injection de 18 F-fluorodéoxyglucose par tomographie. B : to-
modensitométrie avec lésion hypodense. C : Fusion des deux images ou la couronne hyper-
métabolique apparait en périphérie de la 1€sion (BRESSON-HADNI et al., 2014b).

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) permet d’analyser les constituants des 1ésions
parasitaires. L’aspect pathognomonique de ’EA est la visualisation de multiples vésicules en
hypersignal en pondération T2, notamment des petites de moins d’un centimetre (Figure 1.11).
Il y a quelques années, une classification a été proposée selon les composants de la 1ésion
(multiples petits kystes avec ou sans composante solide, composante solide avec gros kystes
irréguliers,...) (KODAMA et al., 2003).

Récemment les résultats d’IRM et de TEP-TDM ont été mis en parallele : une corrélation
entre la présence de micro-kystes et une TEP-TDM positive a été clairement mise en évidence
(Az1z1 et al., 2015).

Les techniques d’imagerie permettent de caractériser le stade d’avancement de I’'EA. Cette
caractérisation est inspirée de la catégorisation TNM en oncologie. Le systtme PNM (P =

masse parasitaire dans le foie, N = envahissement des organes voisins, M = présence de méta-
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FIGURE 1.11 — Aspect de I'imagerie par résonance magnétique de I’EA. Dans ce cas, la 1ésion
est dite en "rayon de miel" ou en "grappe de raisin", ce qui correspond aux multiples vésicules
parasitaires (BRESSON-HADNTI et al., 2009).

stase) permet ainsi une classification standardisée de I’avancement de la maladie (KERN et al.,
2006).

La réalisation des différentes techniques d’imagerie, complémentaires entre elles, néces-

site bien siir I’acces a ces équipements, ainsi que des médecins formés a la lecture des résultats.

1.2.4.4 Sérologie

La sérologie est basée sur la détection de 1’affinité entre un antigéne et un anticorps. Dans
le cas de I’EA, elle permet la détection de biomarqueurs spécifiques mais indirects de la ma-
ladie : les anticorps du patient dirigés contre un ou des antigene(s) d’E. multilocularis. En
conséquence de la présence du parasite dans 1’organisme, la réponse immunitaire de 1’hote
entraine la production d’anticorps dirigés contre les antigenes parasitaires. Le consensus in-
ternational pour le diagnostic et le traitement de I’EA recommande un dépistage des anticorps
par une technique tres sensible; suivi d’une confirmation par un test spécifique (BRUNETTI
et al., 2010).

Afin d’augmenter la sensibilité de la phase de dépistage, en France, la Nomenclature
des Actes de Biologie Médicale permet le remboursement du dépistage par au moins deux
techniques parmi I’électrosynérese, 1’hémagglutination sensibilisée, la technique immuno-

enzymatique, I’immunofluorescence, ou I’'immuno-diffusion double. Le diagnostic de 'EA
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doit comprendre au moins un test avec un antigene de I’espece E. multilocularis. Le test de
confirmation remboursable est a choisir parmi une des techniques suivantes : coélectrosyné-
rese avec sérum de référence positif, immuno-électrophorese (IEP) ou western blot (CAISSE
NATIONALE DE L’ ASSURANCE MALADIE DES TRAVAILLEURS SALARIES, 2017). La Haute
Autorité de Santé a recommandé, depuis juillet 2017, de n’utiliser que I’ELISA et I’hémag-
glutination indirecte pour le dépistage, suivie d’un western blot pour la confirmation (HAS,

2017). Les principes des techniques les plus usitées sont illustrés par la Figure 1.12.

L’hémagglutination indirecte est basée sur 1’agglutination d’hématies sur lesquelles des
antigénes parasitaires ont été chimiquement fixés (hématies sensibilisées). Les sérums de pa-
tients sont dilués en cascade dans les puits d’une plaque, dans lesquels les hématies sensi-
bilisées sont ajoutées. Si les anticorps spécifiques sont présents, les cellules s’agglutinent et
forment un voile qui tapisse le puits. Dans le cas d’absence d’anticorps spécifiques, les héma-

ties restées libres roulent sur le fond du puits et forment un culot.

L’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), indirect dans le cas du diagnostic de
I’EA, permet la détection d’anticorps spécifiques, grace a des antigenes parasitaires adsorbés
dans les puits d’une plaque. Les sérums de patients sont ajoutés dans les puits; si des anticorps
spécifiques sont présents, ils se fixent sur les antigénes. Apres lavage pour éliminer les anti-
corps non spécifiques, un anticorps anti-immunoglobuline G (anti-IgG), couplé a une enzyme
(comme la phosphatase alcaline, largement utilisée) est ajouté. Certains ELISA sont réalisés
grace a la protéine A, au lieu d’un anti-IgG. Cette derniere est un composant de la paroi des
staphylocoques, qui se lie aux IgG. Un dernier lavage élimine les anticorps ou la protéine A
non fixés. Les anticorps du patient sont enfin révélés grace a 1’ajout d’un substrat qui est dé-
gradé, si ’enzyme est présente dans le puits, en un produit coloré. L’intensité de la réaction
est proportionnelle a la quantité d’enzyme, donc d’anticorps fixés. Cette relation n’est linéaire

que dans une certaine gamme de concentrations d’anticorps.

UIEP fait partie des techniques d’immuno-précipitation en gel d’agar, qui ne sont plus re-
commandées par la HAS depuis 2017, mais elle a été longtemps utilisée pour le sérodiagnos-
tic de I’échinococcose. Le mélange d’antigenes est séparé dans une premiere étape grace a un
courant électrique. Le sérum du patient est déposé dans une gouttiere : antigenes et anticorps
diffusent alors de facon passive et forment des arcs de précipitation lorsque les concentrations

relatives sont proches du point d’équivalence.

Le western blot, également appelé immunoblot, consiste a séparer des protéines grace a
une électrophorese en gel. Les protéines ainsi séparées sont transférées sur une membrane.

Les sérums de patients sont mis en contact avec cette membrane. Les anticorps spécifiques se
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fixent sur les protéines antigéniques, puis ils sont révélés grace a un anticorps anti-IgG couplé

a une enzyme. Cette derniere dégrade un substrat en un produit coloré.

Il existe donc plusieurs techniques pour détecter les anticorps du patient dirigés contre
les antigénes parasitaires, et selon les fournisseurs, les antigenes utilisés dans les tests sont
différents. Une revue de 2007 a recensé tous les antigénes utilisés pour I’immunodiagnostic de
I’EA (CARMENA et al., 2007). Les antigenes purifiés ou recombinants ont été développés pour
augmenter la spécificité. Le tres connu antigene Em?2 provient de la cuticule du métacestode, il
est de nature majoritairement glycosidique. L’antigéne EmII/3-10, ainsi que le fragment Em18
issu d’une dégradation protéique du premier (SAKO et al., 2002), sont aussi utilisés pour le
diagnostic de I’EA. Les antigenes Em2 et EmII/3-10, puis les antigenes Em2 et Em18 depuis
2010, sont combinés dans la trousse ELISA Em2p!"s, Jargement utilisée comme technique de
premiere intention en sérologie pour I’EA. La spécificité et la sensibilité varient en fonction
des antigeénes et des techniques choisies (CARMENA et al., 2007). De plus, étant donné que les
réactions croisées sont connues en sérologie parasitaire (ITO et al., 2003 ; KERN et al., 2017),
le choix de la cohorte pour I’évaluation du test est crucial : les performances d’un test donné
varient aussi selon les patients inclus. Ainsi, I’inclusion dans la cohorte de patients atteints de
pathologies dues a des parasites phylogénétiquement proches, augmente le risque de réactions
croisées et donc de diminution de la spécificité. Ce dernier point a été récemment illustré dans
une revue sur les performances des tests de diagnostic rapide dans le cas de la sérologie de
I’EK (TAMAROZZI et al., 2017).

Dans le cadre du diagnostic sérologique de I’EA, il est possible d’utiliser un test basé sur
les antigenes d’E. granulosus, comme c’est le cas avec le test d’hémagglutination utilisé au
CNR Echinococcoses (GRENOUILLET et al., 2013a). Les réactions croisées sont dues aux
ressemblances entre les protéines de différents parasites. Ainsi, par exemple, il existe diffé-
rentes isoformes de la protéine B chez E. granulosus, et chacune des isoformes a plus de 90 %
d’homologie avec la protéine correspondante chez E. multilocularis. Ces réactions croisées,
bien connues en sérologie parasitaire, sont parfois considérées comme déléteres car faisant
diminuer la spécificité d’un test. Dans d’autres cas, elles sont au contraire mises a profit avec
I’utilisation d’un antigéne hétérologue, c’est-a-dire un antigene issu d’une autre espece. Ainsi,
I’utilisation d’antigenes hétérologues (issus d’E. granulosus) peut permettre d’augmenter la
sensibilité de la phase de dépistage de la sérologie EA, en élargissant le panel d’antigénes uti-
lis€s, et donc la probabilité de détecter les anticorps d’un patient souffrant d’EA. Les antigenes
d’E. granulosus utilisés dans le diagnostic sérologique proviennent majoritairement du fluide
hydatique, avec notamment la détection des antigénes 5 et B (CARMENA et al., 2006). Selon

les trousses, les antigenes peuvent étre du fluide vésiculaire brut, du fluide vésiculaire plus ou
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moins purifié et enrichi en fraction B et/ou 5 (MANZANO-ROMAN et al., 2015).

Dans le cadre du diagnostic sérologique de ’EA, il est possible d’utiliser un test basé sur
les antigenes d’E. granulosus, comme c’est le cas avec le test d’hémagglutination utilisé au
CNR Echinococcoses (GRENOUILLET et al., 2013a).

En plus des problemes de sensibilité/spécificité connus en sérologie parasitaire, les pa-
tients immunodéprimés constituent une population avec un fort taux de résultats faussement
négatifs, du fait de leur moindre capacité de synthese d’anticorps. Dans I’étude de CHAUCHET
et al. (2014), 14 % des patients immunodéprimés présentaient ainsi une sérologie faussement

négative versus 1 % des patients immunocompétents.

1.2.4.5 Biopsie

Les limites de la sérologie — marqueur indirect, nécessité que le patient produise des an-
ticorps, réactions croisées — sont levées dans le cas de 1’analyse d’une biopsie. La réalisation
d’une biopsie permet 1’analyse directe du parasite. Cet échantillon est souvent obtenu lors de
I’intervention chirurgicale si elle est indiquée (BRESSON-HADNTI et al., 2009), mais peut aussi
étre ’origine de I'identification d’une EA lorsque cette pathologie n’avait pas été évoquée au
diagnostic différentiel (BULAKCI et al., 2016; ITO et al., 2010).

L’identification directe peut se faire par 1’observation microscopique par un anatomo-
pathologiste. La biopsie ou la piece opératoire, fraiche ou fixée au formol et incluse en pa-
raffine, est colorée puis observée au microscope. Les 1€sions d’EA sont caractérisées par des
vésicules multiples (les métacestodes qui se multiplient) : la zone centrale des 1ésions volu-
mineuses contient généralement de la nécrose et des vésicules de grande taille, tandis que
la zone périphérique contient les éléments parasitaires plus récents, avec des vésicules plus
petites. La cuticule est positive a la coloration PAS ! (BRESSON-HADNI et al., 2014b). Dans
I’étude de BULAKCI et al. (2016), sur les 28 patients ayant bénéficié d’une biopsie, toutes les
observations microscopiques ont ainsi révélé des membranes positives a la coloration PAS.
La membrane germinative interne contient des noyaux arrondis ou aplatis, mais 1’observa-
tion de protoscolex est rare chez les humains (RICKEN et al., 2017). Il est possible d’observer,
autour des vésicules, une zone granulomateuse, dont I’infiltrat cellulaire est important, accom-
pagnée d’une fibrose (Figure 1.13). Des zones de calcifications peuvent aussi €tre présentes
(BULAKCI et al., 2016).

1. PAS : Periodic acid Schiff. La réaction a 1’acide périodique de Schiff permet de mettre en évidence les
polysaccharides. Cette coloration est tres utilisée dans les laboratoires d’anatomie et cytologies pathologiques.
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FIGURE 1.13 — Observation microscopique d’une 1é€sion d’EA. De droite a gauche : Lumiere
de la vésicule, cuticule positive a la coloration PAS, cellules épithélioides et cellules géantes
(fleches jaunes), fibrose et infiltrat lymphocytaire (BRESSON-HADNI et al., 2009).

D’autre part, I’identification parasitaire directe peut se faire grace a un examen de biologie
moléculaire. Apres extraction de I’ ADN, une PCR suivie d’un séquencage permet d’identifier
I’espece (GEORGES et al., 2004 ; GRENOUILLET et al., 2013b; T. L1 et al., 2008).

La limite de cet examen direct réside dans I’invasivité du geste : si la 1ésion est opérable,
I’échantillon est disponible. En revanche, pour les patients ol la chirurgie n’est pas indiquée
(voir paragraphe sur le traitement 1.2.5), cela nécessite une ponction. Méme si elle n’engendre
pas de vraies métastases ou de choc anaphylactique, comme cela peut étre le cas avec un kyste
hydatique, cette ponction peut étre a 1’origine d’une dissémination du parasite sur le trajet de
I’aiguille (VUITTON et al., 2010a).

1.2.5 Traitement et suivi de ’EA

Suite au diagnostic, les décisions thérapeutiques nécessitent des réunions de concerta-
tion pluridisciplinaire, avec les compétences conjointes d’hépatologues, de radiologues, de
chirurgiens, de biologistes et de pharmacologues, appuyés si besoin par un Centre Expert
(BRESSON-HADNI et al., 2014b; BRUNETTI et al., 2010).

Si la 1ésion est découverte assez tot, et si la localisation le permet, une chirurgie radicale
est proposée : la totalité de la 1ésion est réséquée. Cette chirurgie radicale est le traitement
de choix pour 'EA. La chirurgie doit s’accompagner d’au moins deux ans de traitement par

dérivés benzimidazolés pour éviter une rechute, et d’au moins 10 ans de suivi. Un suivi par
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imagerie est recommandé, incluant la TEP-TDM (BRUNETTI et al., 2010; REUTER et al.,
1999).

Pour environ deux tiers des patients, ce type de chirurgie n’est pas possible du fait de
I’extension de la maladie ou de la localisation (BRESSON-HADNI et al., 2014b; KERN et al.,
2003). Un traitement médical par dérivés benzimidazolés (la molécule de premiere intention
est I’albendazole) est alors requis, exposant le patient au risque d’effets secondaires, notam-
ment hépatiques ou hématologiques. Le traitement se fait au long cours, souvent « a vie »,
du fait que les concentrations in vivo atteignables sont considérées comme uniquement para-
sitostatiques. Des récidives de ’EA ont en effet déja été décrites apres 1’arrét du traitement
(AMMANN et al., 1994). L’albendazole agit en se fixant la tubuline 3, empéchant sa polymé-
risation et la formation des microtubules (SILES-LUCAS et al., 2018). Cela réduit I’absorption
du glucose (INGOLD et al., 1999). L’albendazole est prescrit a une posologie de 10-15 mg/kg/j,
en deux prises, au cours d’un repas riche en graisse pour augmenter 1’absorption de la molé-
cule. La biodisponibilité varie d’un individu a I’autre, mais il est possible d’ajuster la dose
prescrite, grace au dosage plasmatique du métabolite actif, le sulfoxide d’albendazole (Asox).
La concentration cible d’ Asox est entre 0,65 et 3 umol/L, 4h apres la prise d’une dose (BRU-
NETTI et al., 2010).

Du fait des risques de réactions secondaires, le suivi (qui comprend des examens cliniques,
radiologiques et biologiques) est assez lourd. En effet, selon le consensus des experts inter-
nationaux de ’EA, publié par I’équipe de BRUNETTI et al. (2010), apres la mise en place du
traitement, des consultations sont nécessaires toutes les deux semaines pendant 3 mois, puis
mensuellement pendant la premiere année de traitement, et enfin tous les trois mois durant
tout le traitement. Des examens d’imagerie, dont des TEP-TDM (lecture a 1h et 3h) devraient
aussi étre régulierement réalisés (BRUNETTI et al., 2010; CAODURO et al., 2013).

Le probleme majeur dans le suivi des patients est d’estimer la viabilité parasitaire afin
d’arréter le traitement médicamenteux, s’il n’y a pas de risque de récidive. L’antigéne Em18 a
été proposé pour le suivi sérologique des patients (FUIIMOTO et al., 2005 ; TAPPE et al., 2009).
Ces articles montrent qu’une dizaine de mois apres une résection complete, la sérologie Em18
se révele négative. Il a été montré récemment sur 11 patients, que des résultats négatifs en
TEP-TDM, couplés a une sérologie négative des anticorps anti-Em18, pouvaient €tre un bon
indicateur pour I’arrét du traitement (AMMANN et al., 2015). Aucun de ces 11 patients n’a
montré de récidive pendant le suivi (médiane du suivi : 70 mois). La durée du traitement
avant 1’arrét est extrémement variable dans cette étude (34 a 276 mois), du fait notamment
du mode d’inclusion des patients, qui comprend un groupe de patients déja traités au long

cours au moment de I’étude. L’ajout de la sérologie Em18 a la TEP-TDM, recommandée
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dans le consensus des experts en 2010, pour les suivi des patients, suscite déja 1’intérét des
laboratoires. Une trousse pour la détection des anticorps anti-Em18 par ELISA est désormais

commercialisée depuis 2017 par la firme Bordier (Crissier, Suisse).

Une revue récente, regroupant 1’ensemble des connaissances sur le diagnostic en labo-
ratoire des Echinococcus spp., synthétise notamment 1’utilité, les inconvénients et les pers-
pectives des différentes natures de biomarqueurs pour le suivi de ’'EA (SILES-LUCAS et al.,
2017). La détection des anticorps anti-Em18 par ELISA est bien siir présentée dans cette re-
vue, mais d’autres biomarqueurs ont également des avantages :

— La détection d’antigenes spécifiques du parasite pourrait étre un atout pour les patients
en situation d’immunodépression. Cependant, aucune preuve de ce concept, pourtant
jugé comme réaliste il y a quelques années (GOTTSTEIN et al., 2014), n’a été publié
pour le diagnostic de ’'EA.

— La détection de cytokines dans le sérum des patients pourrait étre davantage étudiée
dans les cas d’EA. IEA est certes une maladie « immunologiquement » complexe,
mais des recherches, qui nécessitent d’étre validées, montrent que certaines cytokines
varient chez les patients traités et guéris d’une EK, et ce plus rapidement que les taux
d’anticorps. La recherche pourrait aussi s’orienter vers la mesure in vitro de la proli-
fération des cellules mononucléées sanguines périphériques apres stimulation antigé-
nique ou la mesure de certaines cytokines produites par ces cellules, apres stimulation
par des antigenes. Ces mesures sont basées sur le principe suivant lequel les cellules
déja sensibilisées a un antigene se multiplient plus vite ou produisent des concentra-
tions plus élevées de cytokines lorsqu’elles sont ré-exposées aux mémes antigenes.
Cette idée a été par exemple exploitée avec succes dans le cas du diagnostic de la
tuberculose latente par le test IGRA (Interféron Gamma Release Assay).

— La détection directe, par microscopie ou PCR, de matériel parasitaire a 1’avantage
d’étre spécifique. Cependant, elle présente 1I’inconvénient d’étre invasive s’il faut pré-
lever un échantillon dans la 1ésion, et ne peut donc €tre recommandée sous cette forme
pour le suivi régulier des patients inopérables. D’autres natures d’échantillon, comme

le sang, sont donc a étudier.

Le besoin de nouveaux biomarqueurs de viabilité parasitaire, et/ou la validation sur un
nombre suffisant de patients, ont été soulignés pour le suivi des patients avec une EA (GOTT-
STEIN et al., 2014).
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1.3 Objectifs

La confirmation d’un cas EA nécessite a I’heure actuelle une observation directe du pa-
rasite, soit classiquement par un anatomo-pathologiste qui obtient une observation microsco-
pique compatible avec la présence du parasite dans le tissu, soit a ’aide d’outils de biologie
moléculaire a la recherche d’une séquence spécifique du parasite. Dans les deux cas, cela
requiert un échantillon du tissu 1ésé, donc un geste invasif. Concernant le suivi d’'une EA

inopérable, les marqueurs de viabilité parasitaire sont indirects, évaluant la réponse de I’hote.

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer de nouveaux biomarqueurs, permettant
d’améliorer le diagnostic et le suivi des patients atteints d’EA. Pour cela, nous avons travaillé

sur plusieurs axes :

— [D’évaluation de I'utilisation de I’ADN libre circulant parasitaire comme marqueur di-
rect. Ce marqueur permettrait de confirmer un cas d’EA grace a une simple prise de
sang. Cet axe s’est articulé autour de plusieurs problématiques : valider la présence
d’ADN libre circulant parasitaire dans les cas d’EA, puis étudier les éventuelles varia-
tions de concentrations de cet ADN apres la mise en place du traitement afin d’iden-
tifier des sous-groupes de patients chez lesquels le traitement serait plus ou moins
efficace.

— [D’évaluation de la viabilité parasitaire sur des pieces opératoires de patients grace a
I’étude de I’ARN spécifique, afin de corréler cette viabilité au moment de I’opération
avec les marqueurs indirects utilisés actuellement (sérologie Em18 et TEP-TDM). Il
s’agit de valider biologiquement et objectivement des biomarqueurs indirects qui ont
été testés en clinique de facon empirique. Les marqueurs indirects seraient ainsi validés
pour les patients inopérables.

— D’analyse et la mise en forme de travaux antérieurs effectués par I’équipe sur des bio-
marqueurs de 1’échinococcose, utilisables pour le diagnostic, afin de pouvoir diffuser

a la communauté scientifique les résultats et les conclusions.
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Chapitre 2

Travaux personnels

2.1 ADN libre circulant

2.1.1 Synthese bibliographique

2.1.1.1 Présentation

Le fait que I’ADN soit le support de I’information génétique a été découvert en 1944. La
structure en double hélice de I’ ADN a été élucidée en 1953, ce qui a valu a deux des chercheurs
a I’origine de cette découverte, un prix Nobel de Médecine en 1963 (James Watson et Francis
Crick).

Classiquement, il est dit que I’ADN est situé dans les cellules. Les cellules eucaryotes
contiennent de I’ADN nucléaire et de I’ADN mitochondrial. Mais I’ADN peut aussi étre ex-
tracellulaire, ce qui qualifie I’ADN libéré par les cellules, qu’il soit d’origine nucléaire ou
mitochondrial. ’ADN extracellulaire circulant désigne la part qui est dans les fluides cir-
culants corporels, notamment le sang. Nous le désignerons par « ADNIc », pour ADN libre

circulant.

Des 1948, de I’ADNIc a été identifié dans le sang humain par Mendel et Metais, mais
cette découverte est passée assez inapercue (THIERRY et al., 2016). Plusieurs années plus
tard, LEON et al. (1977) ont montré que la moitié des patients avec un cancer présentaient plus

d’ADNIc que les témoins, ouvrant ainsi la voie a I’utilisation de I’ADNIc en clinique.

Etant donné son potentiel en oncologie, I’ADNIc fait 1’objet de nombreuses recherches.

Il est présent chez tous les sujets, mais son origine n’est pas completement établie. Plusieurs
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processus semblent pouvoir en étre a I’origine, dont 1I’apoptose, la nécrose, mais aussi la sécré-
tion active par la cellule (THIERRY et al., 2016). Dans le sang des patients atteints de tumeurs
solides, il a ét€ montré qu’une part de I’ADNIc était d’origine tumorale (DIAZ et al., 2014;
JAHR et al., 2001).

Il est présent en faible concentration chez les témoins sains (environ 1-50 ng/mL de plasma
(FLEISCHHACKER et al., 2007)), et de nombreux facteurs peuvent entrainer une augmenta-
tion de sa concentration, comme 1’activité physique (BEITER et al., 2011), une maladie auto-
immune (JOHANNA et al., 2011), ou encore un cancer (FLEISCHHACKER et al., 2007). La
quantité d’ADNIc a été le sujet de nombreux articles discordants, vraisemblablement du fait
des conditions pré-analytiques et analytiques influengant fortement le résultat (BRONKHORST
et al., 2015; DEVONSHIRE et al., 2014 ; GINKEL et al., 2017 ; PAGE et al., 2013). Ainsi, la
coagulation de I’échantillon dans un tube sec entraine un relargage de I’ADN des globules
blancs, qui augmente faussement la concentration d’ADNIc dans le sérum (TABACK et al.,
2004). La nature de I’échantillon (sérum / plasma) influence donc le résultat. De méme, le
temps entre le prélevement et 1’extraction ou la congélation est important : il a été montré,
grace a la quantification (par PCR en temps réel) d’ADNIc d’origine foetale chez des femmes,
que la demi-vie de cet ADNIc était d’environ 16 min (LO et al., 1999). Cette demi-vie courte
a été confirmée plus récemment et avec une technique plus sensible (NGS : Next Generation
Sequencing, ou séquencage haut débit), sur des femmes ayant subi une césarienne (YU et al.,
2013). Les résultats ont montré une cinétique de disparition plus ou moins rapide de I’ADNlIc,
en deux phases, avec une demi-vie de l1h pour la premiere phase, et une absence totale de
détection de I’ ADNIc foetal au bout de 1 a 2 jours.

