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Étude de nouvelles cibles pour le diagnostic de la trypanosomose

animale africaine

Résumé : Trypanosoma congolense, T. vivax et T. brucei brucei sont les agents

responsables d’une maladie dévastatrice du bétail, appelée trypanosomose animale

africaine (TAA) ou nagana, qui touche 38 pays africains de la région subsaharienne.

En absence du vaccin, le contrôle de la maladie repose sur la lutte anti-vectorielle, la

chimiothérapie et le diagnostic actif, une étape indispensable à la mise en place des

traitements appropriés et au suivi. Le diagnostic sérologique, bien qu’applicable sur le

terrain selon le format du test, rencontre toutefois des limitations. Il manque de stan-

dardisation des antigènes, de sensibilité et de spécificité avec des tests de diagnostic

rapide (TDR) souvent peu accessibles. Les objectifs de cette thèse étaient de : (i) ca-

ractériser le potentiel diagnostique de protéines identifiées et étudiées dans les labora-

toires d’accueils, (ii) sélectionner à partir des données « omiques », de nouvelles cibles

et évaluer leur potentiel diagnostique individuel et en combinaison ; et (iii) identifier les

protéines immunogéniques à partir d’analyse protéomique et immuno-informatique du

sécrétome de trypanosomes. L’exploration du potentiel diagnostique de protéines can-

didates a été réalisée, après leur expression et leur purification, par ELISA indirect avec

des sérums de bovins issus d’infections expérimentales et des sérums issus de bovins

infectés naturellement par les trypanosomes. Testées individuellement, les protéines

ont montré une faible sensibilité. Cependant, la combinaison des protéines d’immuno-

réactivité équivalente a permis d’augmenter significativement la sensibilité des tests

avec une spécificité qui reste satisfaisante. Ces résultats constituent une preuve de

concept, de la performance des combinaisons de protéines dans le diagnostic de la

TAA. Il offre la possibilité d’explorer de nouvelles approches innovantes, notamment

l’association de peptides immunogéniques de différentes protéines immunoréactives

sous forme de chimères pour le diagnostic sérologique. D’autre part, et au regard

de leur performance, aucune des protéines nouvellement testées ne pourra être in-

cluse de manière individuelle dans un TDR. Pour trouver des candidats adaptés, nous

avons identifié des protéines sécrétées/excrétées de trypanosomes par spectrométrie

de masse. Grâce à une analyse de prédiction d’épitopes, nous avons identifié une cen-

taine de protéines putativement immunogéniques présentant plusieurs épitopes dans
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leurs séquences. L’analyse de la réactivité des sérums provenant de différentes races

bovines avec le sécrétome de trypanosomes a permis de détecter des protéines forte-

ment reconnues par les anticorps des sérums utilisés et correspondant principalement

à quatre tailles moléculaires. À ces tailles, un grand nombre de protéines caractéri-

sées in silico comme immunogéniques avaient été détectées. Ces données fournissent

une base de sélection fiable des nouvelles protéines à inclure dans les tests sérolo-

giques de la TAA. Elles permettent également de mieux comprendre les différences

de réponses humorales de races bovines présentant une susceptibilité différente aux

trypanosomoses.

Mots clés : trypanosomose animale africaine, trypanosomes, serodiagnostic, pro-

téines recombinantes, combinaison d’antigènes, protéomique et immuno-informatique.
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Study of new diagnostic targets for African animal trypanosomosis

Abstract : Trypanosoma congolense, T. vivax, and T. brucei brucei are the causative

agents of a devastating disease of livestock, known as African animal trypanosomiasis

(AAT) or nagana, occurring in 38 African countries in the sub-Saharan region. Without

a vaccine, the control of the disease relies on vector control, chemotherapy, and ac-

tive diagnosis, which is essential for appropriate treatment and follow-up. Serological

diagnosis, although applicable in the field according to the test format, has limitations.

It lacks antigen standardization, sensitivity and specificity, with rapid diagnostic tests

(RDTs) being often inaccessible. The aims of this thesis were to : (i) characterize the

diagnostic potential of proteins identified and studied in the host laboratories, (ii) se-

lect, from "omics" data, new targets and evaluate their diagnostic potential individually

and in combination, and, (iii) identify immunogenic proteins from proteomic and im-

munoinformatic analysis of the trypanosome secretome. Diagnostic potential of candi-

date proteins was explored, after their expression and purification, by indirect ELISA

with bovine sera from experimental infections and sera from cattle naturally infected

by trypanosomes. Individually, the proteins showed low sensitivity. However, combi-

ning proteins of equivalent immunoreactivity significantly increased the sensitivity of

the tests with a specificity that remained satisfactory. These results constitute a proof

of concept of the performance of protein combinations in the diagnosis of AAT. It pro-

vides an opportunity to explore new innovative approaches, including the combination

of immunogenic peptides of different immunoreactive proteins in the form of chime-

ras for serological diagnosis. Furthermore, and in consideration of their performance,

none of the newly tested proteins could be included individually in an RDT. To find ap-

propriate candidates, we identified trypanosome secreted/excreted proteins by mass

spectrometry. Using epitope prediction analysis, we identified approximately 100 pu-

tatively immunogenic proteins with multiple epitopes in their sequences. The reactivity

analysis of sera from different bovine breeds with the trypanosome secretome sho-

wed that the proteins were strongly recognized by the antibodies of the sera used and

corresponded mainly to four molecular sizes. At these sizes, a significant number of

proteins characterized in silico as immunogenic were detected. These results provide

a reliable data for selection of new proteins to be include in serological tests for AAT.
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They also provide a better understanding of the differences in humoral responses of

cattle breeds with different susceptibility to trypanosomosis.

Keywords : African animal trypanosomose, trypanosomes, serodiagnosis, recom-

binante proteins, antigens combination, proteomics and immuno-informatics.
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Introduction

Les trypanosomoses africaines regroupent deux maladies : la trypanosomiase hu-

maine africaine (THA) et la trypanosomose animale africaine (TAA) ou Nagana. Ce

sont des maladies à transmission vectorielle et hémoparasitaires constituant une contr-

ainte majeure au développement en Afrique subsaharienne. Elles sont causées par

des protozoaires sanguins flagellés communément appelés trypanosomes. Ces para-

sites sont transmis principalement de manière cyclique aux hôtes (mammifères et rep-

tiles) par un insecte hématophage, la glossine ou mouche tsé-tsé. Alors que le nombre

de cas de THA est maintenant faible (quelques milliers de cas) et focalisé dans des

petits foyers dits « micro-foyers », la nagana reste distribuée sur une superficie de 10

millions de 10 Km2 menaçant près de 55 millions de bovins (Desquesnes et al., 2013)

dans 38 pays d’Afrique subsaharienne (Itard et al., 2003, Vreysen et al., 2013). La

nagana est endémique dans les régions où la mouche tsé-tsé est présente. Elle est

dévastatrice pour le bétail et constitue une menace sérieuse pour l’élevage et l’agri-

culture dans les pays affectés à cause de son impact sur la production et la traction

animale (Vreysen et al., 2013).

Il est estimé que près de 10 à 30% de bovins à risque de la nagana pourraient

développer la maladie (Holmes et al., 2004) avec des conséquences physiopatholo-

giques diverses mais généralement graves. La gravité du tableau clinique varie en

fonction de la race (phénotype trypanotolérant vs susceptible) et du statut nutritionnel

de bovins mais également en fonction des espèces et des souches de trypanosomes

(Desquesnes et al., 2013, Taylor and Authié, 2004). La conséquence des manifesta-

tions cliniques, notamment une anémie sévère, se traduit par la détérioration de l’état

général des animaux, entraînant une réduction notable de la puissance de traction,

de la production de viande et de lait (Shaw, 2004), des problèmes d’infertilité associé

à des avortements récurrents, et une augmentation de la mortalité (revu dans Gior-
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dani et al., 2016, Taylor and Authié, 2004). Les incidences socio-économiques sont

majeures et se traduisent par des pertes annuelles estimées à 3 millions de têtes de

bovins et à un usage annuel de trypanocides allant jusqu’à 35 millions de doses en

Afrique subsaharienne (FAO, 2020). Les pertes économiques qui en découlent dans

cette zone, sont estimées à 4,75 milliards de dollars américains par an (Kristjanson

et al., 1999) avec plus d’un milliard pour la seule production bovine (FAO, 2020).

La TAA a donc un poids économique important et constitue une réelle contrainte

au développement. Plusieurs stratégies de contrôle de la maladie ont été développées

dont l’approche vaccinale, l’élevage des animaux trypanotolérants et la lutte contre

l’insecte vecteur et la chimiothérapie et la chimioprophylaxie (Vreysen et al., 2013).

Du fait de la capacité des trypanosomes à changer régulièrement de manteau glyco-

protéique de surface par le biais d’un mécanisme de variation antigénique (revu dans

Horn, 2014), le développement de vaccin n’a pas encore été probant pour la TAA et en

particulier pour les bovins. Toutefois, il faut noter qu’une étude parue très récemment

a montré l’efficacité d’un vaccin anti-T. vivax chez la souris (Autheman et al., 2021).

La promotion de races animales trypanotolérantes se heurte également au problème

du faible gabarit de ces animaux, de leur faible production laitière, et de croisements

anarchiques avec des races susceptibles (ou Européennes de plus en plus) réalisés

par les éleveurs, ce qui dilue la tolérance. Du côté de la lutte contre le vecteur, les

phénomènes de ré-invasion des zones traitées freine les efforts déployés dans la lutte

anti-vectorielle. La chimiothérapie systémique avec l’utilisation continue et parfois in-

adaptée d’un nombre limité de molécules trypanocides est responsable de l’apparition

de la chimio-résistance de plusieurs espèces de trypanosomes dans les zones endé-

miques (Bengaly et al., 2018, Chitanga et al., 2011). Associé à la contrefaçon courante

des formulations trypanocides et la toxicité plus ou moins importante de ces molécules,

des outils de diagnostic auxiliaires aux décisions de traitement et à la surveillance de

la maladie deviennent indispensables.

Le diagnostic de la nagana se fait par diverses méthodes (revu dans Büscher et al.,

2019, Hailu, 2019, Tounkara et al., 2021). Les différentes techniques employées pré-

sentent toutes des avantages et des inconvénients variables. En plus du diagnostic

clinique, les parasites peuvent être mis en évidence par le diagnostic parasitologique

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 3



(détection directe), par la détection de leurs constituants (ADN et protéines) ou bien

par la mise en évidence de la réponse immunitaire de l’hôte (diagnostic sérologique).

Comparativement aux autres méthodes, le diagnostic parasitologique est de loin le

plus simple à mettre en œuvre mais il manque sérieusement de sensibilité. Les ef-

forts de recherche sur le diagnostic de la TAA se sont focalisés sur le développement

des méthodes de diagnostic moléculaire pour les études épidémiologiques : sondes

marquées, PCR (Polymerase Chain Reaction) et ses dérivées (PCR-ELISA, qPCR et

LAMP). Bien que très sensibles et spécifiques, ces techniques sont inadaptées au

diagnostic de terrain du fait de la technologie sophistiquée exigée (revu dans Büscher

et al., 2019, Hailu, 2019, Tounkara et al., 2021). Le diagnostic clinique quant-à-lui n’est

pas spécifique, et seules les méthodes immunologiques de type test de diagnostic ra-

pide (TDR) sont adaptées au diagnostic de terrain dans un format de test de diagnostic

rapide (TDR) (revu dans Tounkara et al., 2021).

Les tests basés sur la détection d’antigènes n’ont pas été probants pour la TAA. La

plupart des tests de diagnostic immunologique sont donc basés sur la détection de la

réponse anticorps de l’hôte mammifère : CATT (Card Agglutination Test for Trypanoso-

miasis), CFT (Complement Fixation Test), TI (Trypanolyse immunitaire), IFAT (Indirect

Fluorescent Antibody Test) et ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), qui peut

être adaptée en immuno-chromatographie ou test en flux latéral (Boulangé et al., 2017,

Büscher et al., 2019). Le test ELISA qui constitue également le « gold standard » des

méthodes de diagnostic de la TAA fait toutefois face à un problème de standardisa-

tion des antigènes. En effet, les lysats totaux de trypanosomes, dont la production

est non harmonisée et éthiquement discutable, restent les antigènes les plus utilisés

en matière de séro-diagnostic de la TAA (Desquesnes et al., 2009). Quelques pro-

téines recombinantes ont été évaluées pour être utilisées comme antigène à la fois

pour pallier le problème de standardisation et pour améliorer la spécificité de l’ELISA.

Citons les HSP70 (Bossard et al., 2010, Boulangé et al., 2002, Kumar et al., 2015),

plusieurs cystéines protéases (Boulangé et al., 2017, Eyssen et al., 2018, Pillay et al.,

2013), des protéines cryptiques telles que la GM6 (Pillay et al., 2013) et plusieurs gly-

coprotéines invariantes de surface (Fleming et al., 2014, 2016). Parmi ces protéines

testées, seulement trois ont conduit au développement de deux tests TDR. Le premier

fut développé en 2014 pour T. vivax (Fleming et al., 2016) mais n’a pas encore atteint
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le stade commercial. Le second, développé par CEVA, a été commercialisé en 2017

(Boulangé et al., 2017). Ces tests et leurs prototypes en ELISA ont montré des bonnes

spécificités. Cependant une sensibilité très faible a été observée, notamment en dé-

but d’infection et en phase chronique de la maladie. Par ailleurs, l’accessibilité de ces

tests pour les éleveurs reste insuffisante, tant en termes de disponibilité que de coût.

Des nouvelles approches et des nouveaux tests réinventant le diagnostic de la TAA et

améliorant la sensibilité sont donc nécessaires.

Nous proposons dans ce travail l’évaluation de nouvelles protéines recombinantes

comme antigènes pour le sérodiagnoctic de la TAA, utilisables dans un test basé sur

un antigène unique et/ou en combinaison avec d’autres antigènes. In fine, nous avons

mené une analyse exhaustive du sécrétome de T. congolense pour identifier des pro-

téines à haut potentiel immunogénique dans le but de les inclure dans les prochains

tests à développer pour la TAA.

Ce manuscrit est composé de quatre parties : (i) une introduction générale, (ii)

une revue de la bibliographie sur la thématique abordée, (iii) une partie expérimentale

dans laquelle je présente les objectifs et les travaux menés au cours de cette thèse.

Cette partie renferme quatre chapitres numérotés de 4 à 8 comprenant la méthodologie

générale pour l’ensemble des études. Enfin, une dernière partie (iv) est consacrée à la

conclusion et aux perspectives.
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1 | Les trypanosomes

1.1 Définition et découverte du parasite

Les trypanosomes sont des protozoaires unicellulaires, flagellés de l’ordre des Ki-

netoplastidae. Ces sont des parasites obligatoires, généralement dixènes. En effet ils

alternent entre un hôte représenté par un insecte dont ils parasitent le tractus digestif et

un hôte végétal ou vertébré. Chez ce dernier, ils se développent avec un tropisme dé-

pendant de l’espèce. On distingue les trypanosomes dits africains extra-cellulaires (se

développant dans les liquides biologiques et/ou certains organes) et les trypanosomes

dits américains qui sont intracellulaires.