Il a aussi été montré que I’ ADNIc était sous forme fragmentée : des xénogreffes de lignées
tumorales humaines sur des souris ont permis de différencier I’ADNIc d’origine tumorale de
I’ ADNIc des cellules saines de souris. Les deux ADN présentaient des tailles différentes, mais
toutes les deux étaient inférieures a 200 pb. La méme équipe a montré avec des patients atteints
de mélanome et des sujets sains que 1I’ADNIc des patients atteints de mélanome était de taille
plus courte (145 pb) que les sujets sains (165 pb) (UNDERHILL et al., 2016). Cette taille
inférieure a 200 pb est compatible avec 1’hypothese de 1’origine apoptotique de 1’ADNlIc.
La présence protectrice des histones lors de la fragmentation de I’ADN par les nucléases
entrainerait une libération des nucléosomes dans le milieu extracellulaire (SNYDER et al.,
2016).
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2.1.1.2 Utilisation de ’ADN circulant en clinique

Depuis une dizaine d’années, les thérapies ciblées ont révolutionné le devenir des patients
en oncologie. Cependant, I’hétérogénéité tumorale, I’apparition de mutations a 1’origine de
résistance contre ces thérapies ciblées, ou encore 1’ utilisation rationnelle de ces thérapies coli-
teuses sont autant de nouveaux challenges a relever. L’analyse de I’ADNIc est alors apparue
comme une alternative peu invasive par rapport a la biopsie de la tumeur initiale ou de ses
localisations métastatiques, permettant notamment des prélevements répétés dans le cadre du

suivi de I’apparition de résistance (HEITZER et al., 2015).

De nombreuses études cliniques sur I’ ADNIc sont publiées en oncologie, mais I’ ADNIc est
aussi exploré en infectiologie. Différents essais pour le diagnostic d’infections parasitaires ont
été tentés, avec différentes techniques de biologie moléculaire et sur différents échantillons
(plasma, sérum, urine, crachat...) (WEERAKOON et al., 2016). La présence d’ADNIc a été
montrée dans les cas d’EK, mais uniquement si le kyste présentait des fissures (CHAYA et al.,
2014). Aucune étude concernant I’ ADNIc dans le cas de I’EA n’est recensée dans la revue de
WEERAKOON et al. (2016).

En revanche, I’ADNIc a été plus largement étudié dans les cas de schistosomiases (WEE-
RAKOON etal., 2016). Les schistosomiases sont des maladies causées par des especes du genre
Schistosoma, dont les principales sont S. mansoni, S. japonicum et S. haematobium. I’ Homme
est I’hote définitif du parasite, dont les larves pénetrent la peau. Elles se développent dans
I’organisme et passent au stade adulte. Les vers adultes vivent dans les vaisseaux sanguins
et les femelles pondent leurs ceufs. Les ceufs sont disséminés dans 1’environnement via les
urines ou les selles selon les especes. Plusieurs techniques ciblant différentes régions ont été
développées, permettant le diagnostic, mais aussi la vérification de I’efficacité thérapeutique
(WICHMANN et al., 2009). L’ utilisation de I’ ADNIc pour cette pathologie permet d’améliorer
le diagnostic, notamment durant la phase précoce de I'infection (WEERAKOON et al., 2015).

L’idée d’étudier I’ADNIc dans les cas d’EA a déja été suggérée il y a quelques années
(GOTTSTEIN et al., 2014). De plus, le développement de la pathologie, par infiltration, rap-
pelle celui des cancers hépatocellulaires. La formation possible de métastases sur des organes
a distance montre que des composants parasitaires doivent circuler. Au niveau microscopique,
des petites particules d’ E. multilocularis, inférieures a 1 pm, ont été décrites dans le tissu envi-
ronnant la 1ésion a quelques millimetres de la 1ésion, mais aussi dans un ganglion lymphatique
(BARTH et al., 2012). Le nombre de ces petites particules est augmenté dans les deux mois
suivant la mise en place du traitement par albendazole (RICKEN et al., 2017). D’autre part,

I’observation de la morphologie des vésicules d’E. multilocularis (voir paragraphe 1.2.2.2)
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montre des protubérances de la membrane cellulaire germinative, a travers la cuticule, rendant
théoriquement possible le passage dans la circulation sanguine de contenus cellulaires, par

exemple suite a la nécrose ou a 1I’apoptose des cellules apres la mise en place du traitement.

2.1.2 Matériels et méthodes

Le travail sur I’ADNIc d’E. multilocularis a fait I’objet d’une publication, qui est insérée
dans la partie Résultats qui suit. Pour compléter ’article, des informations plus générales,
ainsi que des précisions supplémentaires, sont apportées dans ce Matériels et méthodes ainsi

que dans les premiers paragraphes de la partie Résultats.

2.1.2.1 Cohorte EchinoVista

L’étude EchinoVista (Echinococcose alvéolaire : viabilité parasitaire et suivi du traitement
par albendazole) est une étude multicentrique francaise, débutée en 2011 (Agrément n° 2011-
A00627-34; Essai clinique n° NCT02876146). Les CHU de Besangon, Dijon, Lyon, Nancy,
Reims et Strasbourg pouvaient inclure les patients volontaires au moment du diagnostic d’une
EA ou ceux devant bénéficier d’un traitement chirurgical. La phase d’inclusion est terminée
(derniere inclusion en mai 2016), mais la phase de suivi est encore en cours. Au total, 52 pa-

tients, dont 32 a Besancon, ont été inclus ; un suivi standardisé durant 4 années suit I’inclusion.

L’ objectif principal de ce Programme Hospitalier de Recherche Clinique était I’analyse
exploratoire de I’intérét des biomarqueurs biologiques et d’imagerie évaluant la viabilité des
1ésions d’EA, et ce, afin de permettre une prise en charge optimale des patients traités par
albendazole. Pour les patients opérés, les recommandations actuelles préconisent deux ans de
traitement apres la chirurgie radicale (voir paragraphe sur le traitement et le suivi de 'EA
1.2.5). 1l s’agissait de valider un arrét plus précoce de ce traitement, c’est-a-dire apreés un
an. Concernant les patients non opérés, il s’agissait de proposer un arrét standardisé apres 4

années de traitement, si les marqueurs indirects actuels étaient négatifs.

De plus, I’étude EchinoVista avait aussi comme objectif d’évaluer 1’intérét d’autres mar-
queurs biologiques ou d’imagerie pour améliorer le diagnostic et le suivi des patients. Pour
cela, une biotheque de sérums prélevés au moment du diagnostic, puis lors des différentes
visites de suivi pendant 4 ans, est constituée. Des examens d’imagerie sont effectués a des
temps pré-définis durant I’étude. Enfin, les pieces opératoires sont conservées, le cas échéant.

Le protocole prévu par I’étude EchinoVista est synthétisé dans le tableau A.1 donné en annexe.
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2.1.2.2 Les techniques

La PCR classique - appelée PCR en point final - de premiere génération, consistait a am-
plifier une séquence grace a deux amorces spécifiques et la succession des cycles de tempéra-
tures. L’observation du résultat qualitatif se fait apres la migration du produit de PCR sur gel

d’agarose.

La PCR en temps réel, ou PCR quantitative (QPCR) est la seconde génération. Elle est
maintenant une technique de laboratoire bien connue, permettant la quantification d’une sé-
quence d’acides nucléiques. Grace a 1’ajout d’une (ou deux) sonde(s) ou d’un agent intercalent
fluorescent, il est possible d’analyser quantitativement la présence d’un gene ou de son messa-
ger. Les principes de base de cette PCR, ainsi que les chimies employées pour la fluorescence
et les stratégies de quantification sont détaillés dans une revue synthétisant tous les aspects
de la qPCR (TSE et al., 2003). Le principe d’amplification reste le méme que pour la pre-
miere génération, mais au lieu d’étre en point final, le résultat est obtenu grace a la mesure
de la fluorescence a chaque cycle. Le résultat (Cq pour Cycle de quantification, selon les re-
commandations de nomenclature (BUSTIN et al., 2009), mais parfois appelé Cp ou Ct) est le
nombre de cycles a partir duquel la mesure de la fluorescence donne une valeur significati-
vement différente du bruit de fond. 1l s’agit d’un résultat quantitatif relatif, par rapport a une

gamme €talon de concentration connue.

Enfin, la PCR digitale est une technologie plus récente, qui permet une quantification ab-
solue de la cible, sans avoir recours a une courbe d’étalonnage. Cette technique émergente
permet une quantification beaucoup plus juste pour les faibles concentrations. Il s’agit de
partitionner le mix PCR, afin que chaque division contienne au maximum une copie d’ADN.
Comme en qPCR, le mix contient un agent intercalant, ou une (ou deux) sonde(s) spécifique(s)
de la séquence cible. Si le partitionnement est réalisé grace a I’émulsion du mix dans une phase
hydrophobe (huile), il s’agit d’'une PCR digitale en émulsion (ddPCR pour droplet digital
PCR), illustrée par la figure 2.1. Outre 1’émulsion, le partitionnement du mix PCR peut étre
basé sur des micropuces contenant des microchambres, ou sur des microbilles magnétiques
recouvertes d’amorces spécifiques (PEREZ-TORALLA et al., 2015). Apres les cycles PCR,
chaque division créée est lue afin d’identifier les gouttes positives et négatives. Le nombre de
gouttes positives correspond au nombre de cibles dans le mix initial (PINHEIRO et al., 2012).
La lecture de la fluorescence en point final permet d’éviter les problemes li€s a la présence
d’inhibiteurs qui peuvent augmenter le Cq, ou les variations aléatoires de Cq dues aux faibles

concentrations de la séquence cible.

Une gPCR, technique de référence pour la quantification des acides nucléiques, et une
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FIGURE 2.1 — Schéma de la technique de PCR digitale en émulsion (ddPCR = droplet digital
PCR)
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ddPCR, technique innovante appropriée pour les faibles concentrations, ont été développées

et mises en ceuvre pour la recherche de I’ADNIc dans les cas d’EA.

2.1.2.3 Démarche expérimentale

Deux phases se sont succédées (voir Figure 2.2) : la premiere a consisté a travailler a
partir d’un sérum de donneur sain, enrichi en ADN libre fragmenté, afin d’imiter au mieux la
réalité de I’ ADN circulant. La seconde a permis de tester les conditions validées sur un modele
animal puis sur les échantillons d’une cohorte de patients, au moment du diagnostic de 'EA

et 1 a 3 mois apres la mise en place du traitement.

La premiere phase a permis la validation de différents parametres pour rendre la technique
la plus sensible possible. La recherche de cibles potentielles a d’abord été réalisée in silico.
La cible doit satisfaire plusieurs criteres : (1) séquence répétée, (i1) séquence stable parmi les
individus, (iii) séquence spécifique du parasite. Plusieurs cibles ont été sélectionnées avec ces
criteres : trois cibles répétées nucléaires (UIsnRNA (BRETAGNE et al., 1991), EmsB (VA-
LOT et al., 2015), et un fragment du contig 726 du génome d’E. multilocularis) et une cible
mitochondriale (Nad5 (ROELFSEMA et al., 2016)). Trois trousses d’extraction ont ét€ compa-
rées : QIAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen), Qiagen circulating DNA kit et le MagNA Pure
Compact NA Isolation Kit I- Large Volume (Roche) sur le MagNNA Pure Compact Instrument
(Roche). La trousse avec le meilleur rendement pour les courts fragments a été sélectionnée.
Les deux techniques décrites précédemment ont été développées et mises en ceuvre sur 1’en-
semble des échantillons : la gPCR et la ddPCR.

2.1.3 Reésultats

2.1.3.1 Mise au point de I’extraction de I’ADN circulant

Parmi les trois trousses testées, les concentrations en ADN obtenues étaient plus faibles
avec la trousse QIAamp DNA Blood Mini kit. Une différence éventuelle de rendement par
rapport aux autres trousses ne compense pas le faible volume de sérum qu’il est possible
d’extraire (200 pL normalement, 400 uL avec une étape supplémentaire versus 1 mL pour les

deux autres trousses).

Pour la suite, seules les trousses Qiagen circulating DNA et MagNA Pure Compact NA

Isolation Kit I- Large Volume seront comparées.
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FIGURE 2.2 — Schéma synoptique de la recherche d’ADN libre circulant chez les patients
atteints d’EA. Les parametres inscrits en violet ont été optimisés afin que la technique soit le
plus sensible possible, alors que les parametres inscrits en rouge étaient des facteurs limitants,
non modifiables dans cette étude.
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FIGURE 2.3 — Comparaison des quantifications en ddPCR de chacune des cibles obtenues avec
deux trousses d’extraction différentes.

Un sérum enrichi en ADN fragmenté (pour reproduire les conditions de I’ADNIc) a la
concentration de 3.103 ng/mL a été utilisé. La figure 2.3 compare le nombre de gouttes posi-
tives obtenues en ddPCR selon I’extraction pour trois cibles différentes. Le resserrement des
boites a moustache indique I’intervalle de confiance a 95 % de la médiane. Deux des cibles
ne montrent pas de différence en fonction de 1’extraction, mais la trousse Qiagen circulating

DNA a un meilleur rendement pour UlsnRNA.
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2.1.3.2 Choix des cibles

Grace a I’analyse in silico, quatre cibles potentielles ont été retenues. Les essais in vitro
sur de I’ADN fragmenté ont montré que les amorces ciblant EmsB présentaient une sensibilité
moindre que celles ciblant UlsnRNA. Les amorces ciblant le contig 726 se sont révélées non

spécifiques. Ces essais ont validé les amorces ciblant Ul1snRNA et Nad5.

Les résultats de spécificité pour les deux couples d’amorces retenus sont donnés dans le
tableau 2.1 et sont discutés dans I’article, ou ils figurent parmi les données supplémentaires.

Les ADN ont été testés en duplicat.

TABLE 2.1 — Résultats obtenus en qPCR avec 0,3 ng de différents ADN de parasite.

ADN parasitaire Nad5 (Cq) UlsnRNA (Cq)
Echinococcus multilocularis 21,20 19,16
Taenia mustelae - -

Taenia mustelae 39,20 -

Taenia polyacantha - -

Taenia polyacantha - -

Taenia taeniaformis - -
Taenia teaniaformis - -
Taenia taeniaformis - -
Taenia hydatigena - -
Taenia hydatigena - -
Taenia hydatigena - -
Echinococcus granulosus - -
Echinococcus granulosus - -
Echinococcus granulosus - -
Echinococcus ortleppi - -

Echinococcus canadensis - 34,42
Echinococcus canadensis - 33,41
Echinococcus canadensis - 34,80
Echinococcus canadensis - -

Echinococcus canadensis - 34,11
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1. Introduction growing liver cancer [4]. The metacestode develops by infiltration from

its primary establishment to the surrounding tissue. During develop-

Human echinococcoses are diseases caused by the presence in a
tissue (mainly the liver) of a flatworm of the genus Echinococcus at the
metacestode stage [1]. In the six species involved in human pathology,
parasitic larval development is not always identical, leading to varying
degrees of disease severity [2].

Among echinococcoses, alveolar echinococcosis (AE) due to E.
multilocularis is particularly severe. It affects people in the northern
hemisphere, with greater frequency in specific regions [3]. Due to its
symptoms and development stages, it can be compared to a slow-

ment of the infection, parasitic lesions can then metastasize to other
organs [5].

Diagnosis of AE is mainly based on clinical findings, imaging tech-
niques, and the detection of specific antibodies by serology [6].
Sometimes, infection may be diagnosed and/or confirmed by histo-
pathology and/or PCR on core-needle biopsy specimens [6,7]. Methods
based directly on parasite identification are particularly relevant in
immunocompromised patients, who now represent 18% of newly di-
agnosed patients [8]. The first-choice treatment is surgery, but about 2/
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3 of patients are inoperable because of the stage and/or site of their
lesion. For these cases, chemotherapy is used, based on a benzimidazole
compound, generally albendazole. Due to the parasitostatic rather than
parasiticidal effect of albendazole, treatment is lengthy, potentially
lifelong, frequently with side effects, often hepatic. Regular medical and
laboratory checks are therefore necessary [1,6].

For some patients, benzimidazole compounds are parasiticidal, and
render the parasite totally nonviable [9,10]. Drugs can then be stopped.
Parasitic viability is monitored by 18-fluoro-deoxyglucose positron
emission tomography, combined with computed tomography, and/or
magnetic resonance imaging [11], and by anti-Em18 serology [12,13].
However, these biomarkers, recommended by the World Health Orga-
nization, are indirect and evaluate the patient’s immune response. The
need for direct biomarkers was underlined several years ago [14], in
order to allow treatment to cease as soon as possible, without fear of
recurrence.

The idea of detecting and quantifying circulating DNA in patients
with active lesions before and after treatment has already been sug-
gested [14]. Since its discovery in 1948, many applications based on
circulating cell-free DNA (ccfDNA) have been developed, mainly in
oncology [15-17]. Using ccfDNA can also have applications in the di-
agnosis of infections [18]. From a simple blood test, ccfDNA may allow
diagnosis, prognosis, therapy monitoring, and/or patient follow-up.

The detection and potential quantification of ccfDNA could be
useful for AE diagnosis and treatment, as this pathology presents some
similarities with liver tumors. Sensitive techniques are required to in-
vestigate this issue, as the amount of ccfDNA present in patient samples
is often very small. We therefore compared a quantitative real-time PCR
(gPCR), and a newer technology, the droplet digital PCR (ddPCR).
ddPCR allows absolute quantification, without calibration curves, and
with more precision, especially for low-concentration samples [19,20].
This technique is used more and more frequently for the detection of
tumor ccfDNA.

The aim of our study was to validate a molecular biology technique
for the detection and quantification of E. multilocularis ccfDNA. The
protocol was performed first on an animal model of AE, and then on
patients with AE, both at the time of diagnosis and a few months after
the beginning of the treatment, to verify the presence of ccfDNA in AE,
and also to investigate the effect of treatment on the amount of ccfDNA
present in patients.

2. Materials and methods
2.1. Samples

2.1.1. Animal blood samples

All experiments concerning live Mongolian jirds (Meriones un-
guiculatus) were carried out at the University of Saint Etienne, France
(establishment approval no. C18-0801), within the framework of the
national legislation governing animal experimentation. The protocol
was approved by the governmental Commission for Animal
Experimentation (approval no. 01536.01).

After intraperitoneal infection with E. multilocularis, the parasite
develops in the abdominal cavity, as previously described [21]. When
the cysts reached about 20 g, the animals (n = 9) were killed and the
maximum possible volume of blood was collected in a plain tube by
intra-cardiac puncture.

2.1.2. Human blood samples

The French multicentric study, EchinoVista (Viability In parasites
and long-term Survey of Treatment by Albendazole) began in 2011
(approval n° 2011-A00627-34; Clinical Trials n° NCT02876146). In this
study, blood samples were collected in plain tubes before treatment, at
diagnosis (n = 31), and 1 month and/or 3 months after diagnosis
(n = 26), from patients newly diagnosed with AE. The following clin-
ical characteristics were determined at diagnosis: (i) the PNM stage
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(with primary parasitic lesion, neighboring organ involvement, and
number of metastases) [22]; (ii) the Kodama classification, based on
magnetic resonance imaging (MRI) [23]; (iii) the level of parasite via-
bility, based on the Kodama MRI, the 18-fluoro-deoxyglucose positron
emission tomography combined with computed tomography (acquisi-
tion after 1 and 3h) [24], and the specific detection of anti-Em18 an-
tibodies (Echinococcus multilocularis Em18 ELISA kit, Bordier Affinity
Products SA, Crissier, Switzerland).

Blood samples from healthy blood donors (n = 36) were also ob-
tained from the French Blood Establishment.

2.2. ccfDNA extraction from blood samples

Blood samples were centrifuged, within 8 h after collection, at 600 g
for 10 min, at 15 °C, and serum was carefully removed, then transferred
into plain polypropylene tubes. The serum samples were stored at
—80°C, then thawed at room temperature, before the second cen-
trifugation at 20,000 g for 10 min. Then DNA was extracted from a
supernatant volume of about 1 mL with a QIAamp® Circulating Nucleic
Acid Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer's
protocol. Circulating DNA was eluted in 50 pL of buffer solution.

During protocol development, two other kits were tested (Qiamp
DNA Blood mini kit — Qiagen, and MagNA Pure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit I, Large Volume with the MagNA Pure Compact Instrument
— Roche) but gave lower yields, particularly for one of the targets de-
scribed below (results not shown).

2.3. Positive fragmented-DNA control

An in vitro culture of E. multilocularis metascestodes (isolate H95,
kindly provided by the Institute of Parasitology, Bern, Switzerland) was
performed over four weeks, as previously described [25]. The culture
medium was removed and metacestodes were washed three times with
PBS (10 mM, pH 7.4). The metacestodes were mechanically broken by
pipetting and passing the material twice through an 18 G needle. Cen-
trifugation was performed for 2min at 1000 g, and the supernatant
(containing the vesicular fluid with culture-medium components) was
discarded. The DNA of E. multilocularis was extracted from the pellet
(vesicle membranes) with the NucleoSpin® Tissue kit (Macherey-Nagel,
Hoerdt, France), according to the manufacturer's recommendations.

The DNA concentration was measured using the Qubit™ 2.0
fluorimeter (Life Technologies, Carlsbad, California, USA) with the
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies).

As ccfDNA is highly fragmented, 150 ng of isolated DNA was
sheared with a focused-ultrasonicator M220 (Covaris, Woburn,
Massachusets, USA) running the following program: peak incident
power of 75 W, duty factor of 10%, and 200 cycles per burst for 10 min.
A positive control was thus obtained, at a concentration of 1 ng/uL,
with fragments 100-200 pb long. The length was visualized with an
agarose gel stained with ethidium bromide.

2.4. Design of primers

Two targets were selected: nuclear (U1 snRNA - GenBank accession
M73768.1) and mitochondrial (Nad5 — GenBank accession AB018440.
2). Primers and probes, described in Table 1, were designed using the
Primer3 system [26] from the Benchling platform (https://benchling.
com/).

Two other repetitive genomic targets (in the conserved flanking
sequence of EmsB microsatellite, and in a sequence of the contig 726,
position 171-465), also tested, were less sensitive and/or specific (re-
sults not shown).

2.5. gPCR

The qPCR was assayed in a final volume of 20 L, with 10 pL of
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Table 1
PCR primers and probes.

Name Sequence (5™-3")

U1l snRNA-Fw TAGGTGGGAGTAGAGTGCAGGT

U1l snRNA-Pb VIC-GCGTGTGAGGAGTAGGGTGCGT-TAMRA

U1l snRNA-Rv CCACGTCCTTCCTGCCTTTCTA

Nad5-Fw GATTATTGGAGGCTATGCGGGC

Nad5-Pb FAM-CCCTACTCCAGTTAGTTCTTTGGTGC-TAMRA
Nad5-Rv ACAAACCAAACACCAGCAGCAA

Takyon™ No ROX Probe 2X MasterMix UNG (Eurogentec, Seraing,
Belgium), 300 nM of each primer, 250 nM of Tagman probe, and 8 pL of
DNA extract, in an LC96 (Roche Diagnostics, Meylan, France) real-time
PCR System. The thermal cycling conditions were: 2 min at 50 °C, 3 min
at 95°C, 50 cycles of 10s at 95°C, and 45 at 60 °C.

To evaluate the simplex- and duplex-qPCR performances, triplicates
of ten-fold serial dilutions of the positive control were analyzed. To
assess the specificity of the PCR, 0.3ng samples of DNA from other
parasitic larvae (provided by the ANSES-Nancy biobank) were ana-
lyzed.

2.6. Droplet digital PCR

For ddPCR, each 20pL reaction mixture contained 10pL of
ddPCR™ Supermix for Probes with dUTP (Bio-Rad, Marnes-La-
Coquette, France), 300 nM of each primer, 200 nM of each probe de-
scribed above, and 8 pL of DNA. The reaction mixture was mixed with
70 uL. of droplet generation oil via microfluidics in the Droplet
Generator (Bio-Rad). The 40 uL of water-in-oil droplets thus obtained
was transferred to a 96-well ddPCR plate, which was heat-sealed with a
foil plate seal (Bio-Rad) and placed on a thermocycler for PCR ampli-
fication, using the following conditions: 2 min at 50 °C, 10 min at 95 °C,
followed by 40 cycles (with ramping speed at 2°Cs™!) of 30s at 94 °C,
and 60 s at 60 °C, followed by a 10 min hold at 98 °C. The PCR products
were stored at 4 °C upon completion of PCR. The plate was transferred,
within 24 h, to a Droplet Reader (Bio-Rad) for automatic measurement
of fluorescence in each droplet, with the Absolute quantification (ABS)
setting.