La première observation manuscrite d’une affection de trypanosomes africains re-

monte au Moyen-Âge. Le philosophe et historien arabe Ibn Khaldum a rapporté dans

l’un des ses écrits au XIVe siècle la mort du Sultan de l’empire du Mali, Sultan Mari

Diata II, en 1374, avec une symptomatologie faisant référence à la THA. Dans cet écrit

le philosophe raconte comme suit : « Il m’a raconté que Diata a été frappé par la ma-

ladie du sommeil, une maladie qui touche fréquemment les habitants de ces régions.

Ces malheureux ne sont jamais vraiment éveillés. Les symptômes de la maladie ont

persisté deux ans avant que Diata ne meure » (Ammar, 2013). Ensuite au XVIIe siècle,

les explorateurs notamment le chirurgien de la marine anglaise, John Atkins, décrivent

les symptômes de la maladie du sommeil parmi des individus réduits en esclavage sur

la côte guinéenne. Les pertes humaines occasionnées par la maladie chez ces sujets

ont conduit les marchands d’esclaves à entreprendre des travaux scientifiques sur la

maladie du sommeil. En 1842, le docteur David Gruby décrit la forme et le déplacement

d’un parasite de batraciens. Le terme trypanosome, du grec ancien trypanon (tarière)

et soma (corps), est ainsi apparu (Stephens et al., 1910). Côté animal, le microbiolo-

giste écossais David Bruce a été le premier à établir un lien entre la trypanosomose
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1.2. La classification

et la présence de parasites protozoaires dans le sang, pendant qu’il enquêtait sur la

mort de bovins à Zululand, en Afrique du Sud (Brown, 2008). En 1895, David Bruce

montre que la maladie chez le bétail, appelée Nagana par les Zulus, est transmise par

une mouche appelée tsé-tsé, par les populations Matabélé (Motloang et al., 2012). Il

a ainsi idenfifié Trypanosoma brucei, parasite ayant hérité de son nom, comme l’agent

responsable de la maladie. Après plusieurs travaux menés par différents auteurs et la

mise en évidence de la relation entre le parasite, le vecteur et la maladie par David

Bruce en 1902 (Steverding, 2008), les espèces de trypanosomes pathogènes ont été

identifiées. T. brucei gambiense et T. b. rhodesiense responsables de la maladie du

sommeil, furent identifiés. Dans la période de 1904-1905 c’est au tour de T. congo-

lense et de T. vivax, pathogènes pour les animaux, d’être découverts (Maudlin et al.,

2004, Stevens and Brisse, 2004).

1.2 La classification

1.2.1 Taxonomie

Les trypanosomes sont des protistes (eucaryotes unicellulaires) sanguicoles ap-

partenant à l’ordre des Kinetoplastidae, à la famille de Trypanosomatidae et au genre

Trypanosoma d’après la classification de 1972 par Hoare (Hoare et al., 1972). Ils se

caractérisent par la présence d’un flagelle unique ondulant, d’une mitochondrie unique

ramifiée et d’un kinétoplaste contenant de l’ADN en bâtonnet (Uilenberg, 1998). Il

existe plus de 36 espèces de trypanosomes parasitant une grande variété d’animaux

et même de plantes (Murray et al., 1998). Les espèces infectieuses pour les mam-

mifères ont été divisées en deux groupes selon la partie du système digestif du vec-

teur dans laquelle elles se développent en forme métacyclique infectante et selon leur

mode de transmission à l’hôte vertébré (classification réactualisée par Enyaru et al.,

2010) (Enyaru et al., 2010). On distingue ainsi la section de Stercoraria et de la section

Salivaria.

Chez les Stercoraria, les trypanosomes ont une évolution dite « postérograde »

chez le vecteur. Les trypanosomes infectants se trouvent dans la partie postérieure du

tube digestif du vecteur et sont déposés sur la peau et les muqueuses avec les fèces.

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 8



1.2. La classification

La piqûre provoquant une démangeaison importante, le grattage de la zone par l’hôte

vertébré provoque une rupture cutanée occasionnant la transmission des parasites.

Cette section renferme l’espèce Trypanosoma cruzi, responsable de la maladie de

Chagas en Amérique Latine.

Les trypanosomes de la section Salivaria ont quant-à-eux un développement « an-

térograde ». À l’exception de T. equiperdum qui a une transmission vénérienne, les

parasites infectants sont présents dans la partie antérieure du tube digestif du vecteur

et sont transmis par inoculation lors de la piqûre qui précède la prise du repas san-

guin. La transmission biologique se distingue de la transmission mécanique. Dans la

première, les trypanosomes sont transmis après un développement cyclique complet

chez le vecteur, la mouche tsé-tsé. Dans la seconde, les trypanosomes sont transmis

d’un animal à un autre par un insecte hématophage à l’occasion de repas sanguins in-

terrompus. Les espèces de la section Salivaria sont les seules à posséder des gènes

de glycoprotéines variantes de surface (Variant Surface Glycoprotein, VSG). Il existe

quatre sous-genres appartenant à cette section : Duttonella, Nannomonas, Trypano-

zoon et Pycnomonas (Figure 1.1).

La position systématique des trypanosomes parmi les protozoaires et la classifi-

cation révisée des trypanosomes de mammifères selon Levine et al., (1980) (Levine

et al., 1980) est la suivante :

Sous-règne PROTOZOA

Embranchement SARCOMASTIGOPHORA

Sous-embranchement MASTIGOPHORA

Classe ZOOMASTIGOPHOREA

Ordre KINETOPLASTIDA

Famille TRYPANOSOMATIDAE

Genre Trypanosoma

1.2.2 Les trypanosomes d’intérêt médical et vétérinaire en Afrique

Contrairement à la situation en Amérique Latine où l’on retrouve à la fois des es-

pèces pathogènes de trypanosomes de la section Stercoraria (exemple de T. cruzi)

et Salivaria (T. vivax et T. evansi), l’ensemble des espèces de trypanosomes patho-
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gènes existants en Afrique sont de la section Salivaria (Stevens and Brisse, 2004).

Ils sont pour la plupart essentiellement transmis par la mouche tsé-tsé (glossine) qui

est leur véritable hôte définitif. Chaque sous-genre renferme au moins une espèce

de trypanosome pathogène. Deux sous-espèces de l’espèce Trypanosoma brucei, en

l’occurrence T. brucei gambiense et T. brucei rhodesiense appartenant au sous-genre

Trypanozoon, sont pathogènes pour l’Homme. Chez les animaux, les trypanosomes

les plus communs sont ceux des sous-genres Nannomonas pour T. congolense et T.

simiae, Duttonella pour T. vivax, Trypanozoon pour T. brucei, T. evansi et T. equiperdum

et du sous genre Pycnomonas pour T. suis (Figure 1.1).

FIGURE 1.1 – Classification des trypanosomes de mammifères

1.2.2.1 Les trypanosomes pathogènes pour l’homme

L’espèce T. brucei du sous-genre Trypanozoon est subdivisée en trois sous-espèces,

T. brucei brucei, T. brucei gambiense et T. brucei rhodesiense très proches d’un point

de vu morphologique et génétique. Elles sont très polymorphes et sont toutes trans-

mises cycliquement par les glossines. Deux des sous-espèces sont pathogènes pour

l’homme et causent la trypanosomose humaine africaine (THA) couramment appelée

« maladie du sommeil » :

— T. brucei gambiense (Dutton, 1902) est l’agent responsable de la forme chronique

de la THA. Il sévit en Afrique Occidentale et Centrale et est responsable de plus

de 95% de cas de THA. Cette forme de la maladie est anthroponotique (Franco
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et al., 2014). Toutefois, des études suggèrent l’existence d’un réservoir animal

(Büscher et al., 2018).

— T. brucei rhodesiense (Stevens and Brisse, 2004) provoque la THA aiguë consi-

dérée comme une maladie anthropozoonotique en Afrique Orientale et Australe

(Franco et al., 2014).

La THA est classée dans la liste des maladies tropicales négligées (MTNs) de l’Or-

ganisation mondiale de la santé (OMS). Ces maladies sont ainsi qualifiées car elles

touchent essentiellement des populations pauvres des pays en voie de développe-

ment. Ces maladies ne constituent généralement pas une priorité en terme de santé

publique et de mise à disposition de fonds dédiés par les pouvoirs politiques en place

dans les pays touchés. La THA sévit sous forme épidémique et endémique dans plu-

sieurs pays en Afrique subsaharienne (Simarro et al., 2011). Elle a été ciblée dans la

feuille de route de l’OMS dès 2012 qui vise son élimination en 2020 en tant que pro-

blème de santé publique et l’arrêt de la transmission à l’homme (zéro cas) à l’horizon

2030. Grâce aux efforts conjugués de surveillance, de lutte anti-vectorielle et aux trai-

tements, la maladie a été confinée à quelques foyers. Le nombre de cas lié à la THA

a ainsi été significativement réduit. Il est passé d’environ 7201 cas en 2012 à environ

980 cas en 2019 (WHO, 2020).

1.2.2.2 Les trypanosomes pathogènes pour les animaux

Chez le bétail, les trypanosomes sont responsables de trois principales maladies :

la nagana, le surra et la dourine. Les espèces impliquées dans ces maladies sont :

— T. congolense : découverte pour la première fois dans le sang de mouton et d’âne

en 1904 en République Démocratique du Congo (RDC) par Broden, l’espèce T.

congolense est endémique dans toutes les régions de l’Afrique subsahararienne

où la mouche tsé-tsé (unique vecteur) est présente (Maudlin et al., 2004). Par

sa fréquence, sa pathogénicité et ses conséquences sur la productivité, cette es-

pèce constitue l’agent principal de la trypanosomose animale africaine ou nagana

(Sidibe, 1996). C’est un parasite essentiellement intravasculaire mais qui peut

également se retrouver au niveau extra-vasculaire (Silva Pereira et al., 2019).
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D’un point de vue moléculaire (variation de répétition des principaux ADN satel-

lites), plusieurs types de l’espèce T. congolense ont été caractérisés avec une

répartition géographique et une pathogénicité différentes (Adams et al., 2010,

Bengaly, 2003). On distingue le type « savane » qui se trouve dans les régions

sèches l’Afrique de l’Ouest et de l’Est ; le type « forêt » rencontré dans les régions

humides ou forestières, et les types « kilifi » et « tsavo » présents essentiellement

en Afrique de l’Est (Majiwa et al., 1985).

— T. vivax : Il est le second trypanosome en termes d’importance vétérinaire en

Afrique après T. congolense. Il a été décrit pour la première fois en Afrique en

1905 par Ziemann au Cameroun chez la chèvre (Stevens and Brisse, 2004).

Comme pour T. congolense, il est répandu dans l’aire de répartition des mouches

tsé-tsé qui le transmettent cycliquement et, potentiellement mécaniquement (Mo-

loo et al., 2000). En outre, d’autres mouches piqueuses notamment les tabanidés

et les stomoxes, le transmettent également de façon mécanique (Desquesnes

et al., 2005, Solano et al., 1997). Du fait de la présence ubiquitaire de ces vec-

teurs mécaniques, T. vivax s’est répandu en Amérique du Sud. Appartenant au

sous-genre Duttonella, T. vivax est l’espèce de trypanosomes pathogènes la plus

virulente de trypanosomes pathogènes pour les bovins (Itard, 2000). Il est res-

ponsable d’une infection asymptomatique ou chronique, aiguë ou suraiguë, chez

les bovins. Chez l’hôte mammifère, T. vivax est essentiellement intravascullaire

mais peut également se retrouver au niveau du derme (Silva Pereira et al., 2019).

— Les espèces du sous-genre Trypanozoon : Le sous-genre Trypanozoon est le

plus homogène de la section « salivaria » des trypanosomes. Il renferme trois

espèces majeures qui sont identiques morphologiquement et très proches géné-

tiquement mais qui présentent des caractéristiques épidémiologiques et patholo-

giques distinctes.

• T. brucei brucei : Cette sous-espèce de T. brucei fait partir des principaux

trypanosomes qui causent la trypanosomose animale africaine (TAA) ou na-

gana. Contrairement à T. brucei gambiense et T. brucei rhodesiense, T. bru-

cei brucei est non-pathogène pour l’homme. Elle a une importance moindre

dans la nagana mais peut affecter une large gamme d’hôtes incluant les
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équidés qui sont les plus sensibles (Giordani et al., 2016). T. brucei bru-

cei est un excellent modèle biologique pour l’étude des trypanosomes. Cer-

taines souches sont adaptées à la culture in vitro et ce parasite est facile-

ment infectant pour les rongeurs de laboratoire. Il est essentiellement extra-

vasculaire et peut envahir plusieurs tissus dont le derme (Capewell et al.,

2016) et le tissu adipeux (revu dans Silva Pereira et al., 2019).

• T. evansi : agent d’une trypanosomose appelée « surra », l’espèce T. evansi

est le trypanosome qui a la plus large répartition géographique. Le surra est

présent, ou a été rapporté, dans le monde entier à l’exception de l’Amérique

du Nord et de l’Australie (Desquesnes et al., 2008, Giordani et al., 2016, Ste-

vens and Brisse, 2004). C’est une espèce monomorphique qui infecte pré-

férentiellement les équidés et les camélidés. Elle est transmise uniquement

par voie mécanique par les mouches piqueuses (tabanidés et stomoxes) à

la différence de l’espèce T. brucei (Stevens and Brisse, 2004). Cette spé-

cificité dans la transmission est caractéristique de ce trypanosome. La ré-

duction (absence de maxicercles) ou l’absence d’ADN kinétoplastique chez

T. evansi est responsable de l’absence de développement cyclique chez la

glossine (Desquesnes et al., 2013, Stevens and Brisse, 2004).

• T. equiperdum : est un trypanosome pathogène des équidés et plus par-

ticulièrement des chevaux. Il est responsable de la dourine, une maladie

vénérienne qui se transmet lors du coït des équidés. Il est monomorphique

et identique à T. evansi d’un point de vue morphologique (Giordani et al.,

2016, Stevens and Brisse, 2004).

— Les autres espèces de trypanosomes : T. suis, T. godfreyi, T. simiae, Megatrypa-

num spp.

Avec une transmission comparable à T. brucei, T. suis (formes métacycliques in-

fectantes dans le proboscis) est le trypanosome typique des suidae (domestiques

et sauvages) en Afrique tropicale de l’Est (Tanzanie et Burundi) (Itard, 2000). Il

a été décrit pour la première fois en 1905 par Ochmann (revu dans Taylor and

Authié, 2004) et constitue la seule espèce du sous-genre Pycnomonas. Il est

monomorphique et infecte principalement les porcs, chez lesquels il provoque
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une infection chronique et aiguë respectivement chez l’adulte et chez le jeune

(Taylor and Authié, 2004). En sus de trypanosomes à haut pouvoir pathogène,

il existe d’autres espèces de trypanosomes peu ou pas pathogènes mais ayant

aussi un intérêt vétérinaire. C’est le cas de T. simiae (du même sous-genre que T.

congolense) aussi pathogène des suidae. Les Megatrypanum spp. (section Ster-

coraria) peuvent interférer dans le diagnostic de trypanosomes. T. godfreyei est

également cité dans la nagana (Giordani et al., 2016, Taylor and Authié, 2004).