2.7. Data analysis

The qPCR curve analysis used the LightCycler® 96 software, version
1.1.0.1320 (Roche Diagnostics) with the absolute quantification (Abs
Quant) setting. The default parameters were used for Ul snRNA. A
minimum slope of 0.05 for the amplification curves of Nad5 was re-
quired for results to be positive. Due to the low elution volume, qPCR
was only performed in duplicate. For a result to be considered positive,
both wells must be positive, with a Cq < 39.5.

The ddPCR data were analyzed with the QuantaSoft™ software (Bio-
Rad). If a well contained < 10,000 accepted droplets, a second ana-
lysis was performed. The positive control sample was used in each run
to verify assay performance and facilitate thresholding in fluorescence
values. Samples with below the minimum number of positive droplets
were considered negative and reported as 0. The copy number per pL of

fncg ) X 1000 X d with Npeg
= number of negative droplets; N,,, = number of accepted droplets;
and d = dilution of the DNA extract in the reaction mixture.

False positive droplets were observed in no-template control wells
from time to time. They could not be distinguished from true positives
based on fluorescence data. To fit the number of false-positive droplets
to the Poisson distribution, analyses were performed with R version
3.4.1 (URL https://www.R-project.org/, R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria.), with the additional package MASS [27].
The method of maximum likelihood was used to estimate the lambda
parameter of the distribution. The minimum number of positive

DNA extract (x) was calculated by x = —ln(
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Table 2
Performance of the simplex and duplex qPCR obtained with 3 assays for each
concentration of a ten-fold serial dilution of the positive control.

Simplex qPCR Duplex qPCR
Gene name Nad5 Ul snRNA Nad5 Ul snRNA
Slope —3.2420 —3.3287 —3.2740 —3.5650
Efficiency 2.03 2.00 2.02 1.91
R2 0.98 0.96 0.99 0.98

droplets required for one sample was determined so that samples would
be true positives with a = 0.001.

Pearson correlation was performed on the positive patient results to
test the correlation between the two techniques.

3. Results
3.1. Performance of the techniques

The aim was to detect E. multilocularis DNA by qPCR, and we first
selected two targets: Ul snRNA, a repetitive nuclear gene, and Nad5, a
mitochondrial gene. Both the qPCR simplex assays showed good line-
arity (R? > 0.96) and efficiency, and were multiplexed without loss of
performance. The values are grouped in Table 2.

Specificity of the primers was assessed with 19 DNA samples from 7
different parasite species. All DNA tested are listed in the supplemen-
tary data. One of the two samples of Taenia mustelae showed a positive
result (Cq = 39.2) with the Nad5 target. The same quantity of E. mul-
tilocularis DNA showed a strong positive result much earlier
(Cq = 21.2). Five samples of E. canadensis were tested, and four of them
were positive for the Ul snRNA target, with Cq between 33.4 and 34.8.
We were not able to align the PCR product of Ul snRNA with the
genome of E. canadensis (GCA_900004735.1, scaffold level). The other
DNA samples tested, from Taenia or Echinococcus spp., were negative
with both targets.

Concerning the ddPCR, the minimum required number of positive
droplets for a sample to be considered positive (for each target) was
determined by fitting the number of positive droplets from 64 negative
samples (36 samples with DNA from healthy donors and 28 samples
with molecular-biology-grade water) to a Poisson distribution. Samples
are true positives with at least 4 positive droplets (o = 0.0002) for
Nad5, or with at least 3 positive droplets (a = 0.0002) for Ul snRNA.

3.2. Animal samples

With qPCR, of the 9 samples, 6 were positive for parasitic circu-
lating DNA with the two targets (Nad5 and Ul snRNA), and 3 were
positive only with Ul snRNA. With ddPCR, 8 were positive for both
targets, and 1 was positive only for Ul snRNA. For all samples, Ul
snRNA showed lower Cq and a higher number of positive droplets than
Nad5.

The results obtained with the two techniques were compared with
the Pearson correlation coefficient (Fig. 1). The correlation is sig-
nificant (P = 4.10°8) for Nad5 (Fig. 1A) and for Ul snRNA
(P = 3.10"°, Fig. 1B).

3.3. Patient samples

At time of diagnosis, 7 out of 31 patients were positive with qPCR
and 7 were positive with ddPCR. Only 4 patients were positive with
both techniques. Patient B29 was strongly positive, compared to the
others. One to three months after the beginning of the treatment, 7 out
of 26 patients were positive, including 6 who were positive with both
techniques. Once again, patient B29 showed higher concentrations than
the other patients. The results for each patient are detailed in Table 3.
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Fig. 1. Correlation between measurements of ccfDNA con-
centrations for Mongolian jird samples. The Pearson correla-
tion coefficient and associated P-value show a significant
o correlation between the two techniques for Nad5 (FAM-la-
beled probe, Fig. 1A), and for Ul snRNA (VIC-labeled probe,
Fig. 1B). Note that a different scale is used in each diagram.
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The positive results obtained were compared with the Pearson
correlation coefficient (Fig. 2). The correlation is not significant
(P = 0.15) for Nad5 (Fig. 2A), whereas there is good correlation be-
tween qPCR and ddPCR for Ul snRNA (Fig. 2B). Concerning Nad5,
several patients were positive with one technique and negative with the
other. The ccfDNA concentrations analyzed with Nad5 were very low,
compared to those found with Ul snRNA.

No correlation between clinical characteristics and the amount of
ccfDNA was found with a linear model (P > 0.05). Likewise, no special
feature was found for patient B29.

4. Discussion

Studies of ccfDNA have shown its usefulness, especially in oncology,
for monitoring cancer progression, and for identifying cancer subtypes
by specific circulating DNA biomarkers. There are fewer articles about
ccfDNA and infectious diseases in the literature [18], and their results
are more or less conclusive. Although ccfDNA has already been sug-
gested as a potential lead for AE, to improve diagnosis, and/or follow-
up of patients [14], this study is the first to test this hypothesis.

Keeping in mind the characteristics of ccfDNA (low concentration
[28], and short fragments [17,29]), we tried to quantify ccfDNA in
patients with AE. For that purpose, we (i) used fragmented control
DNA; (ii) designed primers for short targets; (iii) developed two sensi-
tive quantitative techniques: qPCR, a well-known technique, and
ddPCR, a more recent technology. Two targets were selected: a nuclear
repeated target (in order to improve detection sensitivity), and a mi-
tochondrial target (in this case, the number of mitochondria per cell
enhances sensitivity).

The specificity of the primers was assessed with DNA from other
parasites. The positive results obtained with the DNA from E. canadensis
are not surprising if we take into account the recent genome sequencing
of this species, which is not so genetically distant from E. multilocularis
[30]. As E. canadensis is not endemic in the EchinoVista study area, it
should not be present in our cohort of AE patients.

The first analyses, with the positive control and the Mongolian jird
samples, showed a higher sensitivity with Ul snRNA than with Nad5
target. Nevertheless, we decided to use both these targets for the patient
samples, because results may be different depending on the parasitic
strain or metabolic activity [31]. Furthermore, the complementarity of
genomic and mitochondrial targets has been demonstrated for the in-
vasive aspergillosis diagnosis [32].

As patient samples are precious and limited material, we began with
an animal model, for which all samples were positive with at least one
target. The success of this animal model proves that parasitic ccfDNA
can be detected in intermediate hosts infected with AE. Rodents are
often used as the model for intermediate host in the case of AE [33,34].
Nevertheless, the positive result of ccfDNA presence in all samples
needs to be qualified. These samples are from Mongolian jirds with very
advanced echinococcosis, which does not exactly reproduce the real-life
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method of oral contamination [35]. Intraperitoneal infection leads to
the development of liver lesions, involving peripheral tissue, but also
intraperitoneal lesions, which are rarely observed with natural oral
contamination.

After this first successful detection of parasitic ccfDNA in Mongolian
jirds, the next logical step in our study was the analysis of human AE
samples. At diagnosis, the gPCR on the 31 patient samples produced 7
positive results (23%), as did the ddPCR (also 23%). However, only 3 of
these positives were identified by both methods, while each method
identified another 4 positive results, giving an overall total of 11 results
(35%) positively identified. Similar results were obtained during
treatment, with 6 positive results (23%) out of the 26 patient samples,
for both qPCR and ddPCR, with another positive result identified by
each method, i.e. an overall total of 8 positives (31%). Although the
results obtained during treatment are slightly more coherent than at
diagnosis, there is still no real difference between the two methods. All
the samples that are identified as positive with one method and nega-
tive with the other present very low concentrations of ccfDNA. Such
low concentrations are coherent with the random sampling of DNA
templates while pipetting a volume of DNA extract. This type of sub-
sampling error is much greater at low concentrations [36]. To avoid
errors of this nature, it would be necessary to sample a much greater
volume of serum, but the EchinoVista biobank contains only a limited
amount of serum from each patient, corresponding to the routine
conditions of a serology laboratory.

The patient clinical characteristics (PNM stage, Kodama’s MRI
classification, and parasite viability) did not show any significant re-
lationship with the amount of circulating DNA detected. The reduced
size of the cohort and the number of variables obviously limit the re-
levance of the statistical analysis.

Extracellular vesicles from tumors are a recognized source of
ccfDNA [17]. As AE is often compared to a liver tumor that may me-
tastasize [37], the proportion of patients positive for ccfDNA is dis-
appointing. In a recent study [38], it was shown that cestodes do secrete
extracellular vesicles. However, the study did not test these vesicles for
the presence of DNA. Furthermore, in contrast with Taenia crassiceps
and Mesocestoides corti, E. multilocularis vesicles were not found in the
culture medium, but remained in the interface of the germinal and la-
minated layers [38]. As the laminated layer maintains the integrity of
the parasite, it is therefore presumed that the quantity of compounds
released will be even lower for E. multilocularis than for other cestodes.

The patient samples were analyzed not only at diagnosis, but also
after a few months of treatment. One hypothesis is that treatment may
disturb the integrity of the metacestodes, causing them to release more
compounds, including DNA. In contrast, an alternative hypothesis is
that the efficacy of the treatment would lead to a decrease in the
amount of ccfDNA, as described in oncology and for leishmaniasis
[16,39]. However, the very low quantities of ccfDNA found in our study
in AE patients do not allow us to differentiate between these opposing
hypotheses, and more investigation into the origin and structure of
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Fig. 2. Correlation between measurements of ccfDNA con-

centrations for positive patients. The Pearson correlation
coefficient and associated P-value show a significant correla-
tion between the two techniques for Ul snRNA (VIC-labeled
probe, Fig. 1B), but not for Nad5 (FAM-labeled probe,
Fig. 1A). Note that a different scale is used in each diagram.
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ccfDNA is necessary.

In oncology, it is recommended to extract ccfDNA from plasma, and
not from serum, because a release of DNA from white blood cells may
occur with the lysis of these cells during blood clotting [40,41]. As the
released wild-type DNA dilutes the mutated potentially present tumor
ccfDNA, the percentage of mutated DNA may then be below the de-
tection threshold of the technique. In our case, we sought a specific
parasite sequence, so using serum should not be a source of false ne-
gatives. However, using serum from a sample that has undergone
centrifugation eliminates the possibility of finding circulating germi-
native cells. The circulation of germinative cells at the origin of me-
tastasis formation in AE is a lead that has already been mentioned, but
not confirmed as yet [42,43]. The development of extraction from
whole blood combined with the protocol presented here could allow
this hypothesis to be explored.

Not only could the nature of the sample influence the result, but also
more broadly all pre-analytical conditions. This critical point in the
analysis of degraded and low-level DNA has been studied extensively in
oncology [44,45]. It should also be studied in the case of alveolar
echinococcosis, for example through the analysis of fresh samples,
without the freezing/thawing process that could reduce the amount of
DNA present.

5. Conclusion

This study identified the presence of ccfDNA in cases of AE for the
first time, in an animal model and in human samples. However, ccfDNA
cannot yet be used for the diagnosis of AE, or to evaluate the effects of
short-term treatment, given the extremely low concentrations of
ccfDNA detected in AE patients. High throughput sequencing of ccfDNA
could be useful in the future to determine whether some specific
parasitic sequences are preferentially released, and could help to better
understand the origin of the ccfDNA, and thus the physiopathology of
AE.
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2.1.3 Résultats

2.1.3.4 Conclusion et perspectives

Notre étude avait pour but de vérifier la présence d’ADNIc chez les patients dans les
cas d’EA. Pour cela plusieurs étapes ont été réalisées. La premicre a consisté a dessiner des
amorces permettant une technique sensible et spécifique. Nous avons été surpris lorsque nous
avons vu que les ADN extraits d’E. granulosus sensu stricto étaient négatifs, mais pas ceux
provenant d’E. canadensis. Mais la récente publication du génome d’E. canadensis a révélé
qu’il y avait moins de polymorphismes ponctuels entre E. canadensis et E. multilocularis,
qu’entre E. canadensis et E. granulosus sensu stricto (MALDONADO et al., 2017). L’arbre
phylogénétique basé sur I’analyse de ces polymorphismes montre ainsi qu’E. canadensis est

plus proche d’E. multilocularis que d’E. granulosus sensu stricto.

Les résultats de notre travail montrent in vivo, d’abord sur modele animal, puis sur une
cohorte de patients, qu’E. multilocularis produit de I’ ADNIc chez I’h6te intermédiaire, comme
le font les tumeurs solides. Notre étude valide pour la premiere fois la possibilité de détecter la
présence de cet ADNIc parasitaire dans le sérum de patients atteints d’EA. Seule une partie des
patients analysés a montré des résultats positifs et dans la grande majorité des cas, avec une
tres faible concentration. Méme si la technique n’est pas utilisable en I’ état, apreés optimisation,

elle pourrait devenir un nouvel outil diagnostique ou de suivi au cours de I’EA.

Afin d’améliorer la technique, I’impact des différentes conditions pré-analytiques pour-
raient €tre évaluées, et ce, des le prélevement. Le travail a partir d’une biothéque conte-
nant des échantillons rétrospectifs comporte 1’avantage de connaitre le devenir des patients
et de pouvoir étudier la cinétique de biomarqueurs, en revanche cet aspect d’optimisation des
conditions pré-analytiques est rendu impossible. L’utilisation d’un échantillon frais au lieu
d’un échantillon congelé, le volume de sérum, le choix entre plasma et sérum, ne peuvent
par exemple pas étre étudiés. Sur le modele de 1’oncologie, la standardisation des conditions
pré-analytiques permettra d’€tre dans les conditions optimales : avec des concentrations plus
importantes, le pourcentage d’erreur aléatoire sera moins important. Dans les cas de schisto-
somiases, 1’étude de I’ADNIc est un outil précieux, notamment pour les infections précoces
(WEERAKOON et al., 2015). La littérature montre diverses techniques appliquées avec une
sensibilité bien meilleure que la notre. Les volumes, majoritairement de sérum, sont tres va-
riables. Les cibles choisies sont répétées pour augmenter la sensibilité. Le probleme du volume
d’ADN est abordé dans deux articles. L’un teste plusieurs volumes de sérum pour augmenter
la sensibilité au maximum sans que des inhibiteurs de PCR viennent interférer (WICHMANN
et al., 2009). La seconde équipe travaille avec 2 mL de sérum habituellement, le seul patient
de la cohorte présentant un résultat faussement négatif est celui dont seul 1 mL de sérum était

disponible (CNOPS et al., 2013). Quelques publications sont synthétisées dans le tableau 2.2.
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Chapitre 2 :

TABLE 2.2 — Aper¢u de méthodes publiées pour la détection d’ ADNIlc parasitaire dans les cas de schistosomiases.

Réf Parasite Cible Volume (Ech) Technique Remarque
CNopPs et al. (2013) S. haematobium  Gene Dral 2 mL (S) gPCR 12 patients, 1 faux négatif
(volume 1 mL)
KATO-HAYASHI et al. (2013)  S. haematobium Cytochrome oxy- 140 uL (S) Séquence- 1 patient
dase I capture PCR +,
PCR classique -
J.-J. GUuo et al. (2012) S. japonicum Rétrotransposon 200 uL (S) Nested PCR 97 % de sensibilité, 43 pa-
SjCHGCS 19 tients
J. XU et al. (2010) S. japonicum Rétrotransposon 200 uL (S) PCR LAMP 97 % de sensibilité, 30 pa-
SjR2 tients
KATO-HAYASHI et al. (2015)  S. japonicum Cytochrome 140 pL (S) PCR + gel 100 % sensibilité, 68 pa-
oxydase I tients
WICHMANN et al. (2009) S. mansoni Séquence répétée 10 mL (P) gqPCR Gamme de volumes de sé-
en tandem de rum, 100 % de sensibilité
121bp
PONTES et al. (2002) S. mansoni Séquence répétée 100 uL (S) PCR + gel 2 patients avec 96 et 216
en tandem de ceufs/g de selles
121bp
WICHMANN et al. (2013) S. mansoni Séquence répétée 2mL (S) gPCR 95 % de sensibilité, 38 pa-

en tandem de
121bp

tients

S = sérum; P = plasma
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Avec des concentrations plus importantes d’ADNIc, il sera peut-étre possible d’analyser
statistiquement les résultats, afin de trouver des caractéristiques cliniques communes entre
les patients présentant ou non de ’ADNIc au moment du diagnostic, ou de constater une

augmentation ou une diminution de la concentration apres la mise en place du traitement.

Une autre source potentielle d’ADNIc pourrait étre le recueil d’urines. Résidues de Ia fil-
tration du sang par les reins, les urines peuvent étre une source pour 1’analyse de 1’ADNIc
présent dans la circulation sanguine (SU et al., 2004). Cette étude a montré que les urines
contenaient deux grandes classes d’ADN : des fragments courts (150-250 pb), et des frag-
ments dont les longueurs sont plus hétérogenes (supérieur a 1000 pb). L’ ADN provenant de la
filtration du sang se trouve dans la premiere catégorie, tandis que les ADN longs proviennent

de cellules du tractus urinaire. Cette source d’échantillon éviterait la prise de sang.

Plus fondamentalement, une analyse en NGS (Next Generation Sequencing), afin d’éva-
luer la couverture du génome parasitaire ou la taille des fragments, permettrait d’approfondir
les connaissances sur 1’origine de la présence de cet ADNIc : par libération passive suite a la
mort de cellules parasitaires, ou tout le génome serait représenté de maniere équivalente, ou
suite a une sécrétion active, ou certaines parties seraient sur-représentées (VAN DER VAART

et al., 2008). Le NGS présente I’avantage de pouvoir travailler a partir de courts fragments.

Enfin, il pourrait étre intéressant d’appliquer les conditions pré-analytiques optimales a
I’analyse d’échantillons obtenus sur des patients atteints d’EK. Une seule publication fait ré-
férence a I’ADNIc dans cette pathologie, mais la technique employée est assez peu sensible
(PCR classique avec analyse du produit de PCR sur gel d’agarose), avec une cible assez longue
(450 pb), et n’a révélé d’ADNIc que dans le sérum (et pas les urines) des 5 patients qui pré-
sentaient une fissure du kyste (CHAYA et al., 2014). Une technique plus sensible et une cible
réduite permettraient de se mettre dans des conditions plus compatibles avec la recherche
d’ADNIc.
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2.2 ARN de viabilité

2.2.1 Synthese bibliographique

2.2.1.1 Les parametres de viabilité actuellement disponibles

A ce jour, I’étude de 1’ADNIc au cours de I'EA n’a pas permis de valider son utilisation
pour le diagnostic ou le suivi des patients, du fait des concentrations tres faibles observées.
Seule une partie des patients présentait des concentrations détectables avec le protocole mis
en place. Les analyses statistiques n’ont pas permis de mettre en évidence de liens entre la
viabilité parasitaire et la présence ou non d’ADNIc. Les parametres utilisés pour estimer la
viabilité ont été le résultat de la sérologie Em18 au moment du diagnostic, 1’évolution de la
sérologie Em18 au cours du suivi, ainsi que le résultat de la TEP-TDM. Ces marqueurs sont

ceux utilisés actuellement pour estimer la viabilité parasitaire, et recommandés par I’OMS.

Lutilité du suivi du taux d’anticorps anti-Em18 a ét€ admise dans le suivi des patients
atteints d’une EA. Ce taux d’anticorps anti-Em18 diminue significativement apres une chirur-
gie radicale, et a contrario, en cas de récidive, ce taux augmente (FUIIMOTO et al., 2005).
Cette étude ne comprenait que 7 patients, dont un seul avec une récidive. Sur une cohorte plus
importante (n = 28 patients), TAPPE et al. (2009) ont montré que le résultat de la sérologie
Em18 était le reflet du stade PNM au moment du diagnostic, que son taux diminuait apres une
chirurgie radicale, et dans une moindre mesure au cours du traitement par benzimidazolés.
Cependant, sur les 12 patients ayant bénéficié d’une chirurgie radicale, 5 n’ont jamais eu de
sérologie Em18 négative au cours du suivi (1,5-5,5 ans). La TEP-TDM a aussi montré son in-
térét pour le suivi des patients atteints d’EA, méme si I’examen nécessite 1’usage de composés
radioactifs (REUTER et al., 1999). Depuis, le 18 F-fluorodeoxyglucose est I’unique molécule
validée pour la visualisation des 1ésions d’EA et il est admis que la lecture doit étre double (a
1h et 3h) pour ne pas créer de faux négatifs (CAODURO et al., 2013).

La combinaison de la sérologie Em18 et de la TEP-TDM est aujourd’hui utilisée pour
estimer la viabilité parasitaire, et éventuellement décider d’un arrét du traitement (AMMANN
et al., 2015; BRUNETTI et al., 2010). Dans I’étude d’AMMANN et al. (2015), 11 patients,
présentant ces deux parametres négatifs, ont arrété le traitement. La durée de traitement était
tres variable (entre 34 et 276 mois). Aucune récidive n’a été détectée durant le suivi, apres

I’arrét du traitement, qui a duré entre 16 et 82 mois.

Le consensus international d’experts a recommandé une durée de deux ans de traitement
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2.2.1 Synthese bibliographique

apres une chirurgie radicale, et "a vie" pour les cas inopérables (BRUNETTI et al., 2010). Pour-
tant les différentes études citées ci-dessus montrent empiriquement que dans certains cas, un
arrét du traitement peut se faire, sans qu’il y ait récidive. S’ils ont fait I’objet d’une valida-
tion clinique empirique, ces marqueurs n’ont jamais fait 1’objet d’une validation biologique

objective au niveau cellulaire et moléculaire.

2.2.1.2 Etude directe, par analyse des ARN, de la viabilité parasitaire

Afin d’étudier la viabilité, la quantification d’ ARN est une solution. Cela est basé sur le fait
qu’une cellule viable synthétise de I’ ARN, nécessaire a son fonctionnement, et que ces ARN
ont des demi-vies assez courtes (de quelques minutes a quelques jours pour les plus longues
chez les eucaryotes). Ils ne persistent que peu de temps apres la mort de la cellule, tandis que

les molécules ADN sont plus stables.

La quantification des ARN par rétro-transcriptions, suivies de PCR quantitatives (RT-
gPCR) a déja été utilisée dans le cadre de I’estimation de la viabilité d’agents pathogenes pa-
rasitaires d’origine alimentaire : Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis et Toxoplasma
gondii. Les avantages et inconvénients de cette méthode ont été synthétisés dans une revue
récente (ROUSSEAU et al., 2018). La quantification des ARN présente 1’avantage d’étre fa-
cile a standardiser, sensible grace au nombre de copies dans une cellule, spécifique grace au
choix des amorces, et applicable sur des échantillons complexes grace a 1’étape d’extraction
des acides nucléiques. La principale limite relevée dans cette synthese est le probleme de
stabilité des ARN, qui peuvent persister apres la mort du parasite, entre 24 et 48h pour un
ARNmMm, et plus de 48h pour un ARNTr. Cette persistance de I’ARNm a aussi été décrite pour
Plasmodium chez Anopheles (HABTEWOLD et al., 2015). Des oocinetes de deux especes de
Plasmodium ont été injectés - vivants ou tués par chauffage - dans I’hémolymphe de mous-
tiques. Les extractions ARN ont été réalisées a partir des moustiques a 0, 3, 6, 12, 18, 24
et 48 h post-injection. Les RT-qPCR ont été positives jusqu’a 18 ou 24 h selon I’espece du
parasite. Cette stabilité peut entrainer des faux positifs (persistance de I’ARN) dans le cadre
d’un traitement pour lequel les effets attendus sont a court terme (comme la détection de
micro-organismes viables par RT-qPCR, apres traitement a visée aseptique, d’une denrée dans
I’industrie agro-alimentaire). En revanche, dans le cadre de ’EA, les délais sont beaucoup
plus longs. Il n’est pas attendu d’effets immédiats du traitement, considéré comme parasito-
statique. Ainsi, les délais entre les suivis itératifs clinico-biologiques des patients (incluant les
sérologies Em18 ou les TEP-TDM) sont comptés en mois, ce qui laisserait le temps aux ARN

des cellules parasitaires mortes d’étre dégradés.
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Dans la littérature, différents transcrits d’E. multilocularis ont été analysés pour estimer la
viabilité parasitaire. Dans sa thése, SCHUBERT (2015) a travaillé in vitro sur le développement
de nouveaux inhibiteurs du développement des métacestodes. Des RT-qPCR ont permis la
quantification de I’ARNm des cibles thérapeutiques. Les ARN messagers (ARNm) du gene
elp, codant la protéine EmII/3-10, ont servi pour la normalisation. Le gene elp a également
été choisi par KOZIOL et al. (2014) dans leur travail de caractérisation des cellules souches de

métacestode (voir 1.2.2.2).