1.3 Morphologie et structure

Les trypanosomes sont des parasites hématozoaires, fusiformes, aplatis et flagel-

lés. Ils présentent une grande variété de taille selon les espèces et selon les phases

de leur cycle cellulaire. Leur taille peut varier de 4 à 40 µm de long et de 2 à 5 µm

de large (Giordani et al., 2016). Leur forme est définie par un cytosquelette hautement

polarisé. Les organites uniques sont positionnés dans le cytosquellette qui conserve

leur intégrité ainsi que celle de la cellule entière au cours du cycle cellulaire (Robinson

et al., 1995). Les trypanosomes salivaires ont une surface entièrement recouverte d’un

manteau de glycoprotéines, appelées VSG (Variant Surface Glycoprotein) ou glycopro-

téines variantes de surface. Au cours du développement du parasite chez l’hôte mam-

mifère, les VSG varient et lui permettent de s’y maintenir (revu dans Horn, 2014). Au

microscope, le trypanosome apparaît après coloration May-Grunwald Giemsa (MGG)

comme un élément allongé avec trois structures caractéristiques : un noyau central,

un kinétoplaste dans la partie postérieure et un flagelle s’enroulant au tour du corps

cellulaire (Kennedy, 2013). L’ultra-structure des trypanosomes (Vickerman et al., 1993)

montre (Figure 1.2) :

— Une paroi cellulaire ou périplasme constituée de trois couches : une membrane

plasmique, un réseau de microtubules servant de cytosquelette dans la face in-

terne et au niveau externe (chez les formes sanguines), un manteau de glyco-

protéines constitué presque exclusivement de VSG.

— Un unique flagelle qui assure la motilité du parasite chez l’hôte mammifère et son

attachement dans le système digestif du vecteur. Ce flagelle est composé d’un
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FIGURE 1.2 – Ultrastucture de la forme sanguine de T. brucei . Figure adaptée de Vickerman
et al., (1993) (Vickerman et al., 1993).

axonème (formé par 9 doublets de microtubules périphériques et une paire cen-

trale) et d’une tige paraflagellaire formée par un réseau des filaments (Vaughan

and Gull, 2003), avec une membrane semblable à celle de la membrane plas-

mique qui en plus, permet au parasite d’adhérer aux épithéliums du vecteur par

des hémidesmosomes (revu dans Ralston and Hill, 2008). Le flagelle s’enroule

autour du corps cellulaire de la partie postérieure vers la partie antérieure avec

une extrémité distale libre. Il forme un corps « en vrille » qui est à l’origine du

nom « Trypanosoma ». T. congolense se distingue de T. vivax et de T. brucei par

l’absence d’un flagelle libre (Giordani et al., 2016, Osório et al., 2008, Vickerman,

1969).

— Un corps basal : le flagelle émerge du corps basal auquel il est lié par un filament
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de microtubules. Le corps basal ressemble à des centrioles des cellules animales

et est lié par une série des filaments au génome mitochondrial du kinétoplaste.

Ces filaments servent de guide à la fois pour la réplication de ce génome mais

aussi de sa ségrégation, de celle du corps basal et du flagelle lors de la division

cellulaire (Gull, 2003, Ogbadoyi et al., 2003, Robinson and Beverley, 2003)

— Une poche flagellaire, invagination en forme d’outre au niveau de laquelle sort le

flagelle. La poche flagellaire constitue le seul point d’échange entre le parasite

et son hôte par endo- et exo-cytose (Overath and Engstler, 2004). Grâce à ces

phénomènes d’endo- et d’exo-cytose, le parasite recycle son manteau glycopro-

téique pour persister en échappant au système de défense de son hôte.

— Le noyau, le reticulum endoplasmique (RE) et l’appareil de Golgi. Ces organites

se présentent comme ceux habituellement retrouvés chez les eucaryotes. Le

noyau renferme l’information génétique dans une enveloppe formée de deux

feuillets accolés et percés des pores. Il est central chez T. congolense et lé-

gèrement situé en arrière chez T. brucei. Le RE lié à l’enveloppe nucléaire, à

l’appareil de Golgi et à la mitochondrie, se concentre essentiellement entre le

noyau et la poche flagellaire. Comme chez les autres eucaryotes, la synthèse

protéique se fait au niveau du RER (RE rugueux) et le repliement de peptides

au niveau du REL (RE lisse) avant leur acheminement vers l’appareil de Golgi.

Ce dernier constitue le lieu de maturation et d’adressage des protéines. En sus

des lysosomes, des endosomes et plusieurs vésicules de fonction indéterminée,

l’appareil de Golgi se situe également entre le noyau et la poche flagellaire, à

laquelle, il est étroitement lié pour les échanges avec l’extérieur (endo- et exo-

cytose) (Vickerman et al., 1993).

— Le kinétoplaste et la mitochondrie : Le kinétoplaste est situé à proximité du corps

basal. Il forme un ensemble continu avec la mitochondrie, qui s’étend sur toute

la longueur du corps cellulaire en allant de la partie postérieure vers la partie

antérieure (Vickerman, 1969, Vickerman et al., 1993). Caractérisant les Kineto-

plastidae, le kinétoplaste contient 10 à 20% de l’ADN du parasite appelé ADN

kinétoplastique. Ce dernier est constitué d’un réseau complexe de cercles d’ADN
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double brin de taille différente, maxi- et mini-cercles. Les premiers codent pour

les gènes mitochondriaux et les seconds codent les ARN guides essentiels à

l’édition des ARN messagers (ARNm) (El-Sayed et al., 2000). La mitochondrie

est très développée et ramifiée chez les formes procycliques (Procyclic Form,

PCF), chez l’insecte vecteur. En effet ces formes sont capables de métaboliser

dans la mitochondrie différentes sources de carbone dont la proline qui est abon-

damment présent chez le vecteur. Le catabolisme de cet acide aminé dans la mi-

tochondrie conduit à une sécrétion importante d’alanine (revu dans Michels et al.,

2021). Chez les formes sanguines (Bloodstream Form, BSF, chez l’hôte mammi-

fère), la mitochondrie ne joue pas un rôle aussi important dans le métabolisme

énergétique. La production d’énergie dépends du catabolisme du glucose par la

glycolyse (revu dans Michels et al., 2021, Smith et al., 2017).

— Les glycosomes : ce sont des compartiments apparentés aux peroxysomes spé-

cifiques des Kinetopastidae. On y trouve les sept premières étapes de la gly-

colyse, mais aussi d’autres voies métaboliques telles que la voie de pentoses

phosphates, la néoglucogenèse et le métabolisme des purines. Leur composi-

tion et l’activité des enzymes qu’il contiennent changent profondément au cours

du cycle évolutif des trypanosomes (Gualdrón-López et al., 2012, Opperdoes and

Borst, 1977).

1.4 Biologie des trypanosomes

1.4.1 Mode de multiplication

Les trypanosomes se reproduisent presque exclusivement par division binaire asexuée

ou scissiparité, une cellule mère donnant deux cellules filles. Le cycle de division a été

le plus étudié chez la forme procyclique de T. brucei. Il comporte 4 phases (G0/G1 ; S,

G2 et M). Au stade G0/G1, tous les organites sont en unique copie. Le dédoublement

des organites se fait progressivement en commençant par le flagelle. Le kinétoplaste

qui est le second organite à se dédoubler à la phase S et G2, suit un cycle de division

légèrement décalé par rapport à celui du noyau (Figure 1.3). À la fin de leur duplica-

tion, les organites se séparent à la phase M et s’en suit une division longitudinale de
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la cellule en deux cellules trypomastigotes (McKean, 2003).

Bien qu’il n’y ait aucune évidence concrète, il existe une hypothèse sur une possible

reproduction sexuée chez T. brucei. En effet, dans les années quatre vingt dix, Kooy

a identifié en culture des formes haploïdes chez cette espèce, qui seraient des « ga-

mètes ». Les études de Gibson et al. (1994) sont également en faveur d’une méiose

chez T. brucei. Ces auteurs ont montré que, chez la glossine il y aurait une recombi-

naison génétique des hybrides de deux souches de trypanosomes résistantes à deux

antibiotiques différents. Récemment, Gibson et Paecock (2019) ont identifié chez T.

brucei le stade de division méiotique et les gamètes à l’intérieur des glandes salivaires

de la mouche, en utilisant des protéines fluorescentes (Gibson and Peacock, 2019).

Trois années plutôt, Gibson (2015) était arrivé à la conclusion que l’échange génétique

qui a lieu chez l’insecte n’est pas obligatoire pour le cycle évolutif de T. brucei (Gibson,

2015). Ces évènements génétiques sont rares voire inexistants chez les trypanosomes

d’après certains généticiens qui seraient plutôt en faveur d’une reproduction essentiel-

lement clonale (Cuisance, 1995, Rotureau and Van Den Abbeele, 2013, Simo et al.,

2010). Certains auteurs imputent également la diversité génétique de T. congolense à

la fréquence des hybridations (Tihon et al., 2017). Ces échanges de matériels géné-

tiques n’interviendraient que dans certaines conditions particulières, par exemple lors

d’un stress nutritionnel ou sous une pression de sélection comme le souligne Hope et

al., (1999) (Hope et al., 1999).

1.4.2 Le cycle parasitaire

Les trypanosomes africains, à l’exception de T. equiperdum qui est adapté à la

transmission vénérienne, et de T. evansi, transmis mécaniquement, possèdent un cycle

de développement biologique très complexe. Il se caractérise par une série de transfor-

mations morphologiques et physiologiques engendrant différentes formes parasitaires

en fonction de l’hôte. Ce cycle concerne essentiellement la reproduction clonale ou

asexuée et se réalise souvent chez deux hôtes, un hôte vertébré, le plus souvent un

mammifère (homme, faune sauvage généralement réservoirs de parasites ou faune

domestique), mais aussi reptiles et un hôte invertébré, un insecte hématophage (Fi-

gure 1.4).
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FIGURE 1.3 – Diagramme du cycle de division cellulaire de cellules procycliques de T.
brucei. (a) Les cellules G1 possèdent un seul Kinétoplaste et noyau (appelé 1K1N) ainsi qu’un
flagelle attaché. (b) Au cours du cycle cellulaire, un nouveau corps basal se forme et un nou-
veau flagelle est nucléé. Le noyau est toujours en phase S lorsque l’ADN du kinétoplaste pré-
sente une morphologie allongée. (c) La séparation des corps basaux conduit à la séparation
du kinétoplaste attaché. Ces cellules sont appelées 2K1N. (d) Les cellules entrent en phase
nucléaire M, et la séparation des chromosomes se produit. (e) La division nucléaire est termi-
née. Ces cellules sont appelées 2K2N. (f) Un sillon de clivage se forme entre les deux flagelles.
(g) À la fin du cycle cellulaire, deux cellules filles sont formées, et chaque cellule hérite d’un
seul kinétoplaste, noyau et flagelle. Figure tirée de Akiyoshi and Gull (2013) (Akiyoshi and Gull,
2013).
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FIGURE 1.4 – Les étapes du cycle évolutif de T. congolense. Figure tirée de Peacock et al.,
(2012) (Peacock et al., 2012).

Dans la suite de ce manuscrit, nos travaux portant sur la trypanosomose animale

africaine, nous allons nous focaliser essentiellement sur les trois espèces majoritaire-

ment impliquées T. congolense, T. vivax, et T. brucei brucei.

1.4.2.1 Chez la mouche tsé-tsé

Les glossines se contaminent à vie en absorbant des formes trypomastigotes courtes

à la suite d’un repas sanguin sur un hôte infecté par les trypanosomes. Les trypano-

somes ingérés subissent des transformations et des réplications selon un cycle com-

plexe dans le tractus digestif aboutissant à des formes métacycliques infectantes pour

l’hôte mammifère.

Si l’on prend l’exemple de T. congolense, le développement se fait successivement

dans l’intestin moyen, l’intestin antérieur et le proboscis de la glossine (Jackson et al.,

2015). Les formes trypomastigotes ingérées, après avoir perdu leur manteau glyco-

protéique et activé la respiration cellulaire par le développement de la mitochondrie,

se transforment en formes promastigotes ou procycliques. Ces dernières se multi-

plient activement dans l’intestin moyen dans lequel ils migrent de l’espace endopé-
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FIGURE 1.5 – Variation du cycle évolutif de trypanosomes africains. Proboscis (P), intestin
moyen (MG), glande salivaire (SG), proventricule (PV). Stades du cycle de vie chez la mouche :
(1) Ingestion des formes sanguines de parasites ; (2) migration des parasites vers l’intestin
moyen de l’insecte avec différenciation en formes procycliques (T. vivax n’a pas ce stade) ;
(3) migration vers l’avant du proboscis (T. vivax), le proventricule (T. congolense) ou la glande
salivaire (T. brucei) et différenciation en formes épimastigote ; (4) différenciation en formes
métacycliques et inoculation à l’hôte vertébré lors de l’alimentation de l’insecte (Jackson et al.,
2015).
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ritrophique vers l’espace ectopéritrophique. De cette localisation, les trypanosomes

remontent par le proventricule vers l’œsophage et le proboscis. À ce niveau, les pro-

cycliques se transforment en épimastigotes et pénètrent dans l’hypopharynx pour de-

venir des métatrypanosomes infectants, ou formes métacycliques avec l’apparition du

manteau antigénique formé de glycoprotéines (Figure 1.4) (Peacock et al., 2012). À

la différence de T. congolense, T. vivax n’a pas de formes procycliques dans l’intestin

moyen de la glossine et n’a pas de migration complexe dans l’insecte ; T. vivax se déve-

loppe plutôt directement en formes épimastigotes dans le proboscis. Cette différence

pourrait expliquer pourquoi T. vivax peut être transmis par d’autres types d’insectes

piqueurs. Contrairement à ces deux dernières espèces, les formes métacycliques de

T. brucei se retrouvent (en attente) dans les glandes salivaires. Morphologiquement

très comparables aux formes sanguines, les métatrypanosomes sont des formes pré-

adaptées à l’hôte mammifère (Figure 1.5). En plus de la différence sur la localisation

du déroulement, la durée du cycle chez la glossine varie également selon l’espèce de

trypanosomes. Elle est en moyenne de 20 à 30 jours chez T. brucei, 12 à 18 jours chez

T. congolense et 5 à 14 jours chez T. vivax (Jackson et al., 2015, Rotureau and Van

Den Abbeele, 2013).

1.4.2.2 Chez l’hôte mammifère

Les trypanosomes pathogènes africains sont transmis par la salive de leurs vec-

teurs, d’où leur appartenance au groupe des Salivaria. Lors d’un repas de sang, la

glossine injecte les formes métacycliques présentes dans ses pièces buccales dans

le derme de l’hôte mammifère. La réaction inflammatoire locale et la lésion cutanée

occasionnées par la piqûre forment parfois un chancre d’inoculation ou trypanome. Au

niveau de ce point, les trypanosomes se multiplient se différencient en formes sangui-

coles, migrent ensuite jusqu’à la circulation sanguine par la voie lymphatique (Akol and

Murray, 1986). Dans le sang, la durée de la période pré-patente, la durée de l’inocula-

tion à la détection du parasite, est de 1 à 3 semaines en fonction de l’espèce et de la

souche de trypanosome en cause, du nombre de parasites injectés par la glossine et

de l’état immunitaire de l’hôte mammifère (Clausen et al., 1993).

Chez l’hôte mammifère, la plupart de trypanosomes et plus particulièrement l’es-

pèce T. brucei, est pléomorphique. Différentes formes apparaissent successivement :
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des formes trypomastigotes longues et minces se divisant activement, des formes try-

pomastigotes intermédiaires puis des formes trypomastigotes courtes et traques ne se

divisant plus et préadaptées à l’infestation de la glossine (Matthews and Gull, 1994).

Dans le système sanguin de l’hôte mammifère, les trypanosomes, qui ont revêtu

leur manteau glycoprotéique, changent régulièrement de spécificité antigénique (Horn,

2014). Grâce à ce phénomène, les trypanosomes évoluent par « vagues parasité-

miques » et parviennent ainsi à persister en échappant au système immunitaire de

l’hôte.

1.4.3 La variation antigénique

Les trypanosomes de la section Salivaria, ont développé au cours de leur évolution,

le processus de variation antigénique leur permettant d’échapper au système immuni-

taire de l’hôte mammifère. Les trypanosomes de formes sanguines et métacycliques

infectieuses pour l’hôte mammifère sont recouverts entièrement, à l’exception de leur

poche flagellaire, par des glycoprotéines appelées VSG (Variable Surface Glycopro-

tein) (Vickerman, 1969). La VSG est une protéine homodimère ancrée dans la mem-

brane plasmique du trypanosome par un radical glycosyl-phosphatidylinositol (GPI).

Elle présente des régions au niveau N-terminale dites hypervariables et une partie C-

terminale conservée avec un domaine dit CRD (Cross reacting determinant), respon-

sable de la réactivité croisée entre différentes VSG. La glycoprotéine VSG représente

10% de protéines totales du parasite et est constituée de 107 molécules identiques

(Bangs, 2018). Sa répartition est dense et compacte pour T. brucei et T. congolense

et apparaît plus diffuse pour T. vivax. Elle a une masse moléculaire en moyenne de 65

kDa chez T. brucei et de 50 kDa chez T. congolense (Authiée et al., 1993) et T. vivax.

La variation antigénique liée aux molécules de VSG, se traduit par l’apparition suc-

cessive, au cours de l’infection, de parasites portant des types antigéniques variables

(VAT, Variable Antigenic Type) immunodominants de VSG masquant les antigènes in-

variants. À chaque moment de l’infection, les trypanosomes synthétisent et présentent

majoritairement au système immunitaire de l’hôte mammifère un seul type de variant

VSG (homotype) ce qui leur permet d’évoluer en « vague parasitémique ». À mesure

qu’une réponse immunitaire spécifique se développe contre le VAT exprimé, le nombre
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de trypanosomes ayant un VAT homologue diminue suite à la réponse humorale du

système immunitaire de l’hôte. Les trypanosomes ayant un VAT hétérologue survivent,

se divisent et déclenchent une seconde vague de parasitémie et leur VAT devient le

nouveau homotype dominant dans une population mixte de parasites exprimant jus-

qu’à 100 VSG distinctes, et ainsi de suite (Barry et al., 2004) (Figure 1.6).

FIGURE 1.6 – Phénomène de variation antigénique chez les trypanosomes. Figure adaptée
de l’image originale consultée le 26/02/2021 sur : https://www.mugnierlab.org/research.

D’un point de vue génomique et si l’on prend l’exemple de T. brucei, il existe plus

de 2500 gènes codant pour des VSGs (le « VSGnome ») dont 80% sont des pseudo-

gènes (Black and Mansfield, 2016, Cross et al., 2014). Les gènes actifs de VSG sont

situés à proximité des régions télomériques de trois types de chromosomes et en par-

ticulier dans les régions sub-télomériques des mégachromosomes. Leur expression

prend place au niveau des sites dits télomèriques. Il existe 15 à 20 de ces sites d’ex-

pression de VSG, constituant l’unique point de contrôle du processus de variation an-

tigénique (Bangs, 2018). Deux mécanismes moléculaires permettent ce processus :

l’activation télomérique consistant à la commutation de la transcription d’un site à un

autre et la recombinaison génétique dans laquelle un gène codant situé dans le site ac-

tif d’expression est remplacé par un gène non-exprimé par conversion génique (Cross

et al., 2014). Plus rarement, la recombinaison peut également faire intervenir la per-

mutation de télomères (Bangs, 2018, Cross et al., 2014).
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Les VSG, de par leur abondance et leur antigénicité, représentent la principale cible

de la réponse immunitaire de l’hôte. L’hétérogénéité de VATs rend difficile l’acquisition

d’une immunité durable même s’il a été démontré que l’immunisation des bovins par

des VSGs purifiées les protégerait des infections homologues (Taylor, 1998). Cette va-

riation antigénique due aux VSG est la principale contrainte au développement d’un

vaccin classique contre les infections aux trypanosomes. Par ailleurs, des études im-

munologiques ont montré que l’immunosuppression induite par les trypanosomes au

cours de l’infection empêchait la permanence de cellules mémoires (Radwanska et al.,

2008), ce qui offrait peu d’espoir de développer un vaccin efficace jusqu’à récemment.

En effet Autheman et al. (2021) ont montré l’efficacité d’un vaccin anti-T. vivax, basé

sur un antigène invariant du flagelle, qui conférait une excellente protection contre l’in-

fection à T. vivax chez la souris (Autheman et al., 2021).

1.4.4 Organisation du génome des trypanosomes

Les trypanosomes africains disposent de deux génomes : un dans le noyau appelé

génome nucléaire et l’autre mitochondrial localisé dans le kinétoplaste. Le génome

nucléaire présente une plasticité inter- et intra-espèces en termes de nombre et de

taille des chromosomes, tandis que le génome mitochondrial varie en nombre de mi-

nicercles et au niveau de la région variable, de maxicercles (El-Sayed et al., 2000).

1.4.4.1 Le Génome nucléaire

Le génome nucléaire des trypanosomes est d’environ 3,5 x 107 pb, ce qui est du

même ordre de grandeur que les génomes de parasites tels que Plasmodium falci-

parum, Leishmania major et T. cruzi. Il est de faible complexité avec environ 68% de

séquences en simple copie et contient plus d’une centaine de chromosomes classés

en trois groupes en fonction de leur taille de migration en électrophorèse en champ

pulsé (PFGE, Pulsed-Field Gel Electrophoresis). On distingue des grands chromo-

somes dont il existe au moins 11 paires (I-XI) allant de 1 Mb à plus de 6 Mb (Melville

et al., 1998, 2000). Ces mégachromosomes représentent environ 80% du génome

nucléaire et portent la plupart des gènes impliqués dans les fonctions de base du try-

panosome d’où leur appellation de chromosomes « housekeeping », chromosomes de

ménage. En plus de leur domaine central contenant les gènes constitutifs, les mé-
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gachromosomes contiennent également des régions sub-télomériques refermant des

gènes VSG et leurs sites d’expression (ES, Expression Site). Les réarrangements et

les répétitions de ces gènes et les sites d’expression sont responsables de la variété

de taille entre les paires chromosomiques et les chromosomes homologues au sein

d’une même paire, d’une souche de trypanosome à une autre (El-Sayed et al., 2000).

Les deux autres types de chromosomes sont de ploïdie incertaine. Ces sont : les

chromosomes de taille intermédiaire de 200 à 900 kb et les minichromosomes de

tailles variant entre de 50 à 150 kb. Les chromosomes intermédiaires représentent

entre 0,2 et 1% du génome nucléaire. Comme pour les mégachromosomes, ils sont

constitués d’un domaine central flanqué des séquences sub-télomeriques répétées de

177 pb (Wickstead et al., 2004). Ils contiennent également des sites d’expression des

VSG. Les minichromosomes possèdent les mêmes (5’-TTAGGG-3’)n répétitions que

les autres chromosomes. Il y a environ une centaine de minichromosomes représen-

tant près de 20% du contenu de l’ADN nucléaire. Ils sont principalement constitués de

réseaux internes en tandem d’une répétition de 177 pb, pouvant représentés plus de

90 % de la séquence de certains minichromosomes. À la différence des grands chro-

mosomes et des chromosomes intermédiaires, les minichromosomes peuvent contenir

des séquences répétées spécifiques qui sont soit riches en GC (Guanine, Cytosine)

soit riches en AT (Adénine, Thymidine) et se trouvant entre les télomères et la répétition

interne de 177 pb. Dernière caractéristique, les minichromosomes peuvent également

servir de dépôts pour les gènes VSG (El-Sayed et al., 2000).

1.4.4.2 Le Génome mitochondrial ou kinétoplastique

L’ADN mitochondrial contenu dans le kinétoplaste (ADNk) représente 10 à 20%

de l’ADN cellulaire total des trypanosomes. Il est constitué de deux types de molé-

cule d’ADN circulaire dites minicercles ou maxicercles en fonction de leur taille. Ces

molécules s’imbriquent les unes dans les autres comme un disque aplati de cercles

d’ADN pour former le réseau d’ADNk. Elles contiennent des séquences nucléotidiques

répétées et spécifiques à chaque espèce de trypanosomes.

1.4.4.2.1 Les minicercles

Les minicercles ont une taille d’environ 1 Kb et un nombre variant entre 5000 et 20 000.
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Ils sont formés d’une région conservée de 100 à 150 pb et d’une région variable de 850

à 900 pb (Chen and Donelson, 1980). Très hétérogènes, les minicercles peuvent va-

rier énormément au sein d’une même espèce ou d’une même souche avec un nombre

de classes estimé à plus de 200 (caractéristique souvent exploiter pour l’identification

d’espèce au sein du groupe trypanozoon). Les minicercles codent uniquement pour

des ARN guides (ARNg) impliqués dans le processus de l’édition des transcrits mito-

chrondriaux codés par les maxicercles (Cooper et al., 2019).

1.4.4.2.2 Les maxicercles

À la différence des minicercles, les ADN maxicercles kinétoplastiques comptent 30 à

50 molécules de maxicercles par cellule, d’environ 20 kb chacune, codant deux ARNr

mitochondriaux (Sous-unités ribosomiques 9S et 12S) et 17 protéines impliquées dans

la respiration cellulaire au niveau de la mitochondrie. Une molécule d’ADN maxicercle

est constituée d’une région conservée de 17 Kb portant l’ensemble des gènes codés et

d’une région variable de 3 à 6 Kb. Leur taille varie selon les espèces de trypanosomes

et le fait qu’elles soient absentes chez T. evansi ou partiellement absentes chez T.

equiperdum (Lai et al., 2008, Sánchez et al., 2015), fait d’elles des cibles privilégiées

du diagnostic d’espèce par les techniques moléculaires (Stuart et al., 2005).

1.5 Les vecteurs de trypanosomes

Les trypanosomoses sont toutes des maladies à transmission vectorielle à l’ex-

ception de la trypanosomose animale de type dourine. Les trypanosomes peuvent

être transmis par des vecteurs cycliques (les glossines) ou de façon mécanique par

d’autres insectes hématophages y compris les glossines.

1.5.1 Les vecteurs cycliques : glossines

Du terme grec « Glossina » qui signifie « langue », en référence à ses pièces buc-

cales de forme allongée, la glossine ou mouche tsé-tsé est le seul vecteur cyclique

des trypanosomes africains, pathogènes des humains et des animaux. Les glossines

sont des insectes hématophages de l’ordre de diptères, appartenant à la famille des

Glossinidae et au genre Glossina (Buxton et al., 1955). Elles sont caractérisées par

l’adaptation de leurs pièces buccales à la piqûre, les distinguant des autres Muscoidea.
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D’un point de vue morphologique, ce sont des mouches avec une silhouette allongée

et mesurant entre 6 à 16 mm de longueur sans leur trompe (proboscis). Les mâles

sont plus petits que les femelles mais ils sont tous d’aspect robuste. Leur coloration

peut varier de brune noirâtre à brun testacé mais jamais métallique (Figure 1.7) (Itard,

1986, Krinsky, 2019).

FIGURE 1.7 – Morphologie d’une glossine. A. La mouche tsé-tsé de la savane, Glossina
morsitans (image obtenue de Brice Rotureau sur : https://research.pasteur.fr/en/team/
group-brice-rotureau/), B-C. Une femelle de Glossina morsitans. B. avant de se nourrir ;
C. après s’être nourrie. Les dessins B et C sont tirés de Krinsky (2019) (Krinsky, 2019) et
initialement de Austen (1903).

Les mouches tsé-tsé ont besoin pour survivre d’une température et d’une humidité

exclusivement rencontrées dans les zones tropicales avec un eco-climat particulier (hy-

grométrie optimale de 65 à 85% d’humidité et un optimum thermique autour de 25°C).

Elles vivent quasi-exclusivement en Afrique où elles infestent un tiers des superficies

terrestres soit environ 10 millions de kilomètres carrés (Km2) et affectent plus de 38

pays d’Afrique subsaharienne (Figure 1.8) (Krinsky, 2019). Toutefois, avant les années

2000, l’île de Zanzibar était également infestée. De plus, une vingtaine de specimens

de G. morsitans et G. fuscipes ont été observés au sud-ouest de l’Arabie saoudite

(Elsen et al., 1990). Cependant, ne supportant pas une température dépassant 36°C

ou inférieure à 16°C (Are and Hargrove, 2020), elles sont absentes dans les zones

sahéliennes et désertiques et dans les régions montagneuses du sud de l’Afrique. En

sus de ce facteur lié aux conditions de température et d’humidité, la croissance dé-

mographique humaine qui entraîne une modification des habitats, et les sécheresses
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épisodiques observées dans les régions de leur répartition, ont fortement diminué l’aire

occupée par les glossines, qui ne vaut plus les 10 millions de Km2 (Solano et al., 2018).

FIGURE 1.8 – Distribution des groupes de mouches tsé-tsé Morsitans, Fusca et Palpalis
à travers l’Afrique. Figure tirée de "Tsetse flies (Glossinidae)"(Krinsky, 2019).

Il existe 31 espèces et sous-espèces de glossines réparties en 3 sous-genres ou

« groupes » et classées en fonction de la forme des genitalia mâles et femelles, de la

répartition géographique, et de certains caractères bioécologiques et morphologiques

(couleur, présence de soies, etc). Parmi elles, seules 8-15 espèces et sous-espèces
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sont d’une importance médicale/vétérinaire et, par voie de conséquence, économique.