Ces cellules souches de la membrane germinative sont fondamentales dans le développe-
ment et la prolifération des métacestodes (KOzIOL et al., 2014 ; KozIoL et al., 2015). L’ex-
pression de certains genes y est particuliere. Par exemple, E. multilocularis possede 10 génes
codant la 3-tubuline (TSATI et al., 2013), qui est la protéine cible de I’albendazole (voir 1.2.5).
Parmi ces dix genes, trois sont exprimés dans les cellules souches agées de deux jours, appe-
lées B-tubuline 1, 2 et 3 (KozIOL et al., 2015). La présence d’une tyrosine en position 200,
au lieu d’une phénylalanine, a été associée avec une résistance aux benzimidazolés (ROBIN-
SON et al., 2004). Parmi les 3 tubulines 3 exprimées dans les cellules souches, la 3-tubuline
2 possede cette mutation. Ces trois tubulines sont également les tubulines les plus exprimées
dans les vésicules de métacestode. La 3-tubuline 2 est la 3-tubuline la plus exprimée, quel
que soit le stade étudié (cellules primaires de 2 ou 11 jours, vésicules de métacestode avec ou
sans capsules proligeres, protoscolex activé par le pH et la pepsine ou non activé, ver adulte
pré-gravide ou gravide) (TSAI et al., 2013). Le ver est le stade qui comprend I’expression du

plus grand nombre de [3-tubulines différentes.

Pour évaluer la viabilité et le développement parasitaire d’E. multilocularis, MATSUMOTO
et al. (2006) ont, quant a eux, utilisé la quantification de deux ARNm, dont un transcrit (réfé-
rence GenBank de I’ARNm : U63643) d’une protéine 14-3-3. In vitro, des vésicules ont été
cultivées en présence ou non de nitaxozanide. Les vésicules en présence de traitement pré-
sentaient une diminution du taux de 14-3-3, corrélée a la perte de viabilité. A contrario, des
souris nude chez qui le parasite prolifere rapidement, présentaient des taux de 14-3-3 plus
élevés que les souris sauvages, chez lesquelles le systéme immunitaire ralentit la progression
parasitaire. Dans cette étude, le transcrit de 1’actine 3, malgré des variations significatives

dans les conditions expérimentales, a été utilis€é comme référence.
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2.2.1.3 Les protéines 14-3-3

Les protéines 14-3-3 sont une famille de protéines, conservées entre tous les organismes
eucaryotes. Il s’agit de protéines dépourvues d’activités enzymatiques, mais capables de se
dimériser et de moduler I’activité des cibles auxquelles elles se lient. L’importance de ces
protéines chez les parasites a été synthétisée il y a déja quelques années (SILES-LUCAS et
al., 2003). Comme chez I’Humain, il existe plusieurs isoformes de la protéine 14-3-3 chez E.
multilocularis, qui sont désignées par des lettres grecques ([3/«, y...). Elles entrent en interac-
tion avec des centaines de protéines phosphorylées, et interviennent dans un grand nombre de

régulations : cycle cellulaire, réplication et transcription d’ADN, apoptose, etc.

En 1998, il avait déja ét€ montré que I’ARNm codant une protéine 14-3-3 était sur-exprimé
au stade métacestode par rapport au stade adulte du parasite (SILES-LUCAS et al., 1998).
La méme étude avait montré que la localisation de la protéine était limitée a la membrane
germinative alors que la cuticule en était dépourvue. Il avait alors été suggéré que la protéine
14-3-3 avait un role dans la capacité de croissance du métacestode d’E. multilocularis. La

séquence de la protéine avait été déposée sous le numéro d’accession Q24902.

Aujourd’hui, une recherche informatique dans la base de données Uniprot (disponible a
I’adresse https://www.uniprot.org/) permet de mettre en évidence différentes protéines 14-3-3

chez E. multilocularis (voir tableau 2.3).

TABLE 2.3 — Les protéines 14-3-3 chez E. multilocularis.

Identifiant Source Gene ID Nom de la protéine
AOAO87WI1VS5 TsAletal. (2013) EmuJ_000231300 protéine 14-3-3 €
AQOA068Y0C2  TsAletal. (2013) EmuJ_000314100 protéine 14-3-3 vy
A0A068Y354  TsArletal. (2013) EmuJ_000364000 protéine 14-3-3 3/«
AOA068Y704  TsAletal. (2013) EmuJ_000789700 protéine 14-3-3
AOAO068YL65  TsAretal. (2013) EmuJ_001060100 protéine 14-3-3 (/b
AOAO068YOR4  TsArletal. (2013) EmuJ_001192500 protéine 14-3-3

Q24902.3 SILES-LucASs et al. (1998) N/A protéine 14-3-3 homologue 1
Q8MM75 NUNES et al. (2004) N/A protéine 14-3-3 homologue 2

N/A : Non applicable

Les six protéines avec des identifiants de genes (EmuJ_xxx), proviennent du séquencage
complet du génome de 2013 et de I’annotation automatique des genes (TSAI et al., 2013). Les
deux autres protéines proviennent d’auteurs ayant travaillé sur les protéines 14-3-3 chez E.
multilocularis (NUNES et al., 2004 ; SILES-LUCAS et al., 1998). Un alignement multiple des
huit séquences a été réalisé avec I’outil MAFFT v.7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/).

Une représentation graphique de 1’alignement global est donné dans I’ Annexe C, figure C.1.
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Les deux séquences des protéines homologues 1 et 2 sont tres proches de la protéine 14-3-
3 /x. L’alignement de ces trois séquences est montré dans la figure C.2 de I’annexe. Six

protéines distinctes de la famille 14-3-3 seront donc considérées chez E. multilocularis.

D’apres les données de RNA-seq de TSAI et al. (2013), 4 transcrits différents sont pré-
sents au stade métacestode d’E. multilocularis : €, 3/, (/6 et la protéine 14-3-3 codée par
EmuJ_001192500. Selon les données, le transcrit 3/x est le plus abondant, suivi de pres par les
transcrits de EmuJ_001192500. Au cours de travaux préliminaires de notre these, une analyse
par spectrométrie de masse en tandem (Plate-forme d’Analyse Protéomique Paris Sud-Ouest
PAPPSO) a été effectuée (résultats non publiés). Le s€équencage des protéines présentes dans
le fluide vésiculaire et dans les membranes de métacestodes cultivés in vitro a également ré-
vélé la présence de ces 4 isoformes des protéines 14-3-3. La encore, les deux protéines citées

ci-dessus étaient les plus abondantes.

Méme si dans la discussion du travail de MATSUMOTO et al. (2006), I’expression des trans-
crits 14-3-3 C est évoquée chez le métacestode d’E. multilocularis et chez les cellules tumo-
rales, I’ARNm quantifié pour estimer la viabilité parasitaire (U63643) correspond a I’ARNm
de la protéine 14-3-3 homologue 1, donc a I’isoforme (3/x. Selon les données de TSAI et al.
(2013), le transcrit 14-3-3 (3/«x, est le plus présent des 4 au stade métacestode. Quant a I’iso-
forme C évoquée, elle a été étudiée dans plusieurs cancers (KiM et al., 2018 ; M. LI et al.,
2018; NEAL et al., 2009). Le rdle et les conséquences de la sur-expression de cette isoforme
dans les pathologies cancéreuses semblent complexes. Dans le cas des stades précoces de can-
cers du sein, NEAL et al. (2009) montrent que sa sur-expression confere un mauvais pronostic
aux patients et est associée a un plus grand risque de développer des métastases. De plus,
la sur-expression entraine une croissance indépendante de 1’ancrage des cellules mammaires
MCFI10A, ainsi qu’une résistance a I’apoptose. De méme, KIM et al. (2018) suggerent que la
protéine 14-3-3 ( pourrait jouer un rdle dans la progression des cancers de I’ovaire car son
expression est corrélée avec des stades avancés de la maladie et un mauvais pronostic. Dans
la synthese de YANG et al. (2012) sur la protéine 14-3-3 ¢ comme cible des thérapies anti-
cancéreuses, cette isoforme est reliée a I’adhérence et a la progression cellulaire. En revanche,
dans I’étude de M. L1 et al. (2018), I’expression de cette isoforme pourrait servir comme

indicateur de la survie globale des patients avec un adénocarcinome du poumon réséqué.

En conclusion, I’ARNm de la protéine 14-3-3 3/« est le plus étudié chez E. multilocularis

et le plus présent. Mais I’isoforme ( peut également étre intéressante.
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2.2.1.4 D’ hétérogénéité l1ésionnelle

Le développement du métacestode a été décrit dans le paragraphe 1.2.2.2. La figure 1.4
montre sa structure infiltrante a 1’intérieur du tissu de I’hote intermédiaire. Le parasite est
entouré d’un granulome inflammatoire, riche en cellules de 1I’hdte. Du fait de sa conformation
infiltrante, irréguliere, la 1ésion parasitaire et le tissu de 1’hote sont intimement mélés. Le
tissu parasitaire et celui de ’h6te ne peuvent donc pas €tre séparés pour 1’analyse des ARN

parasitaires.

De plus, BREHM et al. (2017) rappellent que dans les infections anciennes, la plupart des
vésicules de métacestode ont cessé de croitre et peuvent méme se nécroser. In vivo, seul le tissu
parasitaire périphérique est actif et en phase de croissance. Alors que dans un tissu nécrosé,
les ARN sont dégradés, les cellules en croissance en contiennent. L emplacement du fragment
de la Iésion qui sera analysé apparait donc comme un point crucial pour I’étude de la viabilité

parasitaire par analyse des ARN.

Afin d’estimer la viabilité parasitaire, il apparait donc nécessaire de se placer en périphérie
des 1ésions, tout en ayant assez de cellules parasitaires, parmi les cellules de I’hdte. De plus, la
cuticule des métacestodes, acellulaire, n’apportera aucune information quant a la viabilité de
la 1ésion par quantification de I’ARN. Pour estimer la proportion de cellules parasitaires dans
I’échantillon extrait, des qPCR peuvent permettre d’estimer la quantité relative de chacun des
organismes. Cette approche a déja été utilisée sur des xénogreffes de tumeurs humaines sur
des souris, afin de vérifier que le micro-environnement de la tumeur n’a pas été envahi par les
cellules murines (ALCOSER et al., 2011). Dans cet exemple, les auteurs ont réussi a trouver
une région commune aux deux especes sur le géne PTGER?2 (un récepteur de la prostaglan-
dine). Le couple d’amorces est donc commun pour les deux especes, qui sont différenciées en
PCR duplex, grace a deux sondes fluorescentes internes, spécifiques de chacune des especes.
Malheureusement, ce gene n’est pas présent chez E. multilocularis et son utilisation ne pourra

donc pas étre étendue a notre étude.

Le gene idéal pour estimer la proportion de cellules parasitaires devrait étre présent chez
les trois especes : E. multilocularis, M. musculus et H. sapiens, afin de pouvoir servir pour
le modele animal puis pour I’étude des patients. Le nombre de copies dans le génome devra
étre connu afin de pouvoir calculer le nombre de cellules. Il faudrait un géne suffisamment
conservé entre les especes, pour pouvoir utiliser le méme couple d’amorces, et ainsi avoir
la méme efficacité de PCR entre les especes. Mais il faudrait aussi des différences dans la
séquence entre les amorces, afin de pouvoir discriminer les especes entre elles griace a I’ajout

de sondes fluorescentes.
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2.2.2 Matériels et méthodes

2.2.2.1 Démarche expérimentale

Choix des cibles

|

Validation in silico

|

Vérification de la spécificité des amorces in vitro
(ADN ou ARN extraits d'échantillons murins ou humains "sains")

|

Analyse des individius malades avec les amorces spécifiques

Qualification des échantillons Analyse des transcrits
Extraction ADN Extraction ARN
p53 héte / p53 parasite Essais de plusieurs cibles
Estimation du pourcentage Etude de la viabilité parasitaire

d'ADN parasitaire

FIGURE 2.4 — Schéma synoptique de I’étude de la viabilité parasitaire, par étude de transcrits.

Ce travail est une premiere étape dans 1’étude de la viabilité parasitaire sur des pieces opé-
ratoires de patients. Dans cet objectif, nous avons choisi de quantifier des ARN parasitaires.
De plus, le développement par infiltration du parasite implique une étroite intrication entre les
cellules de 1’héte et celles du parasite. Pour déterminer la proportion de cellules parasitaires
dans I’échantillon, nous avons donc mis au point une qPCR permettant la quantification rela-
tive du nombre de copies ADN du geéne p53. L’analyse de la proportion de cellules parasitaires
et de leur viabilité est permise grace a une extraction permettant de purifier séquentiellement
I’ADN et I’ARN. Les étapes sont synthétisées dans la figure 2.4.
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2.2.2.2 Echantillons

Toutes les expériences sur animaux et les protocoles de soin ont été réalisés selon la 1égis-

lation francaise concernant I’expérimentation animale.

Trois souris saines, surnuméraires du protocole 2015-0050A4PR réalisé a I’'UFR Sciences
Meédicales et Pharmaceutiques de I’Université de Franche-Comté, ont été euthanasiées et le
foie a été prélevé et immédiatement plongé dans du RNAlater (Qiagen, Hilden, Allemagne)

selon les recommandations du fournisseur.

Trois souris ont été infectées par injection intra-péritonéale de broyat de métacestode
(ANSES Laboratoire de la Rage et de la Faune Sauvage, Laboratoire National de Référence
des Echinococcus spp., Nancy). Apres développement du parasite dans la cavité abdominale
(environ 4,5 mois), les souris ont été euthanasiées. Le matériel parasitaire a été prélevé et

immédiatement plongé dans du RNAlater.

Trois patients opérés du foie pour un probleme hépatique non infectieux ont donné leur
consentement pour qu’une partie de la piece opératoire soit utilisée a des fins de recherche
(Tumorotheque régionale de Franche-Comté - BB-0033-00024). Environ 200 mg ont été pré-
levés a la marge de la piece opératoire et mis dans le RNAlater, dans les 20 min suivant

I’exérese.

Trois 1ésions (deux lésions de 1’épiploon et une de la rate) d’un patient (T.I.), opéré pour
une EA disséminée (I1ésions sur le foie - non disponible -, la rate, et I’épiploon), ont été conser-
vées dans du RNAlater. Ce patient a regu un traitement d’un mois d’albendazole, mais une
cytolyse majeure a imposé 1’arrét du traitement. Il a ét€ opéré trois mois apres I’arrét du traite-
ment. Au cours du suivi pré-opératoire, une extension de la Iésion de la rate avait été visualisée

(TEP-TDM positive), conduisant a I’intervention chirurgicale.
Tous les échantillons en RNAlater ont ensuite été conservés 24 a 48h au réfrigérateur avant
d’étre congelés a -80°C.

Un ADN de chacune des especes a servi de témoin. Concernant la souris, il a été extrait
a partir du foie d’une souris saine. Concernant E. multilocularis, I’ ADN a été extrait a partir
des membranes de métacestodes cultivés in vitro et débarrassés du fluide vésiculaire. Enfin, le

controle ADN humain non-méthylé (Qiagen, Hilden, Allemagne) a été utilisé.
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2.2.2.3 Extraction ADN-ARN

Dans la mesure du possible, deux fois 50 a 100 mg de chaque échantillon ont été broyés
dans un mortier a 1’aide d’azote liquide puis traités avec 1 mL de Trizol (Qiagen). Ensuite,
I’extraction des ARN et de I’ADN a été réalisée selon le protocole du fournisseur légerement

modifié.

Brievement, apres 5 min d’incubation avec le Trizol, 200 uL. de chloroforme ont été ajou-
tés. Apres 10 min d’incubation, les échantillons ont été centrifugés 15 min, a 12000 g et a
4 °C. La phase supérieure permet I’extraction des ARN tandis que I'interphase et la phase

inférieure permettent 1’extraction des ADN.

Un volume de 500 pL d’isopropanol a été€ ajouté a la phase contenant les ARN. Le contenu
a été mélangé délicatement par inversion du tube puis incubé 10 min a température ambiante.
Apres une centrifugation de 10 min a 12000 g et a 4°C, le surnageant a été éliminé. Un milli-
litre d’éthanol 75 % a été ajouté pour laver le culot, avant de centrifuger 5 min, 7500 g, 4°C.
Cette étape de lavage du culot a été répétée une seconde fois. Le culot a ensuite été séché puis
repris a I’aide de 40 puL d’eau de qualité biologie moléculaire. Une incubation 15 min a 55 °C

a permis de completement dissoudre le culot.

A partir de I’interphase et de la phase inférieure, complétement débarrassées de toute trace
de phase supérieure, I’ADN a été extrait. Un volume de 300 uL d’éthanol absolu a été ajouté
et le tout a été homogénéisé par inversion du tube. Apres 3 min d’incubation a température
ambiante, I’ADN a été précipité par centrifugation (5 min, 2000 g, 4° C). Le surnageant a été
éliminé et le culot a été lavé trois fois grace a 1 mL de citrate de sodium 0,1 M dans de I’éthanol
10 % pendant 30 min. Chaque lavage a été suivi d’une centrifugation de 5 min, 2000 g, a 4° C.
Apres le dernier lavage, le surnageant est éliminé et 2 mL d’éthanol 75 % ont été ajoutés.
Apres 10-20 min, une nouvelle centrifugation a été réalisée dans les mémes conditions. Apres
élimination de 1’éthanol, le culot a été séché. Un volume de 300 uL de tampon d’élution (Tris-
Cl 10 mM, EDTA 0,5 M; pH 9) a ét€ ajouté. Une nuit sur une table d’agitation a 4°C a permis
la solubilisation de I’ADN dans le tampon. Afin d’éliminer le matériel insoluble, une derniere
centrifugation (10 min, 12000 g, 4°C) a été réalisée et le surnageant a été transféré dans un

nouveau tube.

2.2.2.4 Design des amorces

Différentes pistes ont été envisagées pour trouver le gene idéal, dont les caractéristiques
ont été définies précédemment, afin de déterminer la proportion de cellules parasitaires dans le

fragment analysé. Le gene de I’actine, des enzymes de la glycolyse, ou le gene du récepteur de
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la sérotonine découvert il y a quelques années chez E. multilocularis (CAMICIA et al., 2013)
ont été testés in silico et alignés avec leurs homologues humains et murins respectifs. Malgré
ces nombreuses recherches, il ne nous a pas été possible de trouver le gene idéal commun
aux trois especes (Homme, Souris et E. multilocularis), afin d’amplifier avec un seul couple

d’amorces les trois especes et de les différencier avec des sondes fluorescentes.

Afin de déterminer la proportion de chacune des especes dans les échantillons analysés,
un couple d’amorces spécifique de chacune des especes a été dessiné sur le gene p53. Le gene
pS53 présente deux copies dans le génome diploide de I’'Homme, de la souris, mais aussi d’E.
multilocularis (CHENG et al., 2015). La protéine P53 est un facteur de transcription, qui se fixe
de maniere spécifique sur des régions régulatrices de genes. Le niveau d’expression de P53
dans une cellule en situation normale est assez faible. En cas de stress cellulaire (erreurs lors
de la synthese de I’ADN, défauts dans le métabolisme cellulaire), la quantité de P53 augmente
dans la cellule. La protéine P53 active alors la transcription de différents genes, ce qui conduit
a I’arrét du cycle cellulaire (afin de permettre a la cellule d’effectuer ses mécanismes de ré-
paration) ou a I’apoptose. La protéine P53 est généralement nommée « gardienne du génome
». Les amorces, dont les séquences sont présentées dans le tableau 2.4, ont été dessinées avec

Primer3.

Les différentes amorces identifiées dans la littérature afin d’étudier la viabilité d’E. multi-

locularis ont €t€ utilisées dans notre étude :

— les amorces ciblant la 3-tubuline 2 et elp, utilisées dans la these de SCHUBERT (2015);

— les amorces ciblant I’actine et 14-3-3 [3/«, utilisées dans I’étude de MATSUMOTO et
al. (2006). Les amorces ciblant 1’actine ont été dessinées avant le séquencage du gé-
nome complet, en prenant la séquence de 1’actine d’E. granulosus. Un nucléotide a été
changé dans notre étude pour correspondre a la séquence publiée récemment par TSAI
et al. (2013).

De plus, deux couples d’amorces ont ét€ dessinés au cours de ce travail : 'un ciblant 14-3-3
(/b et I’autre une séquence de la grande sous-unité (LSU : large subunit) de I’ARN ribosomal
(ARNr). Cette derniere cible devrait étre tres sensible du fait de la quantité d’ARNr présent
dans les cellules. La proportion d’ ARNTr représente en effet environ 80 % des ARN totaux

d’une cellule, alors que les ARNm représentent moins de 5 %.
Les différentes séquences sont regroupées dans le tableau 2.4.

La spécificité des amorces ciblant des transcrits parasitaires a été validée in silico avec
MFEprimer 3.0, disponible en ligne a 1’adresse http://mfeprimer3.igenetech.com/ (QU et al.,

2012). 1l s’agit d’un algorithme permettant de vérifier la spécificité d’amorces vis-a-vis de
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TABLE 2.4 — Séquences des amorces

Nom

Séquence 5°-3’

beta-tub2-Fw
beta-tub2-Rv

elp-Fw

elp-Rv
actin-Matsumoto-Fw
actin-Matsumoto-Rv
14-3-3-Matsumoto-Fw
14-3-3-Matsumoto-Rv
14-3-3-zeta/delta-Fw
14-3-3-zeta/delta-Rv
ARNrLSU-Fw
ARNrLSU-Rv
pS3-Em-Fw
pS3-Em-Rv
p53-Hs-Fw
pS3-Hs-Rv
pS3-Mm-Fw
pS3-Mm-Rv

AACCAGTCGTGGTAGTCAGC
AACAGCTCTTGTATGGCGGT
AATAAGGTCAGGGTGACTAC
TTGCTGGTAATCAGTCGATC
CGTGATCTCACCGACTGG
CTCCAGAGAGGAGCTAGTG
GATAGTACTCTCATCATGCAG
CTCAATCAGAACCACGACAG
TCCAATTCGTCTTGGTCTCGCT
AATCGTCGTTGGCACTGTCAAC
GACGGTGGTGTTATCAGTCGGA
ATTTGACAGATGTACCGCCCCA
ACATCCTCGCAGAACACCGTTA
GTGACGAAGAAACTGCTGCTCC
AGTGGCGTGATCTTGGCTTACT
CATGAACCTGTGGTCCCAGCTA
CTCCTCCCCAGCATCTTATCCG
GGCGAAAAGTCTGCCTGTCTTC

bases de données d’ADNg ou d’ARN, en prenant en compte des principes de thermodyna-

mique.

2.2.2.5 RT et qPCR

Les ADN et ARN extraits ont été dosés au spectrophotometre (Thermo Scientific™ Nano-
Drop™ One, Wilmington, DE, Etats-Unis).

Les ADN complémentaires (ADNc) ont été synthétisés a partir de 2 pg d’ARN, avec le
kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit with dsDNase (Termo Scientific™, Vilnius,
Lituanie), selon les recommandations du fournisseur excepté I’étape de digestion de I’ADN
qui a été prolongée a 5 min. Pour chaque RT réalisée, un contdle "NRT" a été réalisé, consistant
aréaliser toutes les étapes et a ajouter tous les réactifs de la RT, sauf I’ajout de I’enzyme reverse

transcriptase.

Les qPCR ont été réalisées sur I’ADNc ou ’ADN extrait. Les PCR ont été réalisées
dans un volume final de 20 uL, dont 10 uL. de PowerSYBR® Green PCR master Mix (Life
Technologies™, Warrington, Royaume-Uni), les amorces a 300 nM chacune, 1’échantillon et
de I’eau de qualité biologie moléculaire. Les cycles PCR ont été réalisés sur le systeme de
détection PCR temps réel 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, Foster
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City, Etats-Unis) selon le protocole suivant : une dénaturation initiale de 10 min 2 95°C suivie
de 40 cycles de 15 sec a 95°C et 1 min a 60°C. Les résultats exprimés en unités de fluores-
cence en fonction du nombre de cycles PCR sont analysés grace au logiciel 7500 v2.3. Chaque

échantillon a été amplifié en duplicat.

Les performances des PCR p53 ont été vérifiées grace a des dilutions en cascade au 10°me
des trois ADN témoins. Les qPCR ont été réalisées en duplicat sur chaque ADN isolé ou
sur des mélanges. Pour estimer la proportion de cellules parasitaires dans les échantillons,
des mélanges des ADN hote et parasite ont €té effectués. Pour cela, un nombre constant de
copies de génome de 1’hdte est déposé, auquel est ajouté un pourcentage choisi de génome
parasitaire, calculé grace a la concentration de I’échantillon et a la taille du génome de chacune

des especes. Chaque pourcentage a €té analysé en triplicat.

Concernant les qPCR sur les ADNc, sur le modele de MATSUMOTO et al. (2006), les per-
formances ont été vérifiées grace a des dilutions des produits de PCR préalablement amplifiés,
purifiés et dosés. Le nombre de copies a été calculé grace a la longueur de I’amplimere. Les

dilutions, de 2.10° a 2.10" copies, ont été analysées en triplicat.

2.2.3 Reésultats

2.2.3.1 Validation in vitro des amorces

A partir des ADN disponibles de chacune des espéces, la spécificité des amorces p53 a été

vérifiée in vitro, entre la souris et le parasite, puis entre I’ Homme et le parasite.

Apres une extraction ARN et une synthese des ADNc a partir des trois échantillons de
foies sains de souris et des trois échantillons de foies humains sans pathologies infectieuses,
la spécificité des amorces ciblant théoriquement uniquement des transcrits parasitaires a été
vérifiée. Les amorces ARNrLSU se sont révélées non spécifiques (amplifiant de I’ADNc hu-
main et murin), ainsi que les amorces ciblant 1’actine dans le cas des échantillons humains.
Les amorces ARNrLSU n’ont donc pas été utilisées pour I’analyse de la viabilité parasitaire.
Les amorces ciblant les transcrits de 1’actine ont été testées dans le cas du modele animal, mais

pas pour les échantillons humains.
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2.2.3.2 Vérification des performances des qPCR p53

Des dilutions en cascade au 10°™ des ADN de chacune des especes ont été effectuées. Les
ADN ont été analysés purs ou dans un mélange hote-parasite afin de vérifier les performances

des qPCR. Les résultats sont regroupés dans le tableau 2.5.

TABLE 2.5 — Performances des PCR p53 Souris-Parasite

1 ADN seul Mélange d’ADN
Cible Souris Parasite Souris Parasite
Pente -3,2202  -3,6124  -3,4820  -3,6657
Efficacité 2,04 1,89 1,94 1,87
R2 0,9880 0,9987 0,9836 0,9978

La complexification de I’échantillon en mélangeant les ADN n’a pas diminué les perfor-
mances des qPCR qui ont gardé des linéarités et des efficacités satisfaisantes. Le méme travail

a ensuite été réalisé pour le couple Homme-parasite.

TABLE 2.6 — Performances des PCR p53 Homme-Parasite

1 ADN seul Meélange d’ADN
Cible Homme Parasite Homme Parasite
Pente -3,8584 -3,8331 -3,7609 -3,6702
Efficacité 1.82 1.82 1,84 1,87
R? 0,9935 0,9961 0,9925 0,9951

Pour le systtme Homme-parasite, les efficacités sont supérieures a 1,8 et le coefficient de
corrélation est supérieur a 0,99. Le mélange des ADN ne modifie pas les performances des

PCR. Les résultats sont regroupés dans le tableau 2.6.

2.2.3.3 Estimation de la proportion de cellules parasitaires

Les génomes de la souris et du parasite étant de tailles trés différentes, les concentrations
des extraits témoins ont été mesurées par spectrophotometre, puis les nombres de copies de
génome ont été calculés. Une quantité constante d’ADN de souris a ensuite été déposée, et
de ’ADN d’E. multilocularis a été ajouté dans des proportions fixées de 1 % a 75 % de la
quantité totale des ADN. La figure 2.5 représente les différences de Cq entre la souris et le
parasite pour les différentes proportions d’ADN parasitaire. La distribution des points a été

modélisée par une fonction logarithme, dont le coefficient de corrélation est de 0,98.

66



2.2.3 Résultats
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FIGURE 2.5 — Modélisation de I’écart de Cq en fonction de la proportion d’ADN parasitaire
dans I’échantillon murin.

Sur le méme modele, les essais ont été réalisés pour les ADN de ’'Homme et du parasite,
avec des pourcentages variant de 1 a 50 %. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure
2.6.

—
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f(x) = 1,86 In(x) — 10,27
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FIGURE 2.6 — Modélisation de I’écart de Cq en fonction de la proportion d’ADN parasitaire
dans I’échantillon humain.

Les échantillons des trois souris infectées et des trois lésions humaines ont ensuite été
analysés. Pour les trois souris (14460, 14461 et 2018-0015), deux fragments (E1 et E2) ont
pu étre extraits pour chacune. En revanche, la taille des 1ésions disponibles pour le patient T.I.
était limitée. Un seul extrait a pu étre réalisé pour les deux Iésions de I’épiploon (Epiploon 1 et
Epiploon 2). Concernant la Iésion de la rate, deux fragments (Rate E1 et E2) ont été analysés.

Les pourcentages de cellules parasitaires calculés grace aux courbes présentées précédemment
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sont regroupés dans le tableau 2.7. Dans tous les cas, les cellules parasitaires ne représentent

qu’une minorité de 1’échantillon qui a été extrait.

TABLE 2.7 — Pourcentage de cellules parasitaires dans les différents échantillons murins et
humains

% de cellules parasitaires dans le fragment analysé

El E2
Souris 14460 0,92 0,17
Souris 14461 0,01 <ld
Souris 2018-0015 0,55 0,58
Epiploon 1 <Id -
Epiploon 2 9,13 -
Rate 2,94 7,54

<Id : inférieur a la limite de détection. Les PCR p53 hote sont positives
mais pas les PCR p53 E. multilocularis. - : absence d’échantillon.
E1l : 1¢ fragment analysé; E2 : 2¢m¢ fragment analysé

2.2.3.4 Etude des transcrits

Les performances des qPCR ont été tout d’abord vérifiées a 1’aide des gammes de produits
de PCR dilués. Les résultats sont synthétisés dans le tableau 2.8. Les efficacités sont entre 1,76

et 1,93; tous les carrés des coefficients de corrélation sont supérieurs a 0,99.

TABLE 2.8 — Performances des qPCR pour I’étude de la viabilité

[3-tubuline 2 elp actine  14-3-3 B/  14-3-3 (/6

Pente -3.5215 -3,9076 -3,5445  -3,5011 -4,0913
Efficacité 1,92 1.80 1.91 1,93 1,76
R? 0,9995 0,9962  0,9988 0,9992 0,9990

Parallelement a I’extraction d’ADN, qui a permis 1’estimation du pourcentage de cellules
parasitaires, I’extraction de I’ARN a été réalisée. Concernant les souris infectées, les qPCR
ont été réalisées pour les 5 cibles, pour les deux fragments extraits, en duplicat. La figure 2.7
montre I’estimation du nombre de copies de chacune des cibles, a chaque fois pour les deux
fragments analysés. Tous les extraits sont positifs, avec de grande variation selon les cibles et

selon le fragment analysé.

Sur trois 1€sions humaines disponibles, seule la 1ésion de la rate était en quantité suffisante
pour faire deux extractions sur 50-100 mg de tissu. Les deux lésions d’épiploon n’ont été

extraites qu'une seule fois. Les qPCR pour les 4 cibles spécifiques ont été réalisées en duplicat.
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FIGURE 2.7 — Résultats des qPCR pour les souris. Pour chaque souris, les deux fragments ont
été analysés pour les 5 cibles.

Les résultats sont présentés dans la figure 2.8 en copies par microlitre d’ADNc. Les trois

1ésions ont présenté des résultats positifs.

2.2.4 Discussion

Le traitement de choix de 1’échinococcose alvéolaire est la chirurgie radicale (BRUNETTI
et al., 2010). En effet, le traitement médicamenteux repose sur les dérivés benzimidazolés
(albendazole le plus souvent), qui sont considérés comme uniquement parasitostatiques dans
la plupart des cas (AMMANN et al., 1994). Cependant ces traitements entrainent des effets
secondaires, un suivi assez lourd, et un codt. De plus, des effets parasitocides du traitement
ont déja été rapportés, ce qui laisse la possibilité de prévoir, dans certains cas, des arréts de
traitement (AMMANN et al., 2015).

Afin de pouvoir arréter le traitement le plus précocement possible, des biomarqueurs sont
utilisés : la recherche d’anticorps anti-Em18 et la TEP-TDM. Ces biomarqueurs, validés em-
piriquement par I’utilisation en clinique, n’ont pas encore été évalués biologiquement, au ni-

veau cellulaire et moléculaire. Nous avons donc voulu étudier la viabilité parasitaire grace a
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FIGURE 2.8 — Résultats des qPCR pour les 1ésions humaines.

la quantification de transcrits parasitaires dans les 1ésions, d’abord d’un modele animal, afin

de valider I’approche, puis dans les 1ésions de pieces opératoires d’un patient.

D’autres méthodes que la quantification de transcrits existent pour évaluer la viabilité des
cellules d’E. multilocularis. Selon WILSON et al. (1992), la meilleure technique pour estimer
la viabilité, et la seule directe, consiste a injecter du matériel parasitaire frais du patient a des
campagnols et a observer I’éventuel développement. Cette technique nécessite d’avoir acces
au matériel parasitaire du patient, donc a la réalisation d’un geste invasif dans la cas des pa-
tients inopérables. De plus, étant donné 1’hétérogénéité de la 1ésion et le caractere biologique
du test, trois campagnols étaient habituellement testés a chaque fois. Toutes ces contraintes
rendent impossible I’utilisation de ce test, aussi bien sur nos échantillons conservés en RNA-

later et congelés, que sur de plus larges cohortes, ou méme en routine hospitaliere.

Depuis I’article de WILSON et al. (1992), une technique de culture in vitro des métaces-
todes a été mise au point (SPILIOTIS et al., 2004) a partir du matériel parasitaire prélevé sur
des rongeurs, infectés par injection intra-péritonéale. La méme équipe a ensuite montré la pos-
sibilité de régénérer des vésicules completes a partir de cellules germinales (SPILIOTIS et al.,
2008). Ce protocole prouverait la présence de cellules germinales viables chez le patient, ca-

pables de former de nouvelles vésicules, s’il était mis au point a partir des 1ésions humaines.
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Les méthodes décrites sont cependant tres longues : il est par exemple nécessaire de culti-
ver les vésicules de métacestode pendant trois mois en présence d’hépatocytes de rat avant
de passer a I’étape en conditions axéniques sans cellules d’hote, puis de passer a I’étape de
génération de nouvelles vésicules. De telles cultures in vitro sont, de plus, trés sensibles. Elles
demandent de la technicité et des prélevements frais.

Il existe une méthode d’évaluation de la viabilité par détection de I’incorporation d’un nu-
cléotide modifié, le 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU). Seules les cellules viables, synthétisant
de I’ADN, incorporent ce nucléotide (CARBAJO et al., 1992). Cette technique mesure les cel-
lules proliférant (en phase S du cycle cellulaire), mais pas I’ensemble des cellules viables. De
plus, cette méthode repose d’abord sur une culture cellulaire de matériel, ce qui pose le pro-

bleme du mélange des cellules parasitaires et de 1’hote, ces dernieres étant en large majorité.

D’autres méthodes existent pour déterminer la viabilité. Les méthodes d’exclusion d’un
colorant (bleu Trypan, iodure de propidium...) reposent sur 1’intégrité de la membrane cellu-
laire (STROBER, 2001). Il est considéré que la cellule est viable si sa membrane est integre,
tandis qu’une membrane perméable, c’est-a-dire laissant pénétrer le colorant a I’intérieur de la
cellule, sera le t¢émoin d’une cellule non viable. Cette théorie a cependant des contre-exemples,
avec des cellules mortes comprenant une membrane non perméable ; tandis que des cellules
viables peuvent avoir une membrane perméable qui sera réparée par les mécanismes cellulaires
(CANGELOSI et al., 2014). Ces méthodes d’exclusion d’un colorant, rapides et peu coliteuses,
sont classiquement utilisées sur des organismes unicellulaires ou des cellules en suspension. Il
a été montré que ce principe pouvait étre adapté a un tissu (NATH et al., 2005). Cependant le
tissu (les glandes salivaires de chironomes, un insecte comparable au moustique) comprenait
environ 22 cellules, qui sont en mono-couche. Pour des tissus plus complexes, il s’agit de sé-
parer d’abord les cellules pour obtenir des cellules en suspension (ANNARATONE et al., 2013).
Dans notre cas, plusieurs problemes se posent : le taux de mortalité avec la conservation de
plusieurs mois dans du RNAlater congelé a -80°C, le taux de mortalité associé a la mise en
suspension des cellules, et enfin la reconnaissance des cellules parasitaires isolées dans une

suspension de cellules humaines.

L’amplification d’ ADN, apres un traitement par propidium monoazide (PMA), des cellules
peut aussi servir de marqueur de viabilité (CANGELOSI et al., 2014). Comme I’exclusion des
colorants, cette méthode est basée sur la capacité des membranes a ne pas laisser pénétrer
un produit dans la cellule. Si les membranes sont perméables, le PMA se lie a I’ADN grace
a une photo-activation. Le PMA 1i€¢ a I’ADN perturbe I’amplification. Cette technique est
appelée PCR de viabilité, ou PMA-PCR. Elle présente I’avantage d’étre spécifique des cellules

parasitaires grace au choix des amorces, mais aussi les mémes inconvénients que les méthodes
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d’exclusion d’un colorant. En outre, la PMA-PCR a été comparée a la RT-qPCR dans le cadre
de la détection de la viabilité d’oocystes de Crysptosporidium dans I’eau (LIANG et al., 2012).
Suite a certains traitements de désinfection appliqués aux échantillons (peroxyde d’hydrogene,
ammonium, conservation de plusieurs mois au réfrigérateur), la PMA-PCR a été incapable de
détecter la perte de viabilité des oocystes, comme apres le traitement a I’ammoniac. La RT-
gPCR s’est également montrée beaucoup plus sensible, dans le cas de la perte de viabilité suite

a la conservation des oocystes a long terme au réfrigérateur.

Pour estimer la viabilité, la technique au MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium) est connue depuis les années 80. Ce produit ajouté au milieu de
culture des cellules est réduit par les enzymes mitochondriales en formazan, et précipite en un
composé coloré (M. XU et al., 2015). La quantité de précipité est proportionnelle au nombre
de cellules vivantes et a leur activité mitochondriale. Apres un temps d’incubation, les cellules
et le précipité sont dissous par un composé organique. Le dosage se fait simplement par lecture
de I’absorbance avec un spectrophotometre. Le mélange de cellules humaines et parasitaires

rend cette technique impossible a utiliser sur nos échantillons.

La quantification de cibles ARN parasitaires nous a donc semblé le plus approprié pour
évaluer la viabilité de pieces opératoires de patients conservées en RNAlater. C’est aussi la
méthode choisie par MATSUMOTO et al. (2006). In vitro et in vivo sur modele murin, la quan-
tification d’ARNm a été utilisée pour évaluer la viabilité d’E. multilocularis. Les deux cibles
définies par Matsumoto et al. ont été utilisées dans notre laboratoire pour une premiere étude
sur des pieces opératoires de patients (Fatima MIRZABAYLI, « Viabilité parasitaire et 1ésions
d’échinococcose alvéolaire humaine », Mémoire de Master 2 Recherche, sous la direction de
Frédéric Grenouillet, 2015, 29 pages, non publié). Sur les 80 échantillons provenant de 11 pa-
tients différents, seuls 6 échantillons ont présenté des résultats positifs en qPCR. Les 6 échan-
tillons provenaient de 2 patients avec des traitements pré-opératoires tres courts. Un troisi¢me
patient de la cohorte avait eu un traitement tres court, du fait d’une intolérance aux benzimida-
zolés, mais présentait des résultats en qPCR négatifs. Ces résultats négatifs avaient été€ imputés
a un probleme d’extraction et/ou de rétro-transcription, d’ou notre choix de I’utilisation d’un
modele animal afin de valider le protocole. Nous avions donc choisi de conserver, dans notre
travail, les deux couples utilisés par MATSUMOTO et al. (2006), mais aussi d’ajouter au panel
d’autres cibles citées dans la littérature, I’expression des genes parasitaires pouvant étre mo-
difiée selon 1I’hote. De plus, nous avons tenté de dessiner une cible sur ARNr afin d’augmenter
la sensibilité, mais notre essai s’est révélé non spécifique vis-a-vis du tissu de 1’hdte et donc

non utilisable.

Pour les mémes raisons d’hétérogénéité 1€sionnelle que précédemment évoqué pour la
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méthode d’injection a des campagnols, nous avons extrait deux fragments par lésion chez les
souris, et dans la mesure du possible, pour le patient. De plus, afin de vérifier la présence de
cellules parasitaires dans I’échantillon extrait, nous avons mis au point des PCR sur le gene
pS3, gene présent chez les especes étudiées. Dans tous les cas, les cellules de 1’hote sont lar-
gement majoritaires dans les échantillons de souris. Pourtant, les 1ésions suite a une injection
intrapéritonéale sont facilement visualisables a I’ceil nu. Les pourcentages semblent supérieurs
dans le cas des échantillons humains. Cependant, I’ADN humain qui a servi pour la réalisation
de la gamme de différence de Cq, était un ADN commercial ; alors que les deux autres (murin
et parasitaire) ont été extraits au laboratoire. Il est donc possible qu’une différence dans la
qualité des échantillons ait faussement augmenté le pourcentage de cellules parasitaires dans
I’échantillon humain en donnant des Cq plus précoces que les ADN extraits manuellement.
La gamme pour la proportion de cellules parasitaires dans un échantillon humain nécessite-
rait donc d’étre validée avec deux échantillons (parasite et humain) provenant du méme type

d’extraction.

Parmi les cibles testées, les transcrits du gene 14-3-3 3/« se sont révélés étre globalement
la cible la plus sensible. Les résultats ont été positifs pour cette cible, méme sur des échan-
tillons qui étaient sous la limite de détection concernant la proportion de cellules parasitaires.
Cette cible pourrait donc €tre retenue pour analyser la présence d’ARN dans les Iésions de
I’ensemble des pieces opératoires disponibles dans la cohorte EchinoVista. Il pourrait égale-

ment étre intéressant de tenter un nouveau design d’amorces ciblant I’ARN ribosomal.

L analyse des transcrits parasitaires est un marqueur direct de la viabilité d’E. multilocu-
laris sur tissu parasité. Notre travail a permis de tester une extraction séquentielle ARN-ADN
et de valider I’approche grace au modele animal, témoin positif de viabilité parasitaire. Nous
avons ensuite testé notre protocole sur trois 1ésions d’un patient. Ce patient a été choisi car il
n’avait eu qu’un traitement par albendazole tres court (1 mois), trois mois avant la chirurgie. Il
présentait de multiples lésions sur différents organes. Certaines 1ésions avaient, de plus, mon-
tré une extension par imagerie durant le suivi pré-opératoire. Le matériel parasitaire est donc

considéré comme viable et a servi de témoin positif dans notre étude.

La suite de notre travail consisterait a appliquer le protocole a 1’analyse des pieces opé-
ratoires des patients de la cohorte EchinoVista. Cependant, les pieces opératoires de cette
cohorte risquent de comporter des limites. Etant donné le caractére invasif du geste, les échan-
tillons disponibles ne concernent que les patients opérés (1/3 des patients de la cohorte), donc
initialement jugés opérables (Protocole en annexe dans le tableau B.1). Seules certaines par-
ties du foie sont représentées dans les échantillons disponibles. De méme, des 1ésions trop

étendues ou avec des métastases ne sont pas opérables, donc non disponibles.
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Pour conclure, cette étude exploratoire de différents transcrits parasitaires a permis de
montrer, via la PCR p53, que la proportion de cellules parasitaires était tres faible dans les
échantillons. Cependant, la technique a permis de détecter des ARN parasitaires sur des échan-
tillons avec ces faibles proportions de cellules parasitaires. La cible /4-3-3 3/« serait la

meilleure candidate pour 1’analyse directe de la viabilité des lésions humaines.
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Chapitre 3

Valorisation de travaux sur

I’échinococcose

3.1 Evaluation d’un test sérologique de

I’échinococcose kystique

3.1.1 Introduction

EK touche tous les continents (DEPLAZES et al., 2017), plus d’un million de personnes
sont infectées, avec une incidence annuelle de 50 nouveaux cas pour 100 000 personnes dans
certaines régions endémiques (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Les retombées éco-
nomiques sont importantes, avec un cofit global estimé a environ 2 milliards de dollars, du
fait du colit des traitements mais aussi des pertes économiques dans le secteur de I’élevage
(WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2011).

Il y a quelques années, comme pour I’EA, un consensus d’experts a établi les criteres pour
le diagnostic et le traitement de I’EK (BRUNETTI et al., 2010). Le diagnostic est basé sur
I’examen clinique, les techniques d’imagerie et la sérologie. La sérologie permet la détection
de biomarqueurs spécifiques mais indirects de la maladie : des anticorps dirigés contre les
antigenes d’E. granulosus. Un patient avec un examen clinique compatible avec une EK dans
une zone d’endémie, combiné a une technique d’imagerie ou une sérologie positive est un
cas possible. Le cas devient probable avec la combinaison de I’'imagerie et de la sérologie

positives. Enfin, le cas est confirmé notamment s’il y a une détection directe du parasite dans
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un prélevement : observation microscopique des protoscolex ou des crochets, ou examen de
biologie moléculaire positif pour I’amplification d’une séquence spécifique du parasite. Le
cas peut aussi €tre confirmé avec certains aspects d’imagerie spécifiques de 'EK (BRUNETTI
et al., 2010).

Les symptomes de ’EK ne sont pas pathognomoniques, 1’imagerie peut étre douteuse
ou inaccessible selon la zone d’habitation du patient, la sérologie peut donc avoir une place
importante dans le processus diagnostique. De nombreux tests sont disponibles sur le mar-
ché, avec différentes techniques (ELISA, hémagglutination, immunochromatographie, wes-
tern blot) et différents antigenes permettant la détection des anticorps (CARMENA et al., 2006).
La sensibilité et la spécificité varient selon les tests et selon les études réalisées (CHEN et al.,
2015; DELGADO et al., 2010; LIANCE et al., 2000; MANZANO-ROMAN et al., 2015; SAN-
TIVANEZ et al., 2015; TAMAROZZI et al., 2016 ; TAMER et al., 2015; WANG et al., 2013).

Différents antigenes sont utilisés pour le diagnostic de I’EK dans les trousses commer-
ciales. Le fluide hydatique, contenu dans les kystes, est la principale source historique d’an-
tigenes pour la détection des anticorps de patients. C’est un mélange complexe de protéines,
de sucres et de sels, provenant a la fois du métabolisme du parasite, mais aussi de composants
internalisés de I’hdte. Le probleme majeur avec cette source antigénique est le manque de
standardisation. En effet, il est récupéré sur des kystes d’animaux ou de patients infectés : de
nombreux parametres font varier sa composition. Le génotype du parasite, I’espece de 1’hote,
I’age du kyste, ou encore la présence ou non de protoscolex sont cités dans la littérature (AHN
et al., 2015b; SILES-LUCAS et al., 2017). Dans I’étude de LORENZO et al. (2005), plusieurs
lots de liquide hydatique provenant de bovins et d’ovins étaient comparés : pour obtenir des
sensibilité et des spécificités constantes, il a été nécessaire de faire largement varier la valeur
seuil des ELISA.

Deux antigenes principaux ont été décrits dans ce fluide hydatique. L’antigene 5 est une
protéine d’environ 400 kDa. L’antigéne B est aussi une protéine, composée de sous-unités de
8 kDa. Elle est codée par une famille multigénique et il existe 5 isoformes, notées de 1 a 5.
Certains kits utilisent I’une et/ou 1’autre des protéines sous forme plus ou moins purifiée a
partir du liquide hydatique. Pour augmenter la standardisation des techniques, des antigénes
recombinants de ces protéines ou d’autres ont été produits. L’ensemble des antigénes natifs,

purifiés ou recombinants utilisés a récemment été synthétisé par SILES-LUCAS et al. (2017).

Quel que soit I’antigene utilisé, le diagnostic sérologique présente un taux de faux négatifs
plus élevé que celui de I’EA (15-20 % pour les kystes hépatiques, 30 % pour les kystes pul-

monaires). En cas de résultats négatifs a I’ELISA et a ’'HAI, mais avec des données cliniques
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et radiologiques tres en faveur d’une échinococcose, la HAS recommande donc la réalisation

d’un western blot, malgré le dépistage négatif (HAS, 2017).