Les trois grands groupes décrits sont (Solano et al., 2018) :

— le sous genre Austenina (groupe Fusca) compte 15 espèces de glossines de

grande taille (11-16 mm). Elles se nourrissent rarement sur l’homme et ont une

répartition généralement en dehors des zones à vocation pastorale. De ces faits,

elles ont une importance économique mineure (Jordan et al., 1986).

— le sous genre Nemorhina (groupe Palpalis) de taille moyenne (8-11 mm) ou pe-

tite (6-8 mm). Il y a 9 espèces de Palpalis, toutes vivant dans la forêt tropicale

de plaine, le long des réseaux hydrographiques des savanes humides et dans

les galeries forestières (Solano et al., 2018). Elles sont appelées « glossines ri-

veraines » et comptent les principaux vecteurs de la trypanosomose humaine

africaine. Elles sont dotées d’une grande capacité d’adaptation à leur environ-

nement et à leur hôte. Certains auteurs ont rapporté leur présence dans des

zoos ou des forêts conservées des grandes villes d’Afrique Francophone (Dakar,

Abidjan, Conakry, Kinshasa, etc) (Bouyer et al., 2010, Solano et al., 2018). Les

espèces (vecteurs) les plus importantes sont G. tachinoides, G. p. palpalis et G.

p. gambiensis (pour les TAA en Afrique de l’Ouest, et aussi pour la THA concer-

nant cette dernière) ; G. f. fuscipes et G. f. quanzensis (pour la THA en Afrique

centrale) et enfin G. p. gambiensis (pour la THA en Afrique occidentale) (Jordan

et al., 1986, Solano et al., 2018, Vreysen et al., 2013).

— le sous genre Glossina stricto sensu (groupe Morsitans) rassemble sept espèces

de taille moyenne comprise entre 8 et 11 mm. Elles colonisent très préférentiel-

lement les savanes d’où leur appellation de mouches tsé-tsé des savanes (Jor-

dan et al., 1986). Vecteurs majeurs de tryapnosomoses (humaine et animale) en

Afrique australe et orientale, les espèces les plus importantes de ce groupe sont :

G. morsitans spp. et G. pallidipes. Elles sont plus sensibles à l’anthropisation par

rapport au groupe de Palpalis (Van den Bossche et al., 2010).

La prise de repas sanguin par la glossine chez son hôte est un processus hau-

tement élaboré. Les deux sexes de l’insecte sont hématophages plus précisément
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solénophages. Grâce à leur proboscis, les glossines incisent la peau de leur hôte

et coupent les capillaires sanguins créant une micro-hémorragie sous-cutanée. Elles

pompent par la suite le sang directement dans les capillaires (Leak, 2009, 1999). Le

sang passe par l’œsophage et rejoint le jabot pour y être stocké, puis l’intestin pour la

digestion après un passage dans le proventricule où il sera enveloppé par une mem-

brane péritrophique. Pendant la prise du repas sanguin, la salive de la glossine conte-

nant des protéines et des peptides (sialome avec des propriétés anticoagulantes et

vasodilatatrices) s’écoule par l’hypopharynx et injectée au niveau du point de piqûre

(Champagne, 2004). Ce sialome constitue actuellement un outil précieux à la base de

la découverte de marqueurs moléculaires utilisés pour mesurer l’exposition des hôtes,

notamment bovins, aux piqûres de glossines (Somda et al., 2013). Par ailleurs, le repas

sanguin que prend la mouche tsé-tsé est indispensable à son cycle biologique (fécon-

dité des adultes, activité ovarienne, stockage de graisse, développement larvaire etc.).

Le volume et la fréquence des repas sanguins sont fonction de l’espèce de glossine

et des conditions environnementales, notamment d’humidité (Leak, 1999, Randolph

et al., 1992). Plusieurs facteurs déterminent le degré d’infection d’une population de

glossines par les trypanosomes : les espèces de trypanosomes et de mouches en

présence, le nombre de repas, l’âge et le sexe des glossines et la saison (Itard et al.,

1981) et d’autres facteurs actuellement étudiés comme le microbiote (Farikou et al.,

2010, Geiger et al., 2007). La capacité vectorielle des glossines est souvent associée

à la transmission préférentielle des espèces de trypanosomes. Autrement dit chaque

groupe de mouches transmet préférentiellement une espèce de trypanosome donnée

(Cuisance, 1995).

À côté de cette transmission cyclique ou oro-digestive, les glossines sont égale-

ment capables de transmettre les trypanosomes de façon mécanique entre deux repas

sanguins d’un intervalle très court (Moloo et al., 2000). Toutefois, elles occupent moins

d’importance dans ce processus qui est plutôt le fait d’autres mouches hématophages.

1.5.2 Les vecteurs mécaniques : Tabanidés et Stomoxyinés

La transmission mécanique est un phénomène qui a lieu à la suite d’un repas san-

guin interrompu sur un hôte infecté et achevé sur un autre hôte dans les quelques

secondes ou minutes qui suivent la prise de repas sanguin par l’insecte. Par opposi-
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tion à la transmission cyclique, la transmission mécanique est caractérisée par le fait

qu’il n’y a pas de transformation ni de multiplication du parasite chez le vecteur (Des-

quesnes and Dia, 2004). Les insectes sont alors comme une seringue qui prélève et

réinjecte. Tout insecte hématophage susceptible de piquer successivement plusieurs

hôtes, à quelques minutes ou à quelques heures d’intervalle, peut être qualifié de vec-

teur mécanique (Rodhain and Perez, 1985). Les espèces de trypanosomes les plus

connues pour utiliser ce mode de transmission sont : T. vivax et T. evansi qui sont pré-

sentes hors de l’aire de répartition des glossines (Desquesnes and Dia, 2003). Parmi

la grande diversité des insectes hématophages, ce sont les Tabanidés et les les Sto-

moxyinés qui ont été principalement décrits comme étant des acteurs d’importance

dans la transmission mécanique des trypanosomes (Desquesnes et al., 2008). Notons

cependant que les hippoboscidés sont également soupçonnés de transmettre T. evansi

(Figure 1.9C) (Desquesnes et al., 2005).

FIGURE 1.9 – Les vecteurs mécaniques de trypanosomes africains. A. Desquesnes et al.,
(2005) (Desquesnes et al., 2005) ; B. Gayle and Jeanell Strickland (https://bugguide.net/
node/view/165944/bgref) ; C. Desquesnes et al., (2005) (Desquesnes et al., 2005).

1.5.2.1 Tabanidés (taons)

Les Tabanidés sont des diptères comme les glossines. Seules les femelles sont hé-

matophages. Ils constituent une famille de plus de 4000 espèces avec une grande im-

portance médicale et vétérinaire (Itard, 2000). Ils ont une distribution mondiale (Afrique,

Amérique latine, Guayane française et Asie) (Desquesnes et al., 2008) et sont très

agressifs sur le bétail avec une grande quantité de sang prélevé par piqûre (Figure

1.9A).
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1.5.2.2 Stomoxyinés

Les stomoxyinés sont également des diptères, ressemblant plus aux mouches do-

mestiques mais qui possèdent des pièces buccales adaptées à la piqûre. Les deux

sexes sont hématophages comme chez les glossines. Les Stomoxyinés sont parti-

culièrement abondants dans les régions chaudes et humides soudano-sahéliennes

(Figure 1.9B) (Desquesnes et al., 2008).

1.6 Les trypanosomoses animales africaines

Les trypanosomoses animales sont des infections d’une grande importance vétéri-

naire et représentent un des obstacles majeurs au développement intensif de l’élevage

en Afrique Subsaharienne. Ce sont plusieurs maladies hémoparasitaires des animaux

incluant la nagana provoquée par T. congolense, T. vivax et T. b brucei, le surra par

T. evansi et enfin la dourine par T. equiperdum. Nous nous intéressons dans la suite

de ce manuscrit plus particulièrement aux infections chez les bovins induites par T.

congolense, T. vivax et T. b brucei. Ces infections chez les bovins sont des maladies

anémiantes et débilitantes retrouvées essentiellement dans l’aire de distribution des

glossines, vectrices des trypanosomes (Figure 1.8). Elles sont responsables d’une im-

portante perte économique annuelle avec plusieurs millions de têtes de bovins sous

risque de contracter la maladie. Un ensemble de signes cliniques est associé à la

maladie, l’anémie étant l’un des plus répandus, mais aucun symptôme n’est pathog-

nomonique de la maladie (Tableau1.1).

1.6.1 Pathogénie

A l’exclusion de T. equiperdum qui affecte spécifiquement les équidés, T. simiae,

T. godfreyi et T. suis qui infectent surtout les suidés et enfin les deux sous-espèces

de T. brucei impliquées dans la THA, tous les autres trypanosomes salivaires sont

pathogènes pour les bovidés et provoquent la trypanosomose bovine (Tableau1.1).

Diverses espèces animales peuvent être affectées y compris les grands mammifères

sauvages africains. Souvent fatale sans un traitement adéquat, les trypanosomoses

bovines sont toutefois généralement des maladies évoluant de façon chronique avec

une sévérité dépendant de plusieurs facteurs. Les plus déterminants de ces facteurs
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TABLE 1.1 – Caractéristiques des trypanosomoses animales africaines (Desquesnes
et al., 2013, Taylor and Authié, 2004)
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sont (i) des facteurs liés à l’infection comme l’espèce de trypanosome en présence, le

nombre de parasites injectés par le vecteur et enfin le nombre de piqûres infectantes

reçues par l’animal, et (ii) d’autres facteurs liés à l’animal et aux systèmes d’élevage,

comme le contexte nutritionnel, les maladies interrécurrentes, et la diversité génétique

de l’animal.

À la suite d’une piqûre de mouche tsé-tsé, il se produit au niveau du site d’inocu-

lation une réaction inflammatoire. La réplication des métatrypanosomes injectés et le

gonflement local (dû à l’inflammation) forme ce qu’on appelle un « chancre » d’inocu-

lation. Les trypanosomes s’y multiplient pendant au moins 16 jours avant de se ré-

pandre dans les ganglions lymphatiques et le la circulation sanguine (Chartier et al.,

2000). À la suite de leur expansion, la parasitémie qui apparaît peut atteindre jus-

qu’à 107 trypanosomes par ml pour T. vivax, entre 105-106 pour T. congolense et entre

104-105 pour T. b. brucei donnant une idée de la virulence de ces espèces (Murray,

1989). Une fois l’infection établie, les molécules de VSG sécrétées par les trypano-

somes induisent la production d’anticorps anti-VSG. Ces anticorps forment des com-

plexes immuns en se fixant à un grand nombre de parasites pour aboutir ensuite à leur

lyse. Les phagocytes mobilisés (notamment les macrophages) pour lutter contre l’in-

fection, éliminent les complexes immuns et présentent des antigènes parasitaires aux

lymphocytes. Cet évènement constitue la première crise trypanolytique qui marque

le début d’une succession de vagues parasitémiques accompagnées d’accès fébriles

(température > 40°C) (Murray, 1989, Taylor and Authié, 2004). Ces accès sont dus

à des facteurs impliqués dans la réaction inflammatoire (cytokines IL-1, INF-g, TNF-

a et les prostaglandines) et propres à l’hôte (Authié, 2003, Taylor and Authié, 2004).

Ces facteurs sont en partie responsables de la pathogénie. Par ailleurs, la trypano-

lyse induite par les phagocytes provoque la libération des toxines parasitaires nocives

dans l’environnement extracellulaire de leur hôte. Ces substances néfastes constituées

par des hémolysines et des enzymes (protéases, phospholipases et neuraminidases,

etc.) endommagent les membranes des érythrocytes de l’hôte mammifère (Antoine-

Moussiaux et al., 2009, Tizard et al., 1978). D’autre part, la fixation des complexes

immuns formés en abondance dans le système réticulo-endotélial ou l’adhésion de

molécules du trypanosome sur les érythrocytes, les endommagent durablement et

contribuent à l’élimination des globules rouges par les cellules du système phago-
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cytaire mononucléaire notamment les macrophages. Cette destruction des globules

rouges produit une diminution de la valeur de l’hématocrite (pourcentage du volume

des globules rouges dans le sang). Cette valeur, normalement supérieure à 30%, peut

chuter jusqu’à 15-20% révélant une importante anémie qui est la caractéristique prin-

cipale de la maladie (Taylor and Authié, 2004). Au niveau physiologique, en plus de

l’anémie, d’autres signes peuvent être observés notamment : l’hypocomplémentémie

(réduction de la fraction C3 du complément), la réduction du taux d’hormones et la ca-

rence ou la diminution de la concentration sanguine en certaines nutriments (glucose,

pyruvate, acides aminés, cholestérol) (Deschamps et al., 2016, Traore-Leroux et al.,

1987).

Il existe plusieurs modes d’évolution de la maladie en fonction de l’espèce de trypa-

nosomes. Elle peut être aiguë, avec la mort de l’animal survenant en 3-4 semaines, ou

chronique avec une évolution sur des mois, voire des années (Bengaly et al., 2002).

Ce ci n’est pas valable pour toutes les races bovines et peut aussi dépendre des condi-

tions d’élevage. En effet, certains animaux ont la capacité de contenir l’infection avec

une bonne gestion de l’anémie. Ces animaux sont dits « trypanotolérants » et arrivent

même à guérir de la maladie à l’inverse des animaux sensibles à l’infection dits « try-

panosensibles ».

1.6.2 Le concept de trypanotolérance

1.6.2.1 Généralités sur la trypanotolérance

La trypanotolérance se définit comme étant l’aptitude de certaines races bovines

à limiter la multiplication du parasite et à résister aux effets pathogènes de l’infection.

En termes simples, c’est la capacité des bovins à tolérer la maladie en zones infestées

par les glossines (Murray et al., 2004). Ce processus semble résulter d’une sélec-

tion naturelle sous une forte et constante pression glossinienne et parasitaire pendant

des millénaires. La trypanotolérance a été acquise par les races bovines qui ont co-

évolué avec les trypanosomes africains. En effet, plusieurs auteurs ont observé que

le niveau de cette tolérance aux trypanosomes serait à mettre en relation avec l’an-

cienneté de l’introduction des races bovines en Afrique (Authié, 1994, Hanotte et al.,

2002). En Afrique on rencontre deux groupes principaux de bovins domestiques : Les
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Zébus (Bos indicus) et les Taurins (Bos taurus), mais également leurs « croisements »

(Payne and Hodges, 1997). Les premiers sont de grande taille, sont caractérisés par

la présence d’une bosse et sont sensibles aux trypanosomoses. Les seconds, les tau-

rins, sont quant à eux de plus petite taille, sans bosse et constituent les bovins au seins

desquels on trouve des races trypanotolérantes. A noter que tous les zébus africains

ont une part du génome d’origine taurine, leurs haplotypes mitochondriaux étant tau-

rins (Bradley et al., 1996, MacHugh et al., 1997). La présence des Zébus, domestiqués

dans la vallée de l’Indus, remonterait à 4000 ans en Afrique de l’Est, mais leur migra-

tion vers l’Afrique de l’Ouest ne daterait que du premier millénaire (700 après J.C.) lors

des invasions arabes (Hanotte et al., 2002, Mwai et al., 2015). L’arrivée des taurins ori-

ginaires du Proche-Orient, remonterait à plus de 5000 ans soit (3000 avant J.C.) (Mwai

et al., 2015). Les taurins sont passés par l’Égypte avant de rejoindre l’Afrique de l’Ouest

où ils se sont établis et sont rentrés en contact, des siècles avant les zébus, avec la

mouche tsé-tsé et les trypanosomes déjà présents (Authié, 1994, Hanotte et al., 2002).