3.1.2 Contexte et données disponibles

De nouveaux tests sérologiques pour le diagnostic de 1’échinococcose sont régulierement
mis sur le marché. La société espagnole Vircell a développé un test de diagnostic rapide de
I’échinococcose kystique : VIRapid@®) HYDATIDOSIS, basé sur I’antigéne 5/B.

Les performances du test annoncées par le fournisseur sont excellentes, aussi bien en terme
de sensibilité que de spécificité. Deux articles ont également évalué les performances du test
(TAMAROZZI et al., 2016; TAMER et al., 2015). Dans les trois cas, la cohorte de patients in-
clus est uniquement rétrospective, et ne comprend aucun patient atteint d’EA. Seule 1’étude
de TAMER et al. (2015) a inclus des patients souffrant d’autres pathologies parasitaires (leish-

maniose, toxoplasmose et teniase).

Récemment, il a été souligné I’importance de la phase d’évaluation des tests de diagnostic
rapide de I’EK, souvent utilisés dans des zones ou les laboratoires sont peu équipés (TAMA-
ROZZI et al., 2017). Selon les auteurs, I’évaluation devrait inclure des tests de spécificité avec
des patients souffrant d’infections a helminthes, connues pour provoquer des réactions croi-
sées en sérologie, ainsi que des patients avec des infections non-parasitaires mais dont les
caractéristiques peuvent interférer sur les performances du test (présence d’auto-anticorps par
exemple). La méme équipe recommande de plus, 1’évaluation en conditions réelles, sur une

cohorte prospective.

Le test VIRapid® HYDATIDOSIS a été réalisé en parallele des techniques habituelles du
laboratoire de sérologie du CHRU de Besangon. Pour 339 patients (une cohorte rétrospective
et une cohorte prospective), nous disposions donc des résultats des techniques de premiere, et

seconde intention le cas échéant, ainsi que du résultat du test de diagnostic rapide.

3.1.3 Objectifs

L’objectif du travail était d’analyser les résultats bruts disponibles au laboratoire, afin
d’évaluer les performances du test (sensibilité, spécificité, rapports de vraisemblance positif

et négatif), dans une optique de valorisation et de diffusion a la communauté scientifique.
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3.1.4 Méthodologie

L’analyse des résultats du test de diagnostic rapide a été réalisée a 1’aide du logiciel R ver-
sion 3.2.3 (URL https ://www.Rproject.org/, R Foundation for Statistical Computing, Vienne,
Autriche), ainsi que du package pROC version 1.8 (ROBIN et al., 2011) pour les calculs d’in-
tervalles de confiance, basés sur la méthode de bootstrap. L’intérét de cette méthode est qu’elle

ne nécessite pas de connaitre la distribution de la population.

Ces performances ont ensuite été comparées aux performances de la trousse commerciale
Echinococcus granulosus ELISA (Bordier Affinity Products, Crissier, Switzerland), utilisée
comme test de premiere intention au laboratoire. Pour cela, le test de McNemar pour données
appariées (comparaison de la sensibilité et de la spécificité) ainsi que le test des rangs de
Spearman (corrélation entre I’intensité de la bande du test rapide et la valeur de I’ELISA) ont

été mis en ceuvre.

3.1.5 Article « Evaluation a grande échelle d’un test de
diagnostic rapide pour I’échinococcose kystique

humaine »

Titre : Large-scale evaluation of a rapid diagnostic test for human cystic echinococcosis

Auteurs : Alice Baraquin, Houria Zait, Florence-Elisabeth Grenouillet, Elise Moreau, Bous-

sad Hamrioui, Frédéric Grenouillet
Journal : Diagnostic Microbiology and Infectious Disease (DMID)
Accepté : 4 juin 2017
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Cystic echinococcosis (CE) is a neglected zoonotic disease, diagnosed through clinical findings, imaging
techniques, and serology, for which many serological tests are available. Here we report a rapid unit assay, the
immunochromatographic VIRapid® HYDATIDOSIS test (Vircell, Granada, Spain), potentially suitable for labora-
tories in low-prevalence or poorly equipped areas. This test was evaluated with a large retrospective cohort
(224 sera), including patients suffering from CE or from other parasitic or liver diseases. The test was also
assessed in routine conditions with a prospective cohort (115 sera) in areas where both cystic and alveolar echi-

lc(ztvf :ﬁ;mococmsis nococcoses have been diagnosed. Its performance (in terms of sensitivity, specificity, and both positive and neg-
Hydatidosis ative likelihood ratios) was similar to an ELISA based on a crude antigen. Our study shows that this test performs
Diagnosis adequately in the diagnostic process, when used with caution, especially regarding cross-reactivity with other
Rapid diagnostic test parasitic diseases.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Human echinococcoses are caused by the larval stage of parasites be-
longing to the genus Echinococcus. The main forms are cystic echinococ-
cosis (CE, also called hydatidosis) due to E. granulosus sensu lato, and
alveolar echinococcosis (AE) due to E. multilocularis. The definitive
hosts of the parasite are carnivores, principally dogs for CE, and foxes
for AE. Humans are infected through ingestion of parasite eggs. Living
in rural endemic areas with the presence of free-roaming dogs (for
CE) and/or foxes (for AE), and being a dog owner are among the param-
eters that lead to a higher risk of human infection (Deplazes et al.,, 2017,
Piarroux et al., 2013; Possenti et al., 2016).

Echinococcoses are chronic, complex and neglected diseases that
mainly affect the liver and/or lungs. They represent a public health
problem, affecting more than one million people (World Health Organi-
zation and World Organisation for Animal Health, 2011). Echinococcus
granulosus sensu lato has a worldwide distribution, with the highest
prevalence of CE in the Mediterranean region, China and South
America. Echinococcus multilocularis is limited to the northern hemi-
sphere, with central Europe, Turkey, Russia, and China being the main
regions affected (Deplazes et al., 2017). In several vast regions of the

* Corresponding author. Tel.: +-33-3-70-63-23-54; fax: +-33-3-70-63-21-27.
E-mail address: fgrenouillet@chu-besancon.fr (F. Grenouillet).

http://dx.doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2017.06.002
0732-8893/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

world, such as Turkey, Russia and China, the 2 species are co-endemic,
thus making differential diagnosis more difficult.

Both cystic and alveolar echinococcoses are complicated to treat,
sometimes requiring extensive surgery and/or prolonged drug therapy
(Brunetti et al., 2010; Nunnari et al., 2012). In both CE and AE, infection
is followed by a long asymptomatic incubation period, which can last
several years before diagnosis and/or occurrence of symptoms. The
E. multilocularis metacestode develops as a slowly growing, infiltrative,
tumor-like mass lesion, with a primary lesion able to spread by infiltra-
tion and metastasis. When symptomatic, patients generally present
with icterus, abdominal pain and/or hepatomegaly. Development of
E. granulosus sensu lato larvae leads to single, or sometimes multiple,
well-delimited fluid-filled cysts. Secondary cysts in other organs or tis-
sues result from spontaneous or trauma-induced primary cyst rupture.
Clinical symptoms usually occur when the cyst compresses or ruptures
into neighboring structures. Because of the potentially long clinical la-
tency, diagnosis may be fortuitous, during examination by ultrasound
and/or other imaging techniques, or can occur at a later stage, when
symptoms are present. Early diagnosis and prompt treatment are essen-
tial to treat these diseases efficiently.

Diagnosis is based on clinical findings, imaging techniques (ultraso-
nography is typically used; conventional radiography, computed axial
tomography and/or magnetic resonance imaging may also be required
in certain cases), and serology (Brunetti et al., 2010). PCR-based
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methods are also available for the molecular detection of the parasite
and can be very helpful (Grenouillet et al., 2013; Siles-Lucas et al.,
2017). Depending on the prevalence of the disease and the resources
available in a given region, the radiologist may be more or less experi-
enced in recognizing echinococcosis lesions (Bartholomot et al., 2002;
Romig et al., 1999), while laboratories in the region may be more or
less well equipped to perform serological analysis. For the 2 diagnoses,
many different suppliers produce serological tests, belonging to 3 differ-
ent categories: ELISA, indirect hemagglutination, and western blot. The
performance (sensitivity and specificity) of these tests depends on the
antigen used (crude antigen or recombinant protein) (Carmena et al.,
2006, 2007), the disease stage, the site of the lesion, the number and
size of lesion(s), and any anthleminthic treatments (Lissandrin et al.,
2016; Manzano-Roman et al., 2015; Wang et al., 2013). The characteris-
tics of the lesions have a higher impact on diagnosis performance for CE.
Without clear clinical images and/or the possibility of confirming the di-
agnosis with serology, echinococcosis can be underdiagnosed or
misdiagnosed, leading to inadequate patient management (Stojkovic
etal, 2015). In the differential diagnosis of echinococcosis, a misdiagno-
sis, especially of neoplasm or of CE in AE patients, has serious conse-
quences for the patient.

Developing accurate and sensitive rapid diagnostic tests (RDT)
based on immunochromatography could solve these problems of labo-
ratory and/or equipment availability (notably for field use), by facilitat-
ing rapid individual testing in low-prevalence areas (where laboratories
have few serology requests), and speedy confirmation of results from
another technique. In this way, the immunochromatographic test
VIRapid® HYDATIDOSIS (Vircell, Granada, Spain) has been developed,
based on an HPLC-purified E. granulosus 5/B enriched antigen. This
test is a rapid-to-apply solution with easy-to-read results. The supplier
advertises excellent performance, with 94.7% sensitivity and 99.5%
specificity, but only blood donors and highly immunoreactive CE pa-
tients were tested (Delgado et al,, 2010). Two previous studies have de-
scribed the performance of this RDT in different contexts (Tamarozzi
et al,, 2016; Tamer et al., 2015). In Tamarozzi et al., which tested 190
sera, the control group was patients with non-parasitic hepatic cysts,
and in Tamer et al.,, which tested 84 sera, the control group was healthy
donors and patients with other parasitic diseases. However, no previous
study has included patients with alveolar echinococcosis, nor prospec-
tively assessed this test.

The aim of our study is therefore to evaluate the performance of the
RDT from Vircell, with a large panel of patients, including a retrospective
panel of well-defined sera, and a prospective cohort representative of
Echinococcus serologies, routinely performed in a laboratory for a vari-
ety of reasons in an endemic area of AE, with a lower frequency of CE
infection.

2. Material and methods
2.1. Clinical specimens

This study included 2 cohorts of patients: a retrospective panel of
sera from patients with well-defined diagnoses, and a prospective
serum panel. All sera were collected at diagnosis, thus excluding sera
for serological follow-up of patients.

2.1.1. Retrospective cohort
A total of 224 serum samples was included:

- 94 sera from patients with confirmed (n = 66) or probable CE (n =
28), and 25 sera from patients with confirmed or probable AE,
according to WHO criteria (Brunetti et al., 2010). Clinical and epide-
miological characteristics of CE patients are given in the supplemen-
tary data file;

- 43 sera from patients with other parasitic diseases (final diagnosis
of patients), comprised of 8 cases of hepatic amebiasis, 5 of

strongyloidiasis, 1 Loa loa filariasis, 3 neurocysticercosis, 13
toxocariasis, 5 schistosomiasis, and 8 hepatic fasciolosis;

- 55 sera from patients with non-parasitic hepatic diseases, comprised
of 13 cases of hepatic carcinoma, 19 of cirrhosis, 9 auto-immune
hepatitis, 6 Caroli diseases, and 8 of other liver diseases (bacterial
liver abscess, simple hepatic cyst or angioma);

- 7 sera with rheumatoid factor.

Probable cases of echinococcoses are patients with positive serology
and imaging. Confirmed cases will have a positive histopathological
and/or a molecular diagnosis but may be from patients with negative
serology (Brunetti et al., 2010). All other definitive diagnoses, i.e. for dis-
eases other than CE or AE, were based on several criteria (gold-standard
laboratory techniques, physical examination and/or imaging tech-
niques). Patient serum samples were obtained from the Parasitology &
Mycology Department, University Hospital of Besan¢on, France, and
from the Parasitology & Mycology Department of Mustapha University
Hospital, Algiers, Algeria.

2.1.2. Prospective cohort

Over a period of 4 months, at the University Hospital of Besangon,
France, all patients with an echinococcosis analysis request, and with
no pre-existing echinococcosis diagnosis were recruited, thus reaching
a total of 115 patients.

2.2. Serology analysis

2.2.1. Standard laboratory diagnostics

Samples from both cohorts were analyzed with 3 first-line tests: in-
direct hemagglutination (Fumouze, Levallois Perret, France) with a
lowered cut-off of >80 (Bart et al., 2007); Echinococcus granulosus
ELISA (Bordier Affinity Products, Crissier, Switzerland) with a lowered
cut-off OD ratio of 0.9; and Em2plus ELISA (Bordier Affinity Products)
with a lowered cut-off OD ratio of 0.6. Apart from the modified cut-
offs, all tests were performed according to the manufacturer's recom-
mendations. If at least one first-line test was positive or equivocal, an
immunoblot test (Echinococcus Western Blot IgG, LDBIO Diagnostic,
Lyon, France) was used to confirm the positive result, as proposed in
French National Health Ministry recommendations (available on the
website from French National Health Insurance at http://www.codage.
ext.cnamts.fr/f_mediam/fo/nabm/DOC043.pdf) and WHO-IWGE guide-
lines (Brunetti et al., 2010). The combination of the tests and the use of
lowered cut-off values, for [HA (Bart et al,, 2007) as well for Echinococcus
granulosus and Em2y,s ELISA (unpublished data) optimize the sensitiv-
ity of first-line analyses. A positive immunoblot is then required to con-
firm a positive sample or eliminate a false positive sample.

2.2.2. Rapid diagnostic test

The VIRapid® HYDATIDOSIS (Vircell, Granada, Spain) test was per-
formed according to the manufacturer's recommendations, and each
test was read independently by 2 different operators. The test line inten-
sity was assessed by comparison with the intensity card supplied in
each kit. Five levels of color intensity can be read, ranging from O to 3.
The cut-off value is 0.5. If the Vircell test was equivocal (a faint band,
but lower than 0.5, was present), a second test was performed.

2.3. Data analysis

For both cohorts, sensitivity and specificity were calculated, follow-
ed by positive [LR* = sensitivity/(1 — specificity)] and negative
[LR™ = (1 — sensitivity)/specificity] likelihood ratios. Concerning the
retrospective cohort, 2 cases were considered: a diagnosis of echinococ-
cosis (cystic or alveolar), and then a specific diagnosis of CE only (i.e., a
patient presenting with AE and testing positive would be considered a
false positive). All analyses used R version 3.2.3 (URL https://www.R-
project.org/, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.),
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with the additional package pROC version 1.8 (Robin et al., 2011), using
a bootstrap method for the 95% confidence intervals.

3. Results

A total of 339 serum samples was analyzed to evaluate the Vircell
RDT. In all 339 cases, the control band was present on the RDT and the
reading of the intensity was the same for the 2 operators. If the test
line was present but lower than 0.5 (equivocal test), a second test was
performed. In all cases (20 cases in the retrospective cohort and 11
cases in the prospective cohort), the second test led to the same nega-
tive result (no test line or lower than 0.5).

The retrospective cohort comprised 224 sera, while the prospective
cohort comprised 115 sera. Results for ELISA and RDT tests for the 2 co-
horts are shown in Fig. 1A and B. Results for each individual serum sam-
ple with the diagnostic tests conducted are available in the
supplementary data.

Of the 94 CE patients in the retrospective cohort (Fig. 1A), 73 sera
tested positive with the RDT, while 20 of the 25 AE sera also tested pos-
itive. False positive results were noted for parasitic diseases (2 out of 3
for cysticercosis and 4 out of 8 for fasciolosis), but also for non-
parasitic diseases (1 out of 13 for hepatic carcinoma, 3 out of 19 for cir-
rhosis, 1 out of 9 for auto-immune hepatitis, and 2 out 6 of for Caroli dis-
ease). Among the 94 CE patients, 41 were from Algeria. A Chi-squared
test showed that there is no significant difference (P = 0.13) between
the percentage of ELISA-positive sera from France and from Algeria.

Among the 115 patients in the prospective cohort (Fig. 1B), only 3
cases of CE and 12 of AE were identified, based on clinical findings, im-
aging techniques, and serological data (a positive first-line test con-
firmed by a positive immunoblot test). The RDT identified all 3 CE
sera, but also identified 9 AE cases, while the ELISA test identified only
2 CE sera and 11 AE cases. The remaining 100 patients were diagnosed
as negative for echinococcosis. Among these cases, 11 sera tested posi-
tive with the RDT, but negative with immunoblot: 2 were cases of sys-
tematic screening for AE (serology request for patient with a high risk
for AE but without specific symptoms), 3 for investigation of
hypereosinophilia (no ultrasonographic lesions), and 6 for investigation
of lesions previously detected by imaging techniques. For diseases other
than echinococcoses, however, the RDT produced nearly 4 times more
false positives than ELISA.

Test performances for the 2 cohorts (A and B) are shown in Table 1.
Performance for echinococcosis was calculated for both cohorts, but CE
performance could only be calculated for the retrospective cohort, as

there were only 3 CE cases in the prospective cohort. For the retrospec-
tive cohort, sensitivity, specificity, LR™ and LR~ for the RDT were 77.7%,
74.6%,3.1 and 0.30, respectively. For the broader diagnosis of echinococ-
cosis in the retrospective cohort, values for specificity (87.6%) and LR
(6.3) increased, while LR™ decreased to 0.25. Very similar values were
obtained for echinococcosis in the prospective cohort (specificity:
89%; LR™*: 7.3; LR™: 0.22). Sensitivity and specificity were compared be-
tween the 2 tests using the McNemar's test for paired data. Only the
specificity in the prospective cohort gave a significant P value (P =
0.02), showing a significant difference between the RDT and the ELISA.
Boxplots in Fig. 2 were used for descriptive comparison of ELISA
index distribution across RDT intensity. Overall, there is a positive corre-
lation between ELISA OD values and the semi-quantitative readings of
RDT intensity, with a Spearman's rank correlation coefficient of 0.71.

4. Discussion

Many commercial serological tests are available from different sup-
pliers for the diagnosis of CE and/or AE. This study evaluates the perfor-
mance of the immunochromatographic test VIRapid® HYDATIDOSIS in
an area where E. multilocularis is endemic, but of low prevalence for
E. granulosus. This test has previously been assessed in 2 differently de-
signed studies.

An even higher result (96.8%) than the 94.7% sensitivity advertised
by the supplier was obtained by the first study (Tamer et al., 2015),
whereas the second (Tamarozzi et al.,, 2016) detected 74.1% sensitivity,
close to the 77.7% obtained in our study. This difference in sensitivity is
probably explained by the selection process for the CE serum samples.
Active cysts (stages CE1 to CE3b) give more true positives than inactive
cysts (CE4 and CE5 stages) in serology (Lissandrin et al., 2016; Wang
et al., 2013). The study conducted by Tamarozzi et al. also showed a
cyst-stage dependent sensitivity (89.2% for active cysts versus 47.6%
for inactive cysts). Unfortunately, the cyst stage is not available for the
samples in our study because it requires an experienced ultrasonogra-
pher, which is rarely the case outside referral centers and university
hospitals, in low-prevalence areas like ours. Other factors can explain
variation in sensitivity, such as cyst location (Wang et al., 2013) or the
number of CE lesions (Lissandrin et al., 2016).

Regarding specificity, no studies were able to retrieve the excellent
99.5% value advertised by the supplier: Tamarozzi et al. obtained 96%,
Tamer et al. 87.5%, while we observed a much lower specificity of
74.6%. Patient selection for the negative control group is probably a
key factor. The supplier included only healthy donors, while Tamarozzi
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Fig. 1. Characteristics of sera included in both cohorts (A: retrospective, n = 224; B: prospective, n = 115) and results obtained with an Echinococcus granulosus ELISA (Bordier Affinity
Products) and with the Vircell RDT. The number of positive sera with the corresponding test is indicated in the gray area of each bar. CE = cystic echinococcosis; AE = alveolar

echinococcosis; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; RDT = rapid diagnostic test.
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Table 1

Test performances: sensitivity, specificity, and positive and negative likelihood ratios. For each parameter, 2 cases were considered: diagnosis of echinococcosis (a positive serum sample
from an AE patient is a true positive) or specific diagnosis of CE (a positive serum sample from an AE patient is a false positive).

A: retrospective cohort n = 224

B: prospective cohort n = 115

ELISA RDT ELISA RDT
Sensitivity % [95% CI] Echinococcosis 82.3[75.6-89.1] 78.2[70.6-84.8] 86.7 [66.7-100.0] 80.0 [60.0-100.0]
CE 80.9 [73.4-88.3] 77.7(69.1-86.2] ND
Specificity % [95% CI] Echinococcosis 85.779.0-91.4] 87.6(80.9-93.3] 97.0[93.0-100.0]* 89.0 [83.0-95.0]*
CE 715 [63.8-79.2] 74.6 (66.9-81.5] ND
LR+ Echinococcosis 5.8[3.6-10.4] 63 [3.7-12.7] 28.9[9.5- + ] 7.3 [3.5-20]
CE 2.8[2.0-42] 3.1[2.1-4.7] ND
IR~ Echinococcosis 0.21[0.12-0.31] 0.25[0.16-0.36] 0.14[0-0.36] 0.22 [0-0.48]
CE 0.27[0.15-0.42] 0.30 [0.17-0.46] ND

CE = cystic echinococcosis; 95% CI = 95% confidence interval; ND = not determined (too few CE cases). *P = 0.02 (McNemar's test); the only significant difference between all sensi-

tivities and specificities.

et al. selected non-parasitic hepatic cysts. Tamer et al. included 15 taeni-
asis (the same family as Echinococcus) and obtained 4 false positives.
The phylogenetically more distant parasites (Toxoplasma and Leishman-
ia) were less problematic in the Tamer et al. study. By including AE
cases, we addressed the issue underlined by Tamarozzi et al., but,
cross-reactivity decreased the specificity of the test, as expected. This
cross-reactivity between 2 species of the genus Echinococcus has previ-
ously been reported for other techniques in many studies (Carmena
et al., 2006; Ito et al., 2003). In our study, we assessed a large cohort of
control patients with other parasitic diseases, including AE. This ap-
proach led to a much lower specificity (74.6%), which was, however,
significantly increased (87.6%) when the broader diagnosis of echino-
coccosis was considered, instead of the narrower CE diagnosis. Similar
results concerning specificity were observed for both ELISA and RDT.
Even if these techniques lead to the primary diagnosis of echinococcosis,
the final differential diagnosis between CE and AE, based mainly on im-
aging techniques and immunoblot results, is necessary for optimal man-
agement of patients (Kern et al., 2017).

In our study, 2 out of 3 cysticercosis cases tested positive with the
RDT. The causative agent of cysticercosis belongs to the same family of
Taeniidae as Echinococcus. Although cross-reactivity with antibodies in
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Fig. 2. Boxplots of ELISA index distribution across intensities obtained with the RDT,
according to the manufacturer's recommendations with the intensity card. Boxes span
the first quartile to the third quartile (the interquartile range, IQR). Bold lines represent
medians. The whiskers extend to the most extreme data point, which is no more than
1.5 x IQR from the box. Data either 1.5 x IQR or more above the third quartile or 1.5
x IQR or more below the first quartile (outliers) are displayed as hollow circles.
ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; RDT = rapid diagnostic test.

sera from patients with schistosomiasis was reported in the review by
Carmena et al. (2006), in our study, all 5 samples were negative.
Concerning fasciolosis, 4 out of 8 cases were false positives. This cross-
reaction was not described by Carmena et al. (2006), but of all the stud-
ies based on native, recombinant and synthetic AgB peptides, only one
included patients with fasciolosis. This type of cross-reactivity was,
however, described in a Turkish study (Kaya et al., 2012), where an in-
direct immunofluorescence assay for E. granulosus on patients with
fasciolosis obtained false positive results. Cross-reactivity is a well-
known problem in parasitic serology, and several non-parasitic diseases
also produced false positives, especially cirrhosis and Caroli disease. This
rare disorder can be a differential diagnosis for type 1 lesions (Kantarci
etal, 2012).

Sensitivity and specificity comparisons between different studies
show that the selection procedure for inclusion in the retrospective co-
hort is crucial: in our study, several parasitic diseases of known cross-
reactivity with CE were present in the retrospective cohort, notably 25
AE cases. To avoid selection bias at enrollment, we also evaluated the
RDT with a prospective cohort. Over a 4-month period, all patients
with an echinococcosis analysis request and without a pre-existing di-
agnosis of echinococcosis were recruited. This cohort represents the
routine conditions of a laboratory receiving an echinococcosis analysis
request, often without any clinical information or imaging results. The
3 CE cases were correctly identified with the RDT, whereas a false neg-
ative result occurred with ELISA. However, 9 out of 12 AE cases were
also identified as positive with the RDT. The number of false positives
(11 cases in this cohort, where imaging techniques are not systematical-
ly used, or do not show a lesion) underlines the fact that it is more ap-
propriate to perform a serological test if a lesion has been observed
(Torgerson and Deplazes, 2009). Indeed, because of the low prevalence
of echinococcosis, ultrasound imaging followed by serology enhances
the number of true positives. Thus, for example, in endemic areas,
some people may be in contact with eggs, develop an immune response,
but may have an abortive echinococcosis (Bresson-Hadni et al., 1994;
Moro et al., 2005).