Ce serait donc une pression de sélection due à cette exposition prolongée aux glos-

sines et aux trypanosomes qui aurait conduit au développement de cette capacité des

taurins à mieux contenir l’infection et la pathologie dues aux trypanosomes. Cette hy-

pothèse est vérifiable par le fait que les races taurines européennes sont très sensibles

à l’infection aux trypanosomes. Il faut cependant noter d’importantes variations du de-

gré de sensibilité ou de tolérance respectivement chez les zébus et chez les taurins,

selon les races, selon les individus, et selon les conditions d’élevage (Roelants et al.,

1983). Par ailleurs, les croisements qui sont opérés entre bovins trypanosensibles et

trypanotolérants, à cause de la préférence des éleveurs pour le gabarit plus imposant

des Zébus et de leur souhait de garder la robustesse des taurins, aboutissent à une

tolérance intermédiaire des animaux métis (Berthier et al., 2015, Leak et al., 1993).

Le phénotype trypanotolérant est un trait multigénique et multifactoriel (Hanotte et al.,

2003, Van der Waaij et al., 2003).

1.6.2.2 La biologie de la trypanotolérance

Trois critères caractérisent la trypanotolérance chez les bovins : la capacité à ré-

guler la parasitémie, une bonne aptitude à contrôler l’anémie au cours de l’infection

aux trypanosomes et une forte immunoréaction (Murray and Dexter, 1988, Naessens,
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2006, O’Gorman et al., 2006). Ainsi, l’animal trypanotolérant s’oppose à la fois à l’éta-

blissement du parasite et aux effets pathologiques dus à l’infection. Au niveau phéno-

typique, la différence entre un animal trypanotolérant et trypanosensible a été bien dé-

crite dans plusieurs études (Authié, 1994, Berthier et al., 2015, O’Gorman et al., 2009,

Van der Waaij et al., 2003). En général, tous les animaux présentent une baisse de

l’hématocrite, qui débute quelques jours après l’infection, mais, alors que l’hématocrite

des taurins de race trypanotolérante remonte progressivement, les zébus trypanosus-

ceptibles présentent une anémie beaucoup plus prononcée et durable. La période pré-

patente et le niveau du pic de parasitémie sont similaires entre animaux tolérants et

sensibles, mais les animaux tolérants présentent une décroissance rapide des vagues

parasitémiques par rapport aux animaux sensibles. Une leucocytose (en particulier en

lymphocytes B) a également été observée chez les bovins trypanotolérants (Berthier

et al., 2015, O’Gorman et al., 2009).

Côté moléculaire, tous les mécanismes impliqués n’ont pas été complètement élu-

cidés. On peut cependant noter plusieurs observations au niveau transcriptomique.

Berthier et al., (2003) ont montré que l’expression de plus de 187 gènes de bovins

était modifiée dans un contexte d’infection avec T. congolense. Certains gènes étaient

plus activés que d’autres. Et parmi ces gènes activés ont été retrouvés essentiellement

des gènes impliqués dans les mécanismes immunitaires, dont des gènes codant pour

différentes chaînes de molécules des immunoglobulines (IgG et IgM) (Berthier et al.,

2003). L’étude du profilage des cytokines a montré que les niveaux de transcription des

gènes codant pour les médiateurs pro-inflammatoires (IFNG, IL1A, TNF et IL12) ont

augmenté chez les N’Dama trypanotolérants à 14 jours post-infection par rapport aux

niveaux de pré-infection. Chez les borans trypanosusceptibles, un environnement de

cytokines analogue à celui des cellules T auxiliaires de type 2 (TH2) était prédominant

au pic de la parasitémie avec des augmentations des transcriptions pour les gènes IL6

et IL10 (O’Gorman et al., 2006).

D’autres part, il a été observé que les bovins trypanosusceptibles, plus précisé-

ment les borans, avaient une altération de la réponse des cellules T induisant un dé-

faut de commutation isotypique des IgM aux IgG dans un contexte d’infection (Authiée

et al., 1993, Mansfield, 1994). Enfin, une protéine immunogène majeure d’une taille de
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33 kDa chez T. congolense a été identifiée par Authié (1993) avec la caractéristique

d’induire une réponse anticorps spécifique et très élevée (en IgG) chez les bovins

N’Damas en comparaison avec celle des bovins Borans infectés par T. congolense.

La réponse sérologique contre cette protéine, appelée par la suite « congopaine », a

été proposée comme marqueur spécifique de la tolérance de bovins trypanotolérants

(Authié, 1994). En sus de ces observations et hypothèses, plusieurs études sont en

cours pour mieux élucider les rôles d’autres protéines dans la trypanotolérance.

1.6.3 Les signes cliniques

Les trypanosomoses animales notamment bovines sont des maladies anémiantes

et débilitantes comme décrites précédemment. Les symptômes sont plus sévères chez

les races bovines trypanosensibles essentiellement les Zébus et les Taurins euro-

péens. Les signes cliniques ne sont pas pathognomoniques et peuvent souvent être

confondus avec les symptômes d’autres hémoparasitoses (Babesioses, Theilerioses),

infections bactériennes (Anaplasmoses) et helminthoses. La maladie peut évoluer se-

lon plusieurs modes allant d’une infection aiguë le plus souvent mortelle en quelques

semaines, à une infection chronique qui s’installe sur la durée (plusieurs mois ou an-

nées). Le signe clinique majeur de la maladie est l’anémie. Toutefois, selon la phase

d’évolution, on peut distinguer des signes différents. Ainsi, une hypertrophie des gan-

glions lymphatiques et de la rate, une faiblesse, une léthargie, une dégradation de

l’état général, associée à une cachexie, des avortements et une réduction de la pro-

duction de lait et de viande sont observés dans la phase aiguë, accompagnée souvent

de lésions tissulaires. Sans traitement, la mort de l’animal peut survenir au bout de

trois à quatre semaines (Taylor and Authié, 2004). Dans certains cas, l’état de l’animal

peut se stabiliser et il peut guérir de la maladie après une longue période de conva-

lescence. Dans le cas d’une évolution chronique (caractérisée par des parasitémies

intermittentes) un retard de croissance, une émaciation et une stérilité sont observés

(Bengaly et al., 2002). Dans cette phase chronique, l’animal peut également mourir

d’une insuffisance cardiaque congestive à la suite d’une anémie prolongée, de lésions

myocardiques et d’une perméabilité vasculaire accrue (Taylor and Authié, 2004).
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1.6.4 Épidémiologie

La répartition de la nagana suit la distribution des glossines en Afrique (Figure

1.8). Selon les dernières informations de la FAO (2020) sur l’état des trypanosomoses

animales, plus de 10 millions de Km2 de superficie en Afrique Subsaharienne sont in-

festés par les glossines. Cette superficie couvre un ensemble de 38 pays avec plus

de 55 millions de bovins (sans compter les ruminants) soumis au risque d’infections

par les trypanosomes (FAO, 2020). La plupart des animaux, domestiques, mais aussi

sauvages, sont affectés à des degrés divers par la nagana. La préférence d’hôtes

est fonction de l’espèce de trypanosomes (Tableau1.1). T. congolense, T. vivax et T. b.

brucei ont une large gamme d’hôtes parmi les animaux domestiques (bovins, chevaux,

moutons, chèvres, porcs et chiens). Bien que le porc puisse être infecté par toutes les

espèces de trypanosomes, il est surtout sensible à T. simiae, T. godfreyi et T. suis

(Giordani et al., 2016, OIE, 2018a,b,c). La faune sauvage, également infectée, joue le

plus probablement un rôle de réservoir du fait de leur tolérance aux infections de trypa-

nosomes. D’un point de vue pathogénique, l’espèce T. congolense est le trypanosome

le plus pathogène chez les bovins mais c’est l’espèce T. vivax qui est la plus répandue

du fait de son mode transmission qui peut être mécanique ou cyclique.

1.6.5 Importance socio-économique

La croissance fulgurante de la population humaine en Afrique ne cesse d’être un

sujet de discussion interpellant les organismes internationaux. Après le forum de la

FAO en 2009 sur « Comment nourrir le monde en 2050 », il a été estimé que la popula-

tion africaine devrait atteindre 1,5 à 2 milliards en 2050. En même temps, la production

agricole ne suit pas la croissance démographique. En termes de capacité du continent

à nourrir ces populations, une problématique réelle se pose. Par exemple, la produc-

tion de viande de bétail par hectare est 7 et 70 fois inférieure à celle d’Amérique du

Sud et de l’Europe respectivement. La production de viande bovine en Afrique ne re-

présente que 5% de la production de la planète. Cette production ne correspond qu’à

la consommation pour 15% de la population mondiale alors que la population afri-

caine représente actuellement 17%. Environ 20% de la viande consommée en Afrique

est importé. Ce qui est très élevé comparé à la moyenne mondiale de 10% (Chalmin

et al., 2019). Cet écart indéniable entre les continents est en grande partie lié aux
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pertes animales dues aux maladies du bétail dont les trypanosomoses. Ces dernières

sont responsables de la détérioration de l’état général des animaux, associée à une

forte mortalité, une réduction drastique de la puissance de traction des animaux, et

de la production de viande et de lait. Il a été estimé que près de trois millions de bo-

vins meurent de la TAA, et 35 millions de doses de trypanocides sont administrées

en Afrique subsaharienne chaque année (FAO, 2020). Les pertes économiques sont

estimées à 4,75 milliards de dollars américains par an avec plus d’un milliard pour

la production bovine (Kristjanson et al., 1999). A titre d’exemple, un total de 518,9 et

58,8 millions de dollars américains ont été estimés respectivement comme des pertes

annuelles directes et indirectes liées à la nagana au Nigeria (Odeniran et al., 2021).

Malgré ces incidences socio-économiques importantes, les essais de développe-

ment d’un vaccin conventionnel contre les trypnosomoses ne se sont pas révélés pro-

metteurs, en particulier chez les bovins. Le contrôle de la maladie repose essentiel-

lement sur trois piliers parmis lesquels la lutte anti-vectorielle, la chimiothérapie et le

diagnostic actif. Ce dernier constitue même une étape indispensable pour la détection

des parasites et devrait être un préalable à toutes décisions que cela concerne le trai-

tement, la lutte ou l’utilisation de bétail trypanotolérant en zone de forte endémie. Dans

le prochain chapitre, les différentes stratégies existantes pour lutter contre les trypa-

nosomes et, plus en détails, les différentes techniques et tests de diagnostic seront

abordés.
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2 | Stratégies de lutte et méthodes de diag-
nostic de la trypanosomose animale afri-
caine

2.1 Méthodes de lutte contre les trypanosomoses ani-

males

L’importance socio-économique des trypanosomoses animales africaines (TAA),

bien qu’elle soit difficile à évaluer sur l’entièreté du continent Africain, n’est plus à

démontrer (Kristjanson et al., 1999, Odeniran et al., 2021, Shaw, 2009). Pour limiter

leur incidence sur l’élevage africain déjà éprouvé, un contrôle de ces maladies est in-

dispensable. Les moyens de lutte contre les TAA s’articulent sur les acteurs du cycle

épidémiologique de la maladie. En effet, les trypanosomoses impliquent trois prota-

gonistes (le parasite, le vecteur et l’hôte vertébré) cibles des méthodes de lutte em-

ployées. Actuellement et en excluant l’approche vaccinale qui demeure inefficace chez

les bovins, diverses méthodes de lutte existent. Les plus employées sont l’utilisation

des trypanocides pour la chimiothérapie et la chimioprophylaxie, les approches visant

à éradiquer/contrôler localement les vecteurs, la promotion ou l’élevage du bétail try-

panotolérant. Et pour renforcer l’efficacité de la lutte, plusieurs de ces techniques sont

souvent combinées pour une lutte dite intégrée.

2.1.1 L’approche vaccinale

La vaccination consiste à induire une immunité secondaire plus ou moins pro-

tectrice contre un agent infectieux. Dans toutes les trypanosomoses, la lutte vacci-

nale aurait constitué la stratégie présentant le plus d’avantages en termes de rapport

coût/efficacité. Au premier abord, elle semblait être une stratégie accessible. En ef-

fet, dans plusieurs études, il a été rapporté qu’en plus de la capacité des animaux
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trypanotolérants à moduler l’infection par les trypanosomes, certaines infections try-

panosomiennes chez l’homme seraient contrôlées grâce à une réponse immunitaire

efficace (Garcia et al., 2000, Ilboudo et al., 2014, Jamonneau et al., 2012). Ces ob-

servations suggéraient qu’une immunisation appropriée de l’hôte mammifère suffirait

à elle seule pour protéger l’hôte des trypanosomoses. De plus, les avancées vers le

développement de vaccins anti-parasitaires notamment contre Taenia ovis, Echinococ-

cus granulosis et Boophilus microplus (Dalton and Mulcahy, 2001) et plus récemment

contre la leishmaniose viscérale de chiens (Petitdidier et al., 2019) confortaient l’idée

de développement de l’approche vaccinale contre les trypanosomes. Toutefois, aucun

vaccin anti-trypanosome n’a abouti, bien que la mise en œuvre de l’approche vacci-

nale reste un objectif important. Même si l’antigène majoritaire de trypanosomes reste

la VSG dont l’utilisation n’est pas souhaitable pour cette approche du fait de sa haute

variabilité, plusieurs antigènes invariants ont été évalués.

Les protéines de la poche flagellaire de T. brucei rhodesiense sont parmi les pre-

miers antigènes testés. Mkunza et al. (1995) ont montré que la protection contre la TAA

conférée aux troupeaux d’élevage à la suite de l’inoculation des antigènes de la poche

flagellaire était meilleure que celle conférée par la chimioprophylaxie avec l’isométa-

midium chloride (Mkunza et al., 1995). D’autres antigènes notamment les protéines

du cytosquelette (tubulines, actine, la protéine MAP p15 pour microtubule associated

protein 15) ont également été proposés comme candidats vaccins pour tous les try-

panosomes pathogènes (Tableau 2.1). Lubega et al (2002) ont montré qu’une tubuline

repliée de T. b brucei protégeait jusqu’à 70% des souris contre une infection à T. congo-

lense et à T. b rhodesiense (Lubega et al., 2002). Des souris immunisées à partir de

l’orthologue de la tubuline chez T. evansi (la b -tubuline) associée à l’actine avaient

également acquis une immunité contre les infections à T. evansi ; T. equiperdum et

T. b brucei (Tableau 2.1) (Li et al., 2009). Cependant, pour tous ces antigènes testés,

l’immunité observée était temporaire et l’efficacité de la protection conférée était condi-

tionnée à une charge parasitaire de faible ampleur (Baral, 2010, La Greca and Magez,

2011, Lubega et al., 2002).
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La protéine MAP p15 de T. brucei, quant-à-elle, fournissait une protection allant

jusqu’à 100% aux souris infectées avec une souche hétérologue de la même espèce

(Rasooly and Balaban, 2004). Avec un résultat comparable à MAP p15, les protéines

de la tige paraflagéllaire impliquées dans l’attachement du flagelle conféraient égale-

ment une protection de 100% aux souris contre une infection de T. cruzi et réduisait la

parasitémie de 90% (Tableau 2.1) (Wrightsman and Manning, 2000).

Dans la liste des autres protéines parasitaires étudiées comme potentielles cibles

de vaccination, on peut citer : les sialidases, l’ancre GPI (glycosyl-inositol-phosphate)

des VSG et enfin la congopaïne (de T. congolense) (Tableau 2.1). Comme précédem-

ment décrite, la congopaïne est une cystéine protéase impliquée dans la pathogénicité

de la trypanosomose (Authiée et al., 1993), contre laquelle la réponse IgG des bovins

trypanotolérants est forte, alors que celle de bovins trypanosusceptibles est réduite.

Pour la recherche vaccinale, son évaluation a montré qu’elle ne jouait aucun rôle de

protection dans la phase précoce de la maladie (Authié et al., 2001). Les bovins im-

munisés avec deux parties « recombinantes » de la congopaïne ne présentaient pas

de différence notable comparés aux bovins contrôles, à la différence de son ortho-

logue chez T. cruzi, cruzaïne, qui a montré une haute potentielle de protection dans

des nombreuses études (Cazorla et al., 2009, Duschak and Couto, 2009, Laderach

et al., 1996). Toutefois, il a été observé, en conditions expérimentales, que les bovins

immunisés présentaient un hématocrite élevé et une reprise de poids (ou pas de perte

de poids) deux à trois mois après l’infection, contrairement aux bovins non immuni-

sés (Authié et al., 2001). Les essais sur des bovins infectés naturellement en zone de

forte incidence n’ont pas montré de résultats encourageants (Thévenon, communica-

tion personnelle). La dernière étude d’essai vaccinal à noter est celle d’Autheman et

al. (2021). Dans cette étude l’efficacité d’un candidat vaccin (basé sur une protéine in-

variante de flagelle) a clairement été mise en évidence chez la souris contre l’infection

à T. vivax (Autheman et al., 2021). Cette étude constitue un espoir dans la recherche

vaccinale contre la TAA.

Finalement, malgré la panoplie des antigènes évalués aucun vaccin n’a encore vu

le jour pour les trypanosomoses (humaine ou animale). Et pourtant, les résultats des

différents tests chez les murins étaient et sont encore encourageants aujourd’hui. La
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problématique majeure est le phénomène de variation antigénique, comme évoqué

plus haut dans ce manuscrit, masquant les autres antigènes (dont les protéines inva-

riantes de surface) et donnant aux trypanosomes la capacité d’échapper au système

immunitaire de leur hôte. Par ailleurs, aucun essai chez les murins, qui pour la plu-

part sont des lignées consanguines de laboratoire, ne permet de faire le lien avec la

réponse immunitaire engendrée chez un hôte naturel du trypanosome. Ainsi, en atten-

dant un éventuel vaccin contre les trypanosomoses et en particulier contre la TAA, les

stratégies de lutte se fondent sur les méthodes que je vais présenter dans les para-

graphes suivants.

2.1.2 Chimioprophylaxie et chimiothérapie

L’utilisation des trypanocides joue un rôle crucial dans le contrôle des trypanoso-

moses en absence de vaccin. Entrant dans le processus du contrôle du réservoir ani-

mal des parasites, la chimiothérapie et la chimioprophylaxie des animaux permettent

de réduire le risque de propagation de la maladie à l’échelle du troupeau. Trois mo-

lécules de trypanocides sont essentiellement employées dans le contrôle de la TAA :

le chlorure d’isométamidium (ISM, exemple du Veridium®), l’Acéturate de Diminazène

(AD, exemple du Veriben®) et les sels d’homidium (Figure 2.1) (Steverding, 2010).

FIGURE 2.1 – Structures chimiques des trois principales molécules utilisées en chimio-
thérapie et chimioprophylaxie de la trypanosomose animale africaine (Giordani et al.,
2016).

Dans les années 2000, certains auteurs estimaient à 44% la part des trypanocides
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dans le marché total des médicaments vétérinaires en Afrique Subsaharienne. Dans

cette proportion, l’ISM, l’AD et l’homidium représentaient respectivement 40%, 30% et

26% du marché total de trypanocides et avec une valeur estimée à plus de 15 millions

d’euros (Sutcliffe et al., 2014).

Les mécanismes d’action de ces trypanocides ne sont pas tous complètement élu-

cidés. Toutefois, quelques cibles ont été identifiées. Les deux premiers trypanocides,

l’ISM et l’AD, ciblent l’ADN du kinetoplaste et l’homidium interfère avec les fonctions

glycosomales, le métabolisme du trypanothione et la réplication des minicercles du

kinetoplaste (Holmes et al., 2004). En ce qui concerne leur emploi, le chlorure d’iso-

métamidium est surtout utilisé comme prophylaxie. Il a été montré qu’il permettait une

protection sur six mois en moyenne. L’homidium est quant-à-lui employé à la fois pour

la prophylaxie (de courte de durée) et pour le traitement. L’acéturate de diminazène est

principalement employé à des fins thérapeutiques (Anene et al., 2001). Ces trois mo-

lécules sont indiquées dans une infection à T. congolense, T. vivax et T. brucei brucei

(Giordani et al., 2016).

Malgré les nombreuses doses de trypanocides utilisées annuellement en Afrique

subsaharienne, 35 millions selon la FAO (FAO, 2020), l’efficacité de la chimiothéra-

pie ou de la chimioprophylaxie reste peu satisfaisante. En effet, l’utilisation abusive

de traitements, les problèmes de sous-dosage, l’utilisation de produits trypanocides

contrefaits (favorisés par les marchés alimentaires informels et les vendeurs de rue)

sont responsables du développement de la résistance des trypanosomes aux médica-

ments, phénomène de plus en plus rapporté dans les pays africains (Bengaly et al.,

2018). Cette émergence de la chimiorésistance rend nécessaire le développement des

nouvelles molécules aussi bien que la formation des éleveurs aux bonnes pratiques de

l’usage des trypanocides. Par ailleurs, la molécule de l’homidium n’est plus conseillée

aux utilisateurs du fait de son effet mutagène révélé (Sutcliffe et al., 2014). D’autre

part, les molécules sont fournies essentiellement par les compagnies européennes. La

non-rentabilité du développement d’un nouveau trypanocide pousse beaucoup de ces

compagnies pharmaceutiques à ignorer cette problématique. En effet, il a été estimé

que le coût du développement d’un seul composé pouvait s’élever à 250 millions de

dollars américains alors que le marché global de molécules actuelles est de 30 millions
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de dollars (Delespaux et al., 2008). Même si des nouvelles cibles thérapeutiques ont

été identifiées, entre autres les enzymes glycolytiques, les enzymes du métabolisme

du trypanothione, les cystéines peptidases etc. (Balogun et al., 2013, Spinks et al.,

2009, Verlinde et al., 2001), et que des essais pour développer de nouveaux traite-

ments existent, l’utilisation rationnelle de trypanocides et celle des autres méthodes de

lutte comme la lutte anti-vectorielle doivent être privilégiées.

2.1.3 Élevage d’animaux trypanotolérants

Cette stratégie constitue une bonne alternative pour limiter les effets de la TAA. La

promotion des animaux trypanotolérants dans des bonnes conditions d’élevage a déjà

fait ces preuves. Des essais, menés avec des animaux trypanotolérants dans des ré-

gions de faible ou moyen risque d’infection aux trypanosomes, ont démontré la réelle

capacité de ces animaux à rester productifs, quelles que soient les conditions (D’Ie-

teren et al., 1998). Une baisse d’utilisation des trypanocides a été observée grâce à

l’application de cette stratégie d’élevage. Cependant, il faut noter que cette approche

rencontre quelques contraintes majeures comme le degré de trypanotolérance des

races qui est très variable et dont la manifestation dépend de plusieurs paramètres.

Ces derniers sont les conditions d’élevage, la pression vectorielle et parasitaire et le

degré de pureté des races (aucune race n’est réellement « pure » en Afrique). Il n’existe

pas à l’heure actuelle de marqueurs génétiques pour l’identification et la sélection des

animaux trypanotolérants, autres que les critères phénotypiques définissant les races.

Par ailleurs le pourcentage de bovins trypanotolérants par rapport aux trypanosus-

ceptibles est assez faible, environ 5% en Afrique subsaharienne (Rege, 1999), et le

métissage anarchique est dans le même temps responsable de la perte de « pureté »

de ces races et de la diminution/dilution du caractère trypanotolérant (Ouédraogo et al.,

2020). En outre, près de 16% des bovins trypanotolérants sont menacées de dispa-

rition (Rege, 1999), car les éleveurs ont tendance à préférer les zébus, jugés plus

productifs car de plus gros gabarit, dès que la pression trypanosomienne baisse ou

peut être contrôlée par les médicaments trypanocides (Bouyer et al., 2015).
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2.1.4 Lutte antivectorielle

Les glossines ou mouches tsé-tsé sont à la fois vecteurs et réservoirs de trypano-

somes (Solano et al., 2018). La lutte antivectorielle permet de réduire la transmission

des trypanosomes par la réduction de la densité de mouches et, par la même occa-

sion, d’éliminer une partie du réservoir de la TAA. Cette stratégie prend tout son sens

avec l’absence de vaccin et les difficultés liés aux autres méthodes de lutte contre la

TAA. Certains auteurs la considèrent comme la voie la plus durable pour l’élimination

des trypanosomoses (Bouyer et al., 2010). La lutte antivectorielle regroupe plusieurs

méthodes à la fois directes et indirectes. Les premières techniques utilisées ont été

l’éclaircissement forestier et l’abattage d’hôtes nourriciers sauvages. Ces techniques

ont connu du succès en leurs temps mais ont, malgré tout, été abandonné dans les

années soixante-dix notamment à cause des conséquences écologiques néfastes (So-

lano et al., 2018). Les méthodes agissant directement sur les mouches incluent princi-

palement l’utilisation d’insecticides et la lutte biologique. Les insecticides sont utilisés

de plusieurs manières. Employés en épandage, les insecticides à longue rémanence

(DDT, dieldrine) étaient d’abord pulvérisés en solution aqueuse sur les lieux de repos

des glossines. À cause de son coût élevé, de sa mise en place souvent pénible et

de son impact néfaste sur l’environnement, cette technique a progressivement laissé

place à l’épandage aérien d’insecticides non-résiduels (endosulfan) dont l’utilisation est

souvent suivie de l’emploi des pièges et écrans imprégnés de pyréthrinoïdes de syn-

thèse. Ces méthodes sont plus acceptables sur le plan éco-toxicologique. Toutefois, le

coût de l’épandage aérien reste élevé et l’efficacité de pièges à glossines peut varier

considérablement (Bouyer et al., 2009, Solano et al., 2018, Vreysen et al., 2013). La

dernière méthode impliquant les insecticides consiste en leur application sur le bétail.

C’est la méthode la moins coûteuse mais elle ne fonctionne pas bien dans les zones

fortement infestées.

Enfin, lorsque la densité glossinienne est significativement réduite à la suite de l’em-

ploi de méthodes précédemment décrites dans des zones isolées et épargnées de ré-

invasion, la technique de l’insecte stérile est utilisée pour éradiquer les glossines « par

lâché des mâles stériles ». C’est la méthode biologique la plus utilisée. Elle est basée

sur le fait que les mouches femelles n’acceptent en principe qu’un seul accouplement.
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Si cet accouplement est réalisé avec un mâle stérile, la femelle ne produira jamais de

progéniture (Solano et al., 2018). C’est une technique spécifique et non polluante. Les

glossines mâles sont stérilisées de façon chimique ou par radiation ionisante (rayons

X) avant leur lâché en grand nombre. Elle a permis l’élimination de tsé-tsé sur l’île de

Zanzibar et est en cours d’utilisation au Sénégal depuis 2013 (Solano et al., 2018).

Toutefois, la nécessité d’une production en masse et l’utilisation de la radioactivité

rendent difficile sa mise en oeuvre et son efficacité n’est pas immédiate (Bouyer et al.,

2009, Solano et al., 2018, Vreysen et al., 2013). Ainsi, malgré le financement consé-

quent de l’Union Africaine depuis les années deux milles dans le programme PATTEC

(Pan-African Tsetse and Trypanosomosis Eradication Campaign), il n’en demeure pas

moins que, selon les données actuelles, 10 millions de Km2 de superficie sont tou-

jours infestés par les glossines en Afrique subsaharienne. Ceci met en évidence la

nécessité d’une lutte plus intégrée alliant une chimiothérapie adéquate précédée d’un

dépistage soutenu et plus précis comme c’est le cas dans la THA, associée à une lutte

anti-vectorielle pour réduire la transmission.

2.2 Méthodes de diagnostic

La détection des parasites est la première étape pour poser un diagnostic de la try-

panosomose ou pour estimer la prévalence de la maladie sur le terrain. C’est un élé-

ment indispensable dans la gestion de la maladie, tant au niveau des soins individuels

(facilitant la prise des décisions de traitement des populations) que des méthodes de

lutte employées contre la maladie (enquêtes épidémiologiques permettant l’évaluation

de l’efficacité des mesures de contrôles utilisées). De plus, le diagnostic est également

un point de contrôle pour les mouvements d’animaux, voire pour la politique d’abattage

d’animaux infectés.

Un test de diagnostic idéal doit être simple, rapide, très sensible et spécifique, c’est-

à-dire être capable de différencier les parasites étroitement apparentés, en particulier

si les syndromes des maladies qu’ils provoquent nécessitent des approches de ges-

tion différentes. Il doit également être adapté à une application sur le terrain et son

coût doit être raisonnable. En d’autres termes, il doit remplir un cahier des charges

dont les critères sont définis par le terme ASSURED : «Affordable by those at risk of
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infection, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid, Equipment-free, Delivered to those

who need it» (en français, abordable par les personnes à risque d’infection, sensible,

spécifique, facile d’utilisation, rapide, sans équipement, accessible/administré à ceux

qui en ont besoin) (Mabey et al., 2004, Peeling and Mabey, 2014). Avec les avancées

technologiques, ces critères sont redéfinis par les termes REASSURED (Real-time

connectivity, Ease of specimen collection, ASSURED), qui en plus des critères ASSU-

RED doivent répondre à une connectivité en temps réel et une facilité de collecte des

échantillons (Land et al., 2019).