Other RDT are available and evaluated in the literature. For example,
the ADAMU-CE test (ICST Co. Ltd., Saitama, Japan), was assessed with
50 CE patients and 88 control samples (Santivafiez et al., 2015). In
terms of sensitivity, no statistically significant difference was found
with an ELISA test using the same antigen. Cross-reactivity also occurred
with AE in their study. More globally, the studies on RDT for CE diagno-
sis were recently reviewed by Tamarozzi et al. (2017). The RDT have
comparable sensitivity and specificity to the routine tests, and both
are influenced by the antigen used, the site and the stage of the cyst,
the antibody isotype detected (IgG +/— IgE), and the selection of posi-
tive and control samples. This review also suggests how further evalua-
tion of diagnostic tests should be performed.

Another crucial item when evaluating the performances of a test is
the choice of the gold standard to classify patients infected with Echino-
coccus. Should we include confirmed CE cases and/or probable CE cases,
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or cases based only on imaging data? A confirmed case requires a biopsy
of the lesion and demonstration of protoscoleces with direct microsco-
py, or a DNA analysis (Brunetti et al., 2010). A biopsy can be very useful
to diagnose AE (Bulakci et al., 2016), but can be deleterious due to the
risk of dissemination if CE is present (Brunetti et al., 2010). Imaging by
an experienced ultrasonographer could be the best criterion to classify
patients (Bartholomot et al., 2002; Tamarozzi et al., 2016). Here, we in-
cluded confirmed and probable CE cases (according to the WHO-IWGE
classification), based on imaging data and a positive immunoblot test.
This can lead to a bias, compared to an imaging-based definition, with
overrepresentation of immunoreactive patients in our “Cystic echino-
coccosis patients” group. On the other hand, the use of imaging criteria
alone could also lead to cases being classified as echinococcosis in the
absence of parasitic lesions. Although the study designs were different,
we obtained a similar result for sensitivity (77.7% in the retrospective
cohort) to the 74.1% observed by Tamarozzi et al. (2016).

We decided to calculate LR™ and LR~ instead of positive and nega-
tive predictive values (PPV and NPV) to evaluate and compare the per-
formances of the RDT and ELISA, because disease prevalence biases
predictive values (Simel et al., 1991). The RDT produces LR and LR~
values quite similar to those of ELISA for the retrospective cohort, but
slightly less efficient for the prospective cohort. It “failed” to identify
some AE cases (identifying only 9 out of 12), but it is marketed for the
detection of CE, which it accomplished successfully in all 3 cases present
in the prospective cohort. The University Hospital Besan¢on recom-
mends using 3 first-line methods, for increased sensitivity, and an im-
munoblot test for confirmation in the case of a positive result
(Brunetti et al., 2010). Current French recommendations require at
least 2 first-line tests. The RDT evaluated here is therefore perfectly suit-
able as a first-line test, particularly when the approved laboratory pro-
cedure can be carried out. The test is sufficiently sensitive to detect
echinococcosis, and an immunoblot test for confirmation (where possi-
ble) should differentiate between CE and AE cases (Liance et al., 2000).

To conclude, this rapid diagnostic test is able to give a speedy result
with minimal laboratory equipment. Our study confirms the perfor-
mances of this test, on 2 large but different cohorts, with different pop-
ulation patterns. In the case of a complete laboratory process, this RDT
can be one of the first-line tests, especially for laboratories with few re-
quests for echinococcosis analysis. This RDT is efficient for routine diag-
nosis, even if cross-reactivity with other parasitic diseases (especially
AE), and variables influencing serological response intensity must be
taken into account. However, all these limitations apply equally to all
other serological approaches. In low-resource areas, this RDT combined
with analysis by an experienced ultrasonographer can easily confirm a
CE diagnosis with very little equipment. Nevertheless, this proposed
screening approach has not yet been implemented and assessed in
areas where CE is highly endemic.

Conflicts of Interest

The manufacturer (Vircell) provided the RDT kits analyzed here, but
did not participate in any phase of the study, from its design to the anal-
ysis of the results, the conclusions reported here, or the writing of the
manuscript. The authors have no relevant affiliations or financial in-
volvement with any organization or entity with a financial interest in
or financial conflict with the subject matter or materials discussed in
the manuscript. This includes employment, consultancies, honoraria,
stock ownership or options, expert testimony, grants or patents re-
ceived or pending, or royalties.

Acknowledgments

The authors are grateful to the biologists, radiologists and clinicians
who participated in the diagnosis of patients and/or in the collection
of clinical data, especially Dr. Sylvie Lechat (Charleville-Mezieres). The
authors also wish to thank all co-workers at the WHO-Collaborating

Center on Prevention and Treatment of Human Echinococcosis, and
the French National Center for Alveolar Echinococcosis, especially Dr.
Carine Richou, Prof. Solange Bresson-Hadni and Prof. Laurence Millon.
We thank Dr. Benoit Valot and Dr. Maxime Desmarets for statistical ad-
vices. AB work was supported by grants from Region Bourgogne
Franche-Comté and from French National Reference Center for Alveolar
Echinococcosis. We are also sincerely grateful to Dr. Carmela Chateau
Smith for editorial assistance.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2017.06.002.

References

Bart J-M, Piarroux M, Sako Y, Grenouillet F, Bresson-Hadni S, Piarroux R, et al. Comparison
of several commercial serologic kits and Em18 serology for detection of human alve-
olar echinococcosis. Diagn Microbiol Infect Dis 2007;59:93-5. http://dx.doi.org/10.
1016/j.diagmicrobio.2007.03.018.

Bartholomot G, Vuitton DA, Harraga S, Shi DZ, Giraudoux P, Barnish G, et al. Combined ul-
trasound and serologic screening for hepatic alveolar echinococcosis in central China.
Am ] Trop Med Hyg 2002;66:23-9.

Bresson-Hadni S, Laplante ]], Lenys D, Rohmer P, Gottstein B, Jacquier P, et al.
Seroepidemiologic screening of Echinococcus multilocularis infection in a European
area endemic for alveolar echinococcosis. Am ] Trop Med Hyg 1994;51:837-46.

Brunetti E, Kern P, Vuitton DA. Expert consensus for the diagnosis and treatment of cystic
and alveolar echinococcosis in humans. Acta Trop 2010;114:1-16. http://dx.doi.org/
10.1016/j.actatropica.2009.11.001.

Bulakci M, Ilhan M, Bademler S, Yilmaz E, Gulluoglu M, Bayraktar A, et al. Efficacy of
ultrasound-guided core-needle biopsy in the diagnosis of hepatic alveolar echinococ-
cosis: a retrospective analysis. Parasite 2016;23:19. http://dx.doi.org/10.1051/para-
site/2016019.

Carmena D, Benito A, Eraso E. Antigens for the immunodiagnosis of Echinococcus
granulosus infection: an update. Acta Trop 2006;98:74-86. http://dx.doi.org/10.
1016/j.actatropica.2006.02.002.

Carmena D, Benito A, Eraso E. The immunodiagnosis of Echinococcus multilocularis infec-
tion. Clin Microbiol Infect 2007;13:460-75. http://dx.doi.org/10.1111/j.1469-0691.
2007.01665.x.

Delgado ], Soriano F, Camacho A, Rojas ], Mendoza ], Rojas A. Evaluation of a new
immunochromatographic assay for the detection of antibodies Echinococcus
granulosus. Clin Microbiol Infect 2010;16(Suppl. 2):S634.

Deplazes P, Rinaldi L, Alvarez Rojas CA, Torgerson PR, Harandi MF, Romig T, et al. Global
distribution of alveolar and cystic Echinococcosis. Adv Parasitol 2017;95:315-493.
http://dx.doi.org/10.1016/bs.apar.2016.11.001.

Grenouillet F, Frider B, Alvarez Rodriguez ], Amante M, Pestalardo ML, Cazorla A, et al. Mo-
lecular diagnosis of polycystic Echinococcosis due to Echinococcus vogeli in a
Paraguayan immigrant in Argentina. J Clin Microbiol 2013;51:3151-3. http://dx.doi.
org/10.1128/JCM.00871-13.

Ito A, Sako Y, Yamasaki H, Mamuti W, Nakaya K, Nakao M, et al. Development
of Em18-immunoblot and Em18-ELISA for specific diagnosis of alveolar
echinococcosis. Acta Trop 2003;85:173-82. http://dx.doi.org/10.1016/S0001-
706X(02)00221-8.

Kantarci M, Bayraktutan U, Karabulut N, Aydinli B, Ogul H, Yuce I, et al. Alveolar Echino-
coccosis: Spectrum of findings at cross-sectional imaging. Radiographics 2012;32:
2053-70. http://dx.doi.org/10.1148/rg.327125708.

Kaya M, Bestas R, Girgin S, Cicek M, Kaplan MA. Increased anti-Echinococcus granulosus
antibody positivity in Fasciola hepatica infection. Turk ] Gastroenterol 2012;23:
339-43. http://dx.doi.org/10.4318/tjg.2012.0354.

Kern P, Menezes da Silva A, Akhan O, Miillhaupt B, Vizcaychipi KA, Budke C, et al. The
Echinococcoses: diagnosis, clinical management and burden of disease. Adv Parasitol
2017;96:259-3609. http://dx.doi.org/10.1016/bs.apar.2016.09.006.

Liance M, Janin V, Bresson-Hadni S, Vuitton D-A, Houin R, Piarroux R. Immunodiagnosis of
Echinococcus infections: confirmatory testing and species differentiation by a new
commercial western blot. ] Clin Microbiol 2000;38:3718-21.

Lissandrin R, Tamarozzi F, Piccoli L, Tinelli C, De Silvestri A, Mariconti M, et al. Factors
influencing the serological response in hepatic echinococcus granulosus infection.
Am ] Trop Med Hyg 2016;94:166-71. http://dx.doi.org/10.4269/ajtmh.15-0219.

Manzano-Roman R, Sanchez-Ovejero C, Herndndez-Gonzalez A, Casulli A, Siles-Lucas M.
Serological diagnosis and follow-up of human cystic Echinococcosis: a new
hope for the future? Biomed Res Int 2015;2015. http://dx.doi.org/10.1155/2015/
428205.

Moro PL, Garcia HH, Gonzales AE, Bonilla JJ, Verastegui M, Gilman RH. Screening for cystic
echinococcosis in an endemic region of Peru using portable ultrasonography and the
enzyme-linked immunoelectrotransfer blot (EITB) assay. Parasitol Res 2005;96:
242-6.

Nunnari G, Pinzone MR, Gruttadauria S, Celesia BM, Madeddu G, Malaguarnera G, et al.
Hepatic echinococcosis: clinical and therapeutic aspects. World J Gastroenterol:
WJG 2012;18:1448-58. http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v18.i13.1448.




A. Baraquin et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 89 (2017) 20-25 25

Piarroux M, Piarroux R, Knapp J, Bardonnet K, Dumortier ], Watelet ], et al. Populations at
risk for alveolar Echinococcosis, France. Emerg Infect Dis 2013;19:721-8. http://dx.
doi.org/10.3201/eid1905.120867.

Possenti A, Manzano-Romdan R, Sanchez-Ovejero C, Boufana B, Torre GL, Siles-Lucas M,
et al. Potential risk factors associated with human cystic Echinococcosis: systematic re-
view and meta-analysis. PLoS Negl Trop Dis 2016;10:e0005114. http://dx.doi.org/10.
1371/journal.pntd.0005114.

Robin X, Turck N, Hainard A, Tiberti N, Lisacek F, Sanchez J-C, et al. pROC: an open-source
package for R and S+ to analyze and compare ROC curves. BMC Bioinformatics 2011;
12:77. http://dx.doi.org/10.1186/1471-2105-12-77.

Romig T, Kratzer W, Kimmig P, Frosch M, Gaus W, Flegel WA, et al. An epidemiologic sur-
vey of human alveolar echinococcosis in southwestern Germany. Romerstein study
group. Am ] Trop Med Hyg 1999;61:566-73.

Santivafiez SJ, Rodriguez ML, Rodriguez S, Sako Y, Nkouawa A, Kobayashi Y, et al. Evalua-
tion of a new immunochromatographic test using recombinant antigen B8/1 for diag-
nosis of cystic echinococcosis. ] Clin Microbiol. 2015;53:3859-63. http://dx.doi.org/10.
1128/JCM.02157-15.

Siles-Lucas M, Casulli A, Conraths FJ, Miiller N. Laboratory diagnosis of Echinococcus spp.
in human patients and infected animals. Adv Parasitol 2017;96:159-257. http://dx.

Stojkovic M, Mickan C, Weber T, Junghanss T. Pitfalls in diagnosis and treatment of alve-
olar echinococcosis: a sentinel case series. BM] Open Gastroenterol 2015;2. http://dx.
doi.org/10.1136/bmjgast-2015-000036.

Tamarozzi F, Covini I, Mariconti M, Narra R, Tinelli C, De Silvestri A, et al. Comparison of
the diagnostic accuracy of three rapid tests for the Serodiagnosis of hepatic cystic
Echinococcosis in humans. PLoS Negl Trop Dis 2016;10. http://dx.doi.org/10.1371/
journal.pntd.0004444.

Tamarozzi F, Mariconti M, Covini [, Brunetti E. Rapid diagnostic tests for the serodiagnosis
of human cystic echinococcosis. Bull Soc Pathol Exot. 2017;110:20-30. http://dx.doi.
0rg/10.1007/s13149-017-0548-z.

Tamer GS, Diindar D, Uzuner H, Baydemir C. Evaluation of Immunochromatographic test
for the detection of antibodies against Echinococcosis granulosus. Med Sci Monit
2015;21:1219-22. http://dx.doi.org/10.12659/MSM.893155.

Torgerson PR, Deplazes P. Echinococcosis: diagnosis and diagnostic interpretation in
population studies. Trends Parasitol 2009;25:164-70. http://dx.doiorg/10.1016/pt2008.12.008.

Wang J, Gao C, Steverding D, Wang X, Shi F, Yang Y. Differential diagnosis of cystic and al-
veolar echinococcosis using an immunochromatographic test based on the detection
of specific antibodies. Parasitol Res 2013;112:3627-33. http://dx.doi.org/10.1007/
s00436-013-3550-9.

doi.org/10.1016/bs.apar.2016.09.003.

Simel DL, Samsa GP, Matchar DB. Likelihood ratios with confidence: sample size estima-
tion for diagnostic test studies. ] Clin Epidemiol 1991;44:763-70. http://dx.doi.org/
10.1016/0895-4356(91)90128-V.

World Health Organization (WHO), World Organisation for Animal Health. Report of
the WHO informal working group on cystic and alveolar echinococcosis surveillance,
prevention and control. http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/44785/1/97892
41502924 _eng.pdf, 2011. [accessed April 18, 2016].



3.1.6 Principaux résultats

3.1.6 Principaux résultats

Ce travail a permis 1’évaluation d’un test disponible commercialement : une cohorte rétros-
pective de patients, avec des diagnostics connus a permis d’évaluer les performances (sensibi-
lité et spécificité), notamment en terme de réactions croisées, connues en sérologie parasitaire.
Une cohorte prospective a ensuite permis d’évaluer le test en conditions réelles, d’un labora-

toire situé en zone d’endémie pour ’EA, mais de faible prévalence pour I’EK.

Ce test de diagnostic rapide n’a pas des performances statistiquement différentes de celles
d’un test ELISA commercialisé et utilisé couramment. Il offre I’avantage de nécessiter tres

peu d’équipement et d’€tre utilisable a I’unité.

L’ offre de techniques et d’antigenes pour le diagnostic de I’EK est assez large. La détection
des anticorps (marqueur indirect de I’EK) est importante dans le processus diagnostic. Cette
détection d’anticorps dépend de la technique et de I’antigéne choisi par le laboratoire. Dans le
cas précis de la sérologie de I’EK, des facteurs comme la viabilité des kystes (LISSANDRIN
et al., 2016; WANG et al., 2013), leur localisation (WANG et al., 2013) ou leur nombre (LIS-
SANDRIN et al., 2016) entrent en jeu. Malgré le nombre important d’antigenes déja testés, il

reste toujours un pourcentage assez important de réactions sérologiques faussement négatives.

D’autres biomarqueurs que les anticorps du patient pourraient €tre envisagés afin d’amé-
liorer le diagnostic en laboratoire. La détection de cytokines semble peu prometteuse car 1’ab-
sence de production d’anticorps a été reliée a 1’absence de cytokines chez les patients (RI-
GANO et al., 1998). La détection d’antigenes circulants en revanche pourrait augmenter la
sensibilité de la recherche d’anticorps (BARBIERI et al., 1994). Enfin, la recherche de ma-
tériel parasitaire pour une analyse de biologie moléculaire ou un examen par un anatomo-
pathologiste nécessite une intervention invasive. Cependant, I’ ADNIc pourrait étre une source
de matériel parasitaire obtenu par une simple prise de sang, limitant grandement I’invasivité
du geste. La recherche d’ADNIc dans les cas d’EK n’a été réalisée que par une équipe, avec
une cible ADN assez longue (CHAYA et al., 2014). Le potentiel de I’ADNIc dans les cas d’EK

reste donc a évaluer.
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Chapitre 4

Discussion et conclusion générales

[’échinococcose est une maladie dont les premiers cas décrits remontent a 1’ Antiquité.
Affectant plus d’un million de personnes dans le monde, I’EK est la plus courante des échi-
nococcoses. L’EA affecte quant a elle un peu moins de 20 000 nouvelles personnes par an.
Ces maladies ont été classées comme maladies négligées par I’OMS (WHO, 2013). L’objectif
principal de ce travail de thése était d’améliorer les connaissances sur différents biomarqueurs,
disponibles sur le marché ou évoqués dans la littérature, et ce, afin d’améliorer le diagnostic

et le suivi des patients atteints d’EA.

La diversité des biomarqueurs encore explorés aujourd’hui (anticorps spécifiques divers,
cytokines, ADNIc...) par les équipes travaillant sur 1’échinococcose - pour le diagnostic et/ou
le suivi - montre que les solutions existantes sont améliorables, et que des solutions perfor-
mantes et validées manquent encore (GOTTSTEIN et al., 2014; GOTTSTEIN et al., 2015;
SILES-LUCAS et al., 2017). Par exemple, en utilisant les résultats de la TEP-TDM comme
le meilleur reflet de la viabilité parasitaire, AZ1ZI et al. (2015) ont montré que la positivité en
TEP-TDM était corrélée avec la présence de microkystes en IRM. Cela leur permet de suggé-
rer de remplacer la TEP-TDM et I’injection de composés radiaoctifs par une IRM, un examen
non invasif, sans rayonnement ionisant, plus accessible pour le suivi des patients. Avant de
I’utiliser comme marqueur de viabilité des 1ésions, des études sur des cohortes de patients
plus importantes seront nécessaires, notamment sur les 1€sions sans microkystes, qui n’étaient
représentées que par 6 patients des 42 de cette série princeps. De plus, I'IRM n’y a été cor-
rélée a la viabilité que par un marqueur indirect (TEP-TDM). Une validation complémentaire

vis-a-vis d’autres marqueurs (anticorps anti Em18 par exemple) serait pertinente.

Comme le soulignent GOTTSTEIN et al. (2014), plusieurs biomarqueurs ont paru promet-
teurs dans des études pilotes, mais aucun n’a été suffisamment validé pour étre recommandé.

L’une des raisons de ce manque de validation provient vraisemblablement de 1’incidence de
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cette maladie. Ainsi, I’incidence annuelle de I'EA est d’environ 30 cas en France, majoritaire-
ment en Franche-Comté, mais tout de méme répartis dans plusieurs Centres Hospitaliers. Les
patients diagnostiqués n’étant pas tous volontaires pour entrer dans des études, les cohortes
publiées sont régulierement de taille réduite. Le nombre de patients est encore plus problé-
matique lorsqu’il s’agit de comparer des patients atteints d’EA avec des caractéristiques dif-
férentes (AMMANN et al., 2015 ; FUIIMOTO et al., 2005 ; GEORGES et al., 2004 ; RICKEN et
al., 2017; SANTOS et al., 2013 ; VALOT et al., 2017). La solution est de passer par des études
multicentriques, comme EchinoVista, ce qui demande un certain travail en amont, mais permet

d’avoir des cohortes de patients plus importantes.

4.1 Sérologie

Le diagnostic de I’'EA est assez satisfaisant, grace a la combinaison de I’examen clinique,

de I’imagerie qui a un rdle prépondérant, et de la sérologie (BRUNETTI et al., 2010).

La sérologie permet la recherche d’anticorps spécifiques dirigés contre des antigenes du
parasite. Les antigenes utilisés sont divers (CARMENA et al., 2007), ainsi que les techniques
employées, qui sont cependant limitées, en France, par la Nomenclature des Actes de Biologie
Médicale (CAISSE NATIONALE DE L’ ASSURANCE MALADIE DES TRAVAILLEURS SALA-
RIES, 2017).

La premiere condition sine qua non a une sérologie correcte est bien siir la production
d’anticorps par le patient, dirigés contre le pathogene. Les patients immunodéprimés, ou bé-
néficiant d’un traitement immunomodulateur, constituent donc une population avec un risque
élevé de résultats faussement négatifs, et en conséquence, avec un délai de diagnostic retardé
(CHAUCHET et al., 2014). Ceci est d’autant plus pertinant que désormais, 18 % des diagnostics

d’EA surviennent en contexte d’immunodépression.

Une autre limite de la sérologie est la présence de protéines communes entre les parasites
et les réactions croisées que cela engendre. Ces réactions croisées sont d’autant plus présentes
que les parasites sont phylogénétiquement proches. Notre travail sur 1’évaluation d’un test
de diagnostic rapide pour I’EK a illustré cette problématique, soulignée dans une synthese
récente sur les tests de diagnostic rapide de I’EK (TAMAROZZI et al., 2017). Le fournisseur a
développé une trousse commerciale, facilement utilisable sur le terrain avec peu d’équipement,
en annongant d’excellentes performances (94,7 % de sensibilité et 99,5 % de spécificité). Ce
type de dispositif peut étre tres utile, connaissant la répartition mondiale de 1’échinococcose

(DEPLAZES et al., 2017). Cependant, ce test, comme les autres techniques de sérologie, est
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sujet au manque de spécificité. Le choix des patients ou sujets sains inclus dans la cohorte
évaluant la spécificité est donc crucial. Notre travail a permis d’évaluer en conditions réelles
ce test, du point de vue d’un laboratoire en zone d’endémie de I’EA, avec une faible incidence
d’EK.

Si en conditions réelles (cohorte prospective) et en conditions maitrisées (cohorte rétros-
pective avec diagnostics connus) les performances du test n’étaient pas celles annoncées par
le fournisseur, elles étaient tout de méme tout a fait comparables a celles d’autres tests né-
cessitant plus de technicité. Sans atteindre les performances annoncées par le fournisseur, et
connaissant les limites (notamment son manque de spécificité vis-a-vis de I’EA, afin de ne pas
sous-diagnostiquer cette pathologie en 1’absence d’imagerie facilement accessible), ce test de

diagnostic rapide peut tout a fait avoir sa place dans la démarche diagnostique d’un laboratoire.

Outre le diagnostic, la recherche d’anticorps est aussi utilisée pour le suivi du patient. Le
suivi des anticorps anti-Em18 a été proposé (FUIIMOTO et al., 2005 ; TAPPE et al., 2009) et est
de plus en plus admis. Néanmoins, certains patients ne présentent jamais de résultats négatifs,
malgré une chirurgie radicale, ce qui justifie d’évaluer d’autres biomarqueurs. D’autres anti-
corps que les anticorps anti-Em18 ont été proposés pour le suivi des patients atteints d’EA et
I’estimation de la viabilité 1ésionnelle. Dans I’étude de HUANG et al. (2014), les patients ont
été classés en trois groupes (guéris, stables, et EA active) selon la combinaison de I’examen
clinique, de I’'imagerie et de la sérologie. La combinaison de la recherche des sous-types d’1gG
(IgGl1, IgG2 et 1gG3) permet de distinguer les trois groupes de patients par ELISA. Les 1gG4
ne permettent pas de faire la différence entre les patients stables et ceux avec une EA active.
Les antigenes utilisés étaient ceux du surnageant de vésicules d’E. multilocularis soniquées.
Cependant, la recherche des différents sous-types d’IgG ne semble pas étre dans les habitudes
des laboratoires de sérologie (GOTTSTEIN et al., 2015).

L’antigene B3 a aussi été récemment proposé comme spécifique d’une EA active (AHN
et al., 2015a). Selon les auteurs, les patients avec une EA précoce (n=48, P1 ou P2 du stade
PNM) ou évoluée (n=40, P3 ou P4 du stade PNM) présentent des anticorps dirigés contre
cette protéine (sensibilité 90,9 %). Cette sérologie est de plus tres spécifique vis-a-vis d’autres
maladies parasitaires testées. Les patients ont ensuite été traités 6 a 12 mois par albendazole,
puis suivis par échographie pendant 6 a 24 mois. Des sérums (n=33) ont été collectés durant
le suivi post-traitement, et tous se sont révélés négatifs pour la recherche des anticorps anti-
B3. Les auteurs concluent que ces anticorps sont spécifiques de métacestodes viables. Les
délais de traitement annoncés semblent donc trés courts pour que, de maniere surprenante,
aucun métacestode ne reste viable. En effet, des cas de récidive ont déja été décrits apres de

plus longues périodes (AMMANN et al., 1994), des métacestodes €étaient encore viables apres
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15 mois de traitement par mébendazole ou apres 3 et 9 mois de traitement par albendazole
(WILSON et al., 1992).

Dernierement, VALOT et al. (2017) ont eu une vision exhaustive du probleme de recherche
des anticorps pour le suivi des patients grace a une démarche de protéomique. Des patients ont
été classés en trois groupes : "guéris" (n=2), "répondeurs" (n=4) et "non-répondeurs" (n=5) au
traitement. Les protéines du fluide vésiculaire, réagissant avec les anticorps des patients de ces
trois groupes ont été comparées par spectrométrie de masse. Les effectifs sont réduits, mais
cela a permis de détecter que les patients non-répondeurs présentaient des taux d’anticorps
plus élevés dirigés contre 9 protéines. Cette approche permet d’identifier les anticorps poten-
tiellement intéressants, sans a priori. Il faudra néanmoins les tester sur de plus larges cohortes

de patients cliniquement bien catégorisés, afin d’évaluer leur sensibilité et leur spécificité.

L’identification de nouveaux antigenes pour 1’analyse de la réponse immunitaire des pa-
tients atteints d’échinococcose est un réel challenge dans le cas de I’EK. Si de nombreux
antigenes, extraits puis purifiés, ou recombinants, ont été évalués (tels antigene B, antigeéne 5,
et différents peptides issus de ces protéines) (CARMENA et al., 2006), peu avaient réellement
montré un potentiel pour évaluer la viabilité et I’évolutivité de I’infection (SILES-LUCAS et
al., 2017). L’ évaluation récente de sous-fractions de I’antigene B (B2t, 2B2t) a néanmoins ré-
cemment montré I’intérét de ces antigenes pour suivre certaines sous-populations de patients
infectés (HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2018). La mise en évidence d’antigénes circulants
chez les patients atteints d’EK pourrait étre aussi une alternative (GOTTSTEIN et al., 2014).
Pour le diagnostic, I’antigéne B circulant a ainsi été détecté, aussi bien chez des patients séro-
négatifs (J. LI et al., 2014), que séropositifs (KHANBABAIE et al., 2019).

Cette approche pourrait aussi permettre de résoudre le probleme des patients recevant des
traitement immuno-modulateurs, en particulier dans le cadre de I’EA. Enfin, la place poten-
tielle de la détection d’antigenes circulants dans le suivi des patients reste a évaluer, pour I’EK,
mais aussi pour ’EA. Dans ce cas, tous les biomarqueurs directs, antigéne ou autre, seraient

donc intéressants a tester, afin d’évaluer la viabilité parasitaire.

4.2 ADN libre circulant

L’ ADNIc fait I’objet de trées nombreuses publications en cancérologie, beaucoup moins
en parasitologie (WEERAKOON et al., 2016). La présence d’ ADNIc avait été recherchée dans

le cas de '’EK (CHAYA et al., 2014), mais n’avait pas encore été encore €tudiée dans les cas
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d’EA, malgré une suggestion de le faire (GOTTSTEIN et al., 2014). Ce biomarqueur potentiel

présente 1’avantage d’étre un marqueur direct du parasite.

Notre travail a permis de mettre en évidence, pour la premiere fois, la présence d’ADNIc
parasitaire chez les patients atteints d’EA (BARAQUIN et al., 2018). Sur la cohorte étudiée
(n=31), au moment du diagnostic et quelques mois apres la mise en place du traitement, envi-
ron 25 % des échantillons étaient positifs, et dans la plupart des cas, avec des concentrations
d’ ADNIc tres faibles. Nous avons tenté de relier les concentrations d’ ADNIc avec certains pa-
rametres des patients, notamment ceux utilisés pour estimer la viabilité parasitaire (résultat de
la sérologie Em18, résultat de la TEP-TDM, ainsi que le stade PNM). Aucune corrélation ne
s’est révélée significative. Nous pensons que notre technique n’est pas assez sensible : la part
aléatoire des résultats, due a ’analyse d’un sous-volume de 1’extrait, est trop importante par
rapport a la concentration obtenue dans I’extrait. Une des solutions a envisager est I’extraction
d’un plus grand volume de sérum, sur le modele de ce qui se pratique en cancérologie. Plus
largement, tout un travail est a réaliser afin de déterminer tous les parametres optimums des
conditions pré-analytiques (BRONKHORST et al., 2015 ; GINKEL et al., 2017).

Afin d’étre le plus sensible possible, nous avons cherché des séquences répétées dans le gé-
nome d’E. multilocularis. Nous avons tenté les séquences répétées dans le génome nucléaire,
ainsi qu’une séquence mitochondriale. Cependant, a 1’heure actuelle, le mode de dissémina-
tion de I’ADNIc parasitaire est inconnu. Une sur-représentation de certaines séquences pour-
rait jouer en faveur de la sensibilité de la technique de détection. Pour cela, une analyse par
NGS pourrait étre réalisée, afin de détecter sans a priori, les séquences parasitaires présentes.
Pour obtenir ces résultats, le nombre de nucléotides lus nécessitera d’€tre important, a cause
de la présence normale d’ ADNIc humain. De plus, le génome humain étant plus long que celui

d’E. multilocularis, potentiellement plus de séquences lues seront d’origine humaine.

Une autre source possible d’ADNIc est le recueil des urines, résidus de la filtration du
sang par les reins. Cet échantillon a déja été utilisé pour d’autres pathologies (SU et al., 2004 ;
WEERAKOON et al., 2016) et présente I’avantage d’€tre totalement non-invasif, contrairement
ala prise de sang. La présence d’ ADNlIc, dans le sang ou les urines, mériterait également d’&tre
a nouveau exploré dans les cas d’EK, avec une cible réduite et une technique plus sensible,

que dans la premiere étude menée par CHAYA et al. (2014).

Nous avons cherché de I’ ADNIc parasitaire dans le sang des patients, mais une autre piste
serait éventuellement I’ ARN circulant, et plus particulierement les micro-ARN . En cancéro-

logue, les vésicules extracellulaires sont reconnues comme source d’ADN se retrouvant libre

1. Micro-ARN : ARN court de 19 a 24 nucléotides, non codant, impliqué dans la régulation de 1’expression
de genes en inhibant la traduction ou en provoquant la dégradation des transcrits.
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dans la circulation sanguine (THIERRY et al., 2016). Il a ét€ montré que les cestodes produisent
ce type de vésicules (ANCAROLA et al., 2017). Le contenu des vésicules des métacestodes
d’E. multilocularis n’a pas pu €tre analysé dans cette étude, car elles sont restées, in vitro,
« bloquées » entre les deux membranes, germinative et laminée, des vésicules. A contrario,
le contenu des vésicules larguées dans le milieu de culture de Taenia crassiceps et Mesoces-
toides corti a révélé des micro-ARN, ainsi que des protéines. Dans ce travail, la présence
d’ADN dans les vésicules n’a pas été recherchée. In vivo, la membrane germinale d’E. multi-
locularis présente des protubérances a travers la cuticule (THOMPSON, 2017). Les vésicules
pourraient donc étre quand méme excrétées hors du métacestode et se retrouver ainsi dans la

circulation sanguine.

Des études récentes ont montré que des micro-ARN, de I’hote et du parasite, pouvaient étre
détectés dans le sang des patients infectés par des helminthes (CAI et al., 2016). L’ARN est
certes plus sensible a la dégradation que I’ ADN, mais grace aux développements techniques
récents (DANIELSON et al., 2017), il peut €tre étudié. Des micro-ARN, spécifiques du parasite,
sont détectables dans le sérum des souris infectées par E. multilocularis (X. GUO et al., 2017).
Comme lors de nos études, le modele animal utilisé par X. GUO et al. (2017) a été infecté par
injection intra-péritonéale. Il serait tres intéressant de rechercher la présence des trois micro-
ARN parasitaires majeurs de cette étude, détectés chez toutes leurs souris infectées, dans des

échantillons de patients.

Si les micro-ARN parasitaires sont naturellement une piste attractive, ceux synthétisés par
I’hote pourraient également €tre informatifs. Ainsi, chez des patients atteints d’EK, des diffé-
rences dans les quantités de micro-ARN des réponses immunitaires de 1’hote ont été révélées
entre les kystes actifs et non-actifs (MARICONTI et al., 2018). Dans la méme optique, sur mo-
deles murins, certains micro-ARN circulants de 1’héte refletent la progression de I’infection

causée par Schistosoma japonicum (CAI et al., 2015).

4.3 ARN de viabilité

Les biomarqueurs utilisés actuellement pour le suivi des patients (TEP-TDM et anticorps
anti-Em18) sont indirects, mesurant la réponse immunitaire de 1’hote. Concernant les patients
inopérables, les résultats sont utilisés pour envisager un arrét des traitements médicamenteux,
non dénués d’effets secondaires et coliteux. Nous avons donc voulu quantifier des ARN pa-
rasitaires obtenus a partir de lésions, afin d’étudier la viabilité parasitaire de fagon directe.

Les pieces opératoires provenaient de la cohorte EchinoVista, conservées dans du RNAlater

92



4.3. ARN de viabilité

et congelées. Nous avons choisi la quantification des transcrits parasitaires comme méthode
la plus facilement réalisable, étant donné la nature des échantillons. Nous nous sommes basés
sur le fait qu’une cellule vivante synthétise des ARN, nécessaire a son fonctionnement. Cet
ARN est moins stable dans le temps que les ADN, la disparition des ARN permettant alors de

différencier les cellules vivantes des cellules mortes (LIANG et al., 2012).

Les lésions provoquées par E. multilocularis sont hétérogenes, avec une croissance vers
I’extérieur, alors que le centre de la 1é€sion peut étre nécrosé (BREHM et al., 2017; TAPPE
et al., 2010). Nous avons donc choisi de nous placer en périphérie des 1ésions pour analy-
ser la viabilité. Afin de s’assurer que nous avions suffisamment de cellules parasitaires dans
notre extrait, nous avons analysé la proportion de chacun des deux ADN. Ce travail a montré
que la proportion de cellules parasitaires, que ce soit dans 1’échantillon murin apres injection
intra-péritonéale, ou dans les échantillons humains, était largement minoritaire par rapport aux
cellules de 1’hote. Cela est cohérent avec les travaux de TAPPE et al. (2010) qui décrivent la

périphérie de la 1ésion comme de fines tubulures qui s’infiltrent dans le tissu de 1’hote.

Nous avons analysé les transcrits de 6 genes différents, précédemment décrits dans la lit-
térature ou dessinés spécifiquement pour notre étude (MATSUMOTO et al., 2006 ; SCHUBERT,
2015). Le couple d’amorces ciblant les transcrits de la protéine 14-3-3 [3/x est trés intéres-
sant, se montrant tres sensible avec nos échantillons, choisis comme témoins positifs (souris
non traitées, patiente avec échinococcose €volutive). Notre approche pourrait ensuite étre ap-
pliquée aux échantillons de la cohorte EchinoVista, afin de corréler ces résultats de viabilité
directe aux résultats de sérologie Em18 et de TEP-TDM.

Nous avons mis au point une technique d’extraction permettant 1’extraction de I’ADN
et de I’ARN sur tissus congelés en RNAlater. Cette technique permet également d’obtenir les
micro-ARN, qui sont dans la fraction ARN. Nous avons choisi d’analyser les ARN parasitaires
afin d’analyser directement la viabilité. D’autres auteurs se sont intéressés aux micro-ARN
de I’hote dans les tissus, en réponse a une infection par les helminthes. Les travaux récents
dans ce domaine ont été synthétisés par CAI et al. (2016). La quantification des micro-ARN
dans le tissu hépatique durant une schistosomiase active, chez un modele souris, a montré
une dérégulation, signature du développement de la maladie hépatique (CAI et al., 2013) : la
phase précoce de I’infection ne montre pas de dérégulation majeure, la phase intermédiaire est
caractérisée par la sur-expression de plusieurs micro-ARN régulant I’inflammation apres la
reconnaissance d’un pathogene, enfin la phase tardive est caractérisée par un nombre encore
plus important de micro-ARN sur-exprimés, dont certains impliqués dans la fibrose. Par ana-
logie, il pourrait donc étre intéressant d’étudier, sur modele animal, les différences au niveau

des transcrits (ARN ou micro-ARN) a différents stades de développement de la maladie, ainsi
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que dans les extraits ARN des pieces opératoires de la cohorte EchinoVista.

Les échinococcoses demeurent des infections négligées, ainsi reconnues par 1’Organisa-
tion Mondiale de la Santé. L’ amélioration des connaissances sur les mécanismes immunolo-
giques et physiopathologiques conduisant a la résistance ou a la susceptibilité face a la mala-

die, sont nécessaires afin d’améliorer le diagnostic et surtout le suivi des patients.
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Annexe A

Protocole EchinoVista pour les patients

""non opérés'’

TABLE A.1 — Protocole de prélevements et d’imageries prévu pour les patients non opérés
inclus dans le PHRC EchinoVista. En violet, les échantillons de produits sanguins ou leurs

dérivés disponibles.

Temps Prélevement But Imagerie

) o . o Echographie,
. . Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique* ;
Diagnostic  Tubes secs R i IRM,
Biotheque -80°C (sérum)
TEP-TDM

Tube héparine  Biothéque -80°C (plasma)
Numération-formule sanguine ; Biotheque

Tube EDTA
-80°C (sang et plasma)

J15 Tube sec ASAT/ALAT
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide

Tube EDTA Numération-formule sanguine

Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
Biotheque -80°C (sérum)

M1 Tubes secs

Tube EDTA Numération-formule sanguine

Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide

J45 Tube sec ASAT/ALAT

Tube EDTA Numération-formule sanguine

M2 Tube sec Bilan hépatique

Tube EDTA Numération-formule sanguine

95



Chapitre A : Protocole EchinoVista pour les patients "non opérés"

Temps Prélevement But Imagerie
J75 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
M3 Tubes secs Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M4 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
M5 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
M6 Tubes secs Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M7 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
M8 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
M9 Tubes secs Bilan hépatique ; Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
MI10 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
M1l Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
M2 Tubes secs Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
MI15 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
MIS Tubes secs Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine

Tube héparine

Dosage albendazole sulfoxide
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Temps Prélevement But Imagerie
M21 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,
M?24 Tubes secs . i
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M27 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
M30 Tubes secs )
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M33 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,
M36 Tubes secs ) .
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M39 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
M42 Tubes secs . i
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M45 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,
M43 Tubes secs . i
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM
Tube EDTA Numération-formule sanguine

Tube héparine

Dosage albendazole sulfoxide

*Bilan hépatique : dosages ASAT/ALAT, PAL, GGT, bilirubine totale

ASAT/ALAT : aspartate aminotransférase et alanine aminotransférase, deux enzymes classiquement
dosées et utilisées comme biomarqueurs d’une cytolyse hépatique. PAL (phosphatase alcaline) et GGT
(yglutamyl-transpeptidase) : deux enzymes utilisées comme biomarqueurs d’une cholestase. Bilirubine

totale : signe d’une cholestase, cause de I’ictere
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Annexe B
Protocole EchinoVista pour les patients

"opérés"

TABLE B.1 — Protocole de prélevements et d’imageries prévu pour les patients opérés, inclus

dans le PHRC EchinoVista. En violet, les échantillons de produits sanguins ou leurs dérivés

disponibles.
Temps Prélevement But Imagerie
. ) Lo , o Echographie,
Pré- Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique* ;
) . Tubes secs ) i IRM,
chirurgie Biotheque -80°C (sérum)
TEP-TDM

. Dosage albendazole sulfoxide; Biotheque -80°C
Tube héparine
(plasma)

Numération-formule sanguine ; Biotheque -80°C

Tube EDTA
(sang et plasma)
Per- . )
o Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
opératoire
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
Ml Tubes secs . .
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
M3 Tubes secs

Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine

Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
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Temps Prélevement But Imagerie
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
M6 Tubes secs , .
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M9 Tubes secs Bilan hépatique ; Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,
M12 Tubes secs . i
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
MI15 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
MI18 Tubes secs )
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
M21 Tube sec ASAT/ALAT
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,
M?24 Tubes secs . .
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
M30 Tubes secs . o
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,
M36 Tubes secs , i
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM
Tube EDTA Numération-formule sanguine
Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ;
M42 Tubes secs . .
Biotheque -80°C (sérum)
Tube EDTA Numération-formule sanguine

Tube héparine

Dosage albendazole sulfoxide
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Temps Prélevement But Imagerie
Sérologie échinococcose ; Bilan hépatique ; IRM,

M43 Tubes secs . i
Biotheque -80°C (sérum) TEP-TDM

Tube EDTA Numération-formule sanguine

Tube héparine Dosage albendazole sulfoxide

*Bilan hépatique : dosages ASAT/ALAT, PAL, GGT, bilirubine totale

ASAT/ALAT : aspartate aminotransférase et alanine aminotransférase, deux enzymes classiquement
dosées et utilisées comme biomarqueurs d’une cytolyse hépatique. PAL (phosphatase alcaline) et GGT
(yglutamyl-transpeptidase) : deux enzymes utilisées comme biomarqueurs d’une cholestase. Bilirubine

totale : signe d’une cholestase, cause de I’ictere
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Annexe C

Alignement des protéines 14-3-3

e 14-3-3 gamma

14-3-3 beta/alpha

14-3-3 homologue2

14-3-3 homologuel

® |4-3-3 zeta/delta

14-3-3 epsilon

e 14-3-3 (EmuJ_000789700)

14-3-3 (EmuJ_001192500)

FIGURE C.1 — Représentation graphique de 1’alignement multiple des différentes séquences
des protéines 14-3-3 d’E. multilocularis, programme en ligne MAFFT, version 7.408,
https ://mafft.cbrc.jp/alignment/server/. Le cercle rouge montre le groupe comprenant la pro-
téine 14-3-3 3/x, dont la séquence a été prédite in silico a partir des données de séquencage
du génome, les deux protéines 14-3-3 homologues, dont les transcrits ont été séquencés lors
d’expériences de laboratoire.
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CLUSTAL format alignment by MAFET (v7.408)

beta:alpha MAATTSWITDSGCEDHASLVSIAKLAEQAERYEDMAVAMKT TAEMGNELNNEERNLLSVA
homologueZ MAATTSWITDSGCEDHASLVSIAKLAEQAERYEDMAVAMKT IAEMGNELNNEERNLLSVA
homologuel MSRELAE-CTISDTVD——ELVQRARLAEQAERYDDMAGACKTMAEMGNELNNEEENLLSVA
*: 2z _ * *_ * _**_ **********:*** +*= **:***t**************
beta:alpha YENVVGARRSSWRIMSS IARKQAGTPLADQTDIYLEKVEEELTKICNDVLALLSKNLITE
homologueZ YENVVGARESSWREIMSSTARKQAGTPFLADOTDIYLEEVEEELTEICNDVLALLSENLITE
homologuel YENVLGARRSSWRIMSSTARKQAGTPLADOTDIYLEKVEEELIPICNDVLA-LEVLPITE
*t**:'l'****ti'1—1—***:\-tt**‘tt****************** E e o 2 b o *_ * T x
beta:alpha FEIGARARIFYYEMMGDYYRY LARVOEGEQNDESTEAAREAYQFATSTLAFRARLSVITHEIEL
homologueZ2 KIGAEAKIFYYRKMMGDYYRYLAEVQEGEQNDESTEAAEEAYQRATSLAEAELSVTHPIRL
homologuel KIGAEAKIFYYKMMGDYYRYLAEVQEGEQNDESTEAAEEANQRATSLAERAERLSVTHPIRL
R i i e i R i o e S e o o i o e e b o o o o e o i o
beta:alpha GLALNFSVFYYEIENMPEFKACSLARKAAFDAATITEVDSIKDETYKDSTLIMOQLLRDNLTV—
homologue2 GLALNFSVFYYETENMPERKACSLARAAFDAAITEVDSIKDETYKDSTLIMOQLLRDNLTLW
homologuel GLALNFSVFYYEIKNMPERACSLARAAFDAAITEVDSIKDETYKDSTLIMQLLRDNLTLW
****************************i—*************************i—i—**:
beta:alpha ——ALELRV
homologueZ NSECETDS
homologuel NSECETDS

x

FIGURE C.2 — Alignement de la protéine 14-3-3 3/« et de deux protéines homologues dépo-
sées, programme en ligne MAFFT, version 7.408, https ://mafft.cbrc.jp/alignment/server/.
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Titre : Echinococcose alvéolaire : viabilité parasitaire et évaluation de nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic et le
suivi des patients.

Mots clés : Echinococcose alvéolaire, Echinococcus multilocularis, Biomarqueurs, Acides nucléiques

Résumé : Le parasite Echinococcus multilocularis cause I’échinococcose alvéolaire (EA), infection fatale si non prise
en charge. Le traitement médical, pour les patients inopérables, est uniquement parasitostatique, et présente des effets
secondaires. Néanmoins, chez certains patients, la viabilité du parasite régresserait suffisamment pour envisager un
arrét de ce traitement. Actuellement, les biomarqueurs pour estimer la viabilité parasitaire ne sont qu’indirects,
¢valuant la réponse immunitaire du patient. Trois études ont été menées, visant a évaluer des biomarqueurs, innovants
ou déja disponibles sur le marché.

Nous avons étudié la présence d’ADN libre circulant (ADNIc), au moment du diagnostic, mais aussi quelques mois
aprés la mise en place du traitement. Notre étude valide pour la premiére fois la présence d’ADNIc dans les cas d’EA,
sur modele animal puis sur des échantillons de patients. Méme si la méthode n’est pas encore utilisable en diagnostic
ou en suivi, c’est un point de départ vers I’utilisation de I’ADNIc pour la prise en charge de I’EA.

De plus, nous avons mené une étude exploratoire sur des Iésions parasitaires chez la souris et chez un patient ayant
recu un traitement médicamenteux trés court. A partir d’'un méme échantillon, nous avons analysé 1’ADN, afin
d’estimer la proportion de cellules parasitaires, et nous avons quantifié différents transcrits parasitaires, afin d’estimer
la viabilité du parasite de maniere directe. Cet axe a permis de choisir la cible la plus transcrite : elle pourrait étre
utilisée sur une cohorte plus large, puis corrélée avec les biomarqueurs indirects utilisés aujourd’hui.

Enfin, nous avons évalué un test de diagnostic rapide de 1’échinococcose kystique, présentant de fortes réactions
croisées en cas d’EA.

Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives, principalement pour améliorer le suivi des patients atteints d’EA.

Title: Alveolar echinococcosis: parasite viability and evaluation of new biomarkers for patient diagnosis and follow-
up.
Keywords: Alveolar echinococcosis, Echinococcus multilocularis, Biomarkers, Nucleic acids

Abstract: The parasite Echinococcus multilocularis is the causative agent of alveolar echinococcosis (AE), a fatal
infection if not adequately managed. Medical treatment, for inoperable patients, is only parasitostatic, with many side
effects. Nevertheless, in some patients, the viability of the parasite could regress sufficiently for treatment to be
stopped. Currently, biomarkers for estimating parasite viability are only indirect, evaluating the immune response of
the patient. Three studies were conducted to evaluate biomarkers that are innovative or already available on the
market.

We investigated the presence of circulating cell-free DNA (ccfDNA) at diagnosis, and after a few months of
treatment. For the first time, our study identified the presence of ccfDNA in cases of AE, in an animal model and in
human samples. Although the method cannot yet be used for diagnosis or follow-up, it is a starting-point for the use of
ccfDNA in the management of AE.

In addition, we conducted an exploratory study of parasitic lesions in mice, and in a patient who had only received
medical treatment for a very short time. We analyzed DNA to estimate the proportion of parasite cells present in each
sample. We then quantified different parasite transcripts from each sample, in order to directly estimate parasite
viability. This approach allowed us to identify the most abundantly transcribed gene, which could potentially be used
to study a larger cohort, in order to correlate results with the indirect biomarkers used today.

Finally, we evaluated a rapid diagnostic test for cystic echinococcosis, which produces strong cross-reactions in the
case of AE infection.

This work opens new perspectives, mainly to improve the follow-up of patients with AE.
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