Le diagnostic des trypanosomoses est basé à la fois sur l’observation des symp-

tômes (clinique) et sur l’utilisation de techniques de laboratoire reposant sur deux prin-

cipes : la détection du parasite lui-même (parasitologie) ou de ses constituants (molé-

culaire : ADN, ARN ou protéines), et la détection de la réponse immunitaire de l’hôte

dirigée contre le parasite (sérologie). Cette thèse ayant porté essentiellement sur le

développement de test de diagnostic, je traiterai dans cette section des limites et des

avantages de l’ensemble des méthodes diagnostiques actuelles des trypanosomoses

animales.

2.2.1 Diagnostic clinique

Les signes cliniques (Tableau 1.1) sont les premiers soupçons d’infection par des

trypanosomes chez les bovins. Cependant, aucun n’est pathognomonique car ils sont

partagés avec ceux induits par d’autres maladies. On a recours au diagnostic clinique

uniquement pour constater l’état physique de l’animal et parce que c’est souvent le

seul moyen disponible sur le terrain (Eisler et al., 2004). Toutefois, en présence de

glossines dans ces zones endémiques de la maladie, on accorde plus de crédit aux

infections trypanosomiennes qu’aux autres maladies lorsque des signes tels que fai-

blesse, amaigrissement, perte d’appétit, pétéchies conjonctivales ou avortement sont

observés.

2.2.2 Examens parasitologiques

Les techniques de diagnostic parasitologique sont basées sur le principe de mise

en évidence des parasites dans un liquide biologique de l’hôte. Le diagnostic peut
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porter sur différents prélèvements biologiques dont le sang, le liquide œdémateux,

le liquide céphalo-rachidien, les biopsies de ganglions lymphatiques ou encore les

sécrétions génitales pour ce qui concerne la dourine (Uilenberg, 1998).

2.2.2.1 Examens microscopiques directs

Ces examens sont surtout efficaces pendant la phase aiguë de la maladie au cours

de laquelle la parasitémie est élevée. Les examens microscopiques directs consistent à

rechercher les parasites soit directement dans une goutte de sang frais entre la lame et

la lamelle (le plus souvent) soit après enrichissement. Différentes préparations peuvent

être réalisées pour l’observation au microscope optique à un grossissement de 400 fois

(Büscher et al., 2019, Uilenberg, 1998). La préparation d’un état frais (goutte de sang)

déposé sur lame permet bien souvent l’identification des espèces de trypanosomes

par l’examen de leur taille et de leurs mouvements. En effet, T. congolense apparaît

court avec une taille d’environ 8 à 24 µm, une membrane ondulante peu développée.

Il se colle aux globules rouges et se déplace lentement. T. vivax quant-à-lui, est plus

repérable pour sa grande taille (18 à 31 µm), avec un flagelle libre et une membrane

ondulante moins développée (Giordani et al., 2016). Il est aussi connu pour sa grande

motilité et pour traverser rapidement le champ microscopique. En revanche, T. brucei

a une membrane ondulante bien développée et forme souvent de petits cercles. Il se

déplace librement mais plus lentement que T. vivax (Figure 2.2) (Uilenberg, 1998).

L’examen de frottis sanguin frais est simple et peu coûteux mais manque de sensibilité

(limite de détection d’environ 104 trypanosomes/ml de sang) (OIE, 2018b, Uilenberg,

1998). Les frottis sanguins fins et épais fixés dans du méthanol ou de l’acétone et colo-

rés avec du MGG peuvent être utilisés respectivement pour détecter les trypanosomes

sanguins et pour déterminer les espèces concernées (Uilenberg, 1998). Ils sont plus

sensibles que l’examen du frottis frais et permettent une identification plus précise d’es-

pèce (Kalu et al., 1986, Paris et al., 1982). Cependant, toutes ces techniques réunies

restent peu sensibles en phase chronique, au moment où la parasitémie est généra-

lement plus faible que celle observée en phase aiguë. Ainsi, des méthodes dites de

concentration deviennent nécessaires pour augmenter le volume de sang à examiner

et concentrer les trypanosomes.
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FIGURE 2.2 – Aspects morphologiques de trypanosomes responsables de la TAA dans
un frottis sanguin. A. T. congolense (cliché I. Sidibé), B. T. vivax (cliché I. Sidibé), C. T. brucei
(D. Cuisance).

2.2.2.2 Examens microscopiques après concentration parasitaire

Deux techniques de centrifugation sont très largement utilisées pour améliorer la

sensibilité de l’examen microscopique : La technique de Woo (Woo, 1970) ou Haema-

tocrit Centrifugation Technique (HCT) et sa dérivée plus évoluée, la technique définie

par Murray basée sur l’approche de la couche leucocytaire, BCT (Buffy Coat Tech-

nique) (Murray and Dexter, 1988). La technique de Woo se fonde sur la séparation

par sédimentation des différents composants du sang en fonction de leur taille, leur

forme et leur densité dans des tubes capillaires microhématocrites. Après centrifuga-

tion, l’hématocrite permettant d’estimer l’anémie est déterminée et les trypanosomes

sont observés directement dans le tube capillaire au niveau de la jonction leucocytaire

au microscope optique. Pour la BCT, les tubes capillaires sont coupés au niveau de

l’interface couche leucocytaire/plasma. La couche leucocytaire extrudée sur une lame,

recouverte d’une lamelle, est ensuite examinée au microscope à un grossissement de

400x avec un éclairage de fond sombre ou à contraste de phase. Comme la technique

de Woo, la BCT permet également d’apprécier l’hématocrite (PCV, Packed Cell Vo-

lume) et d’estimer la parasitémie par un système de notation (scoring). Elles sont plus

sensibles que l’examen du sang frais avec une sensibilité analytique dépendant de l’es-

pèce de trypanosome avec limite minimum de détection de 100 à 1000 parasites/mL

(Desquesnes and Dia, 2003, Paris et al., 1982, Uilenberg, 1998).

D’autres part, une méthode de chromatographie est également employée pour en-

richir un échantillon de sang en trypanosomes. Il s’agit de la chromatographie échan-

geuse d’anions sur résine de diéthylamino-éthyle (DEAE) exploitant la différence de
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charges électriques entre les trypanosomes (à charges neutres) et les élements fi-

gurés du sang dont les érythrocytes (chargés négativement) en fonction du pH. Les

érythrocytes et les cellules blanches sont capturés dans la colonne tandis que les try-

panosomes sont élués. Couplée aux techniques de centrifugation, elle apporte une

grande sensibilité à la détection de trypanosomes (Camara et al., 2010, Lanham and

Godfrey, 1970). Cependant, elle n’est pas couramment utilisée pour les animaux dans

des conditions de terrain et peut être très « chrono-phage » et coûteuse. Toutefois, les

méthodes microscopiques sont les plus simples et les moins onéreuses pour diagnos-

tiquer la TAA (Uilenberg, 1998).

2.2.2.3 Techniques de culture des parasites

Dans certains cas, l’inoculation, à des rongeurs, de sang d’animaux au statut in-

fectieux incertain peut être utilisée lorsque qu’on suspecte une infection mais que la

parasitémie est indétectable, ou encore lorsqu’il est nécessaire d’amplifier le parasite

pour affiner le diagnostic d’espèces ou de sous-espèces de trypanosomes. Cette tech-

nique est plus sensible que les méthodes de concentration, mais dépend des espèces

de trypanosomes, toutes n’étant pas infectieuses pour les rongeurs (par exemple T.

vivax). De plus, elle achoppe sur le coût, l’éthique et l’aspect pratique, et le diagnos-

tic n’est pas immédiat (Büscher et al., 2005, Hailu, 2019, Uilenberg, 1998). La culture

in vitro (kit KIVI) est également une méthode pour révéler une infection par les try-

panosomes mais reste peu pratique (Verloo et al., 2000). Elle est très adaptée pour

la mise en évidence de T. theileri, qui est une espèce non pathogène, présente en

faible nombre dans le sang mais facilement cultivable. Cette méthode reste cependant

coûteuse et délicate (Truc et al., 1992).

2.2.3 Diagnostic moléculaire

Les méthodes de diagnostic moléculaires sont basées sur la mise en évidence de

séquences de nucléotides spécifiques d’un sous-genre, d’une espèce, d’un type ou

d’une souche de trypanosome. Elles permettent de détecter une infection « active »

par les trypanosomes dès cinq jours après l’infection aussi bien chez l’hôte vertébré

que chez l’insecte vecteur.

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 54



2.2. Méthodes de diagnostic

2.2.3.1 Détection d’ADN par des sondes

L’utilisation de sondes marquées a été la première technique moléculaire employée

pour mettre en évidence la présence de trypanosomes du sous-genre Trypanozoon

via la détection de leur matériel génétique. Dans cette technique, l’ADN est dénaturé

en portant à ébullition l’échantillon à analyser. Les brins d’ADN séparés sont par la

suite fixés sur une membrane. L’ADN du parasite est mise en évidence par hybridation

d’un oligonucléotide marqué, d’une dizaine de paires de bases, complémentaire à une

portion cible d’un brin de l’ADN des trypanosomes. Cet oligonucléotide constitue ce

que l’on appelle une sonde qui peut être marquée de deux façons : soit par incorpora-

tion d’un composé radioactif (très souvent l’isotope 32P), soit par un couplage chimique

avec une enzyme (phosphatase alcaline). Pour des nombreuses raisons, notamment

la complexité de la technique, l’instabilité (et la dangerosité) des matériaux radioactifs,

la nécessité d’une infrastructure adaptée et d’une expertise adéquate, cette technique

a peu à peu été remplacée par les méthodes d’amplification d’ADN notamment la PCR

et a fini par être abandonnée (Uilenberg, 1998).

2.2.3.2 Amplification d’ADN par PCR

La PCR, pour Polymerase Chain Reaction ou Réaction de Polymérisation en Chaîne

en français, permet d’amplifier des séquences cibles d’ADN dans un milieu tamponné

in vitro jusqu’à les rendre détectables. Grâce à un couple d’amorces (une pour chaque

brin, sens et anti-sens) complémentaire et flaquant la région cible, une séquence

d’ADN peut être recopiée en plusieurs millions d’exemplaires par une polymérase

(Desquesnes and de La Rocque, 1995, Mullis et al., 1986). La réaction enzymatique

s’effectue en quelques heures (environ 2 heures) et est contrôlée par des cycles ther-

miques répétitifs. Après plusieurs cycles d’amplification, le produit de la PCR appelé

« amplicon » est révélé par migration sur un gel d’agarose couplé à une coloration par

un intercalant d’ADN comme le SYBR Green, le bromure d’éthidium ou encore le Gel

red (Uilenberg, 1998).

En termes de sensibilité, la PCR est 20 à 500 fois plus sensible (détection de 1-

20 trypanosomes/mL) comparée aux techniques parasitologiques. Sa spécificité est

fonction des amorces choisies et surtout de la séquence cible à détecter. Ce fragment
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d’ADN peut être commun à tous les trypanosomes ou spécifique à une espèce ou en-

core à une sous-espèce (Desquesnes and Dávila, 2002). On distingue ainsi les PCR

multispécifiques (Pan-Trypanosomes : détection de tous les trypanosomes) des PCR

monospécifiques (détection d’une espèce ou d’une sous-espèce spécifique). Grâce

à cette possibilité qu’offre la PCR, l’épidémiologie des trypanosomoses a été mieux

élucidée ces dernières années. Il est maintenant possible de discriminer des trypa-

nosomes morphologiquement similaires mais différents par leur spectre d’hôtes et

leur degré de pathogénicité notamment dans le sous-genre Nannomonas. Il en est

de même pour les sous-groupes taxonomiques de T. congolense : savane, forêt, kilifi

ou Tsavo (Uilenberg, 1998). En termes de choix de cibles, les ADN ribosomaux et sa-

tellites sont les plus privilégiées. Les gènes 18S et 5,8S de l’ARN ribosomal sont hau-

tement conservés et flanquent la courte séquence d’ITS1 (Internal Transcribed Spacer

1) conservée et répétée 200 à 500 fois (Desquesnes and Dávila, 2002). La PCR ciblant

le gène ITS1 est multispécifique et est dite « diagnostic pan-trypanosome ». Elle per-

met également de distinguer les espèces par polymorphisme de la taille de fragments

amplifiés, en particulier pour T. congolense et T. vivax, des trypanosomes appartenant

au sous-genre Trypanozoon (T. evansi et T. equiperdum, T. brucei spp). Les ADN sa-

tellites quant à eux sont des séquences répétées 10 à 20 000 fois dans le génome et

leur détection est très sensible pour le diagnostic pan-trypanosome. Toutefois, La dis-

tinction des espèces au sein du sous-genre Trypanozoon est peu évidente. En sus de

leur morphologie similaire, ces trypanosomes sont très proches au niveau génétique.

Contrairement aux espèces T. b. gambiense et T. b. rhodesiense qui chez l’homme

peuvent être discriminées respectivement avec les amorces Tbs-GP (Desquesnes and

Dávila, 2002) et Tbrc (Radwanska et al., 2002). Il n’y a cependant pas d’amorces spé-

cifiques pour T. b. brucei chez l’animal. Distinguer T. evansi de T. equiperdum par PCR

est tout aussi problématique. Le couple d’amorces actuellement utilisé cible le gène

RoTat1.2 de T. evansi qui n’est pas exprimé chez les espèces T. brucei s.l., T. equi-

perdum et chez T. evansi de type B. Cependant, ce gène existe en copie unique, cela

limite la sensibilité de la PCR. Il existe en outre certaines souches de T. equiperdum

pour lesquelles les PCR RoTat1.2 sont positives. Ainsi, l’ADN kinetoplastique a été pro-

posé comme cible pour distinguer les Trypanozoon mais l’identification reste toujours

problématique. T. evansi et certains T. equiperdum sont dépourvus de maxi-cercles ce

qui permet de les distinguer de T. brucei mais certaines souches bien connues de T.
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evansi disposent de mini-cercles très différents (type A et type B) et d’autres souches

sont naturellement akinétoplastiques (absence de kDNA) (Borst et al., 1987).

La PCR est applicable à une grande échelle et est idéale pour les études épidémio-

logiques. Son avantage en matière de sensibilité et de spécificité est inégalable com-

paré au diagnostic microscopique. Toutefois, elle présente également de nombreux

défauts. Elle n’est pas utilisable en diagnostic de routine en partie à cause de sa sen-

sibilité aux éléments inhibiteurs sanguins et de la nécessité d’une étape de purification

préalable de l’ADN qui est limitante et coûteuse (Reifenberg et al., 1997). Ainsi, des

résultats faussement négatifs peuvent être fréquemment observés. D’autre part, elle

nécessite également des bonnes installations et un personnel bien qualifié (Uilenberg,

1998).

D’autres techniques dérivées de la PCR permettent également de faire l’identifi-

cation des espèces de trypanosomes. On peut citer les RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA), la PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et la

qPCR (quantitative PCR ou PCR en temps réel). La dernière a été essentiellement

développée pour le sous-genre Trypanozoon. La PCR-RFLP ciblant la sous-unité ribo-

somal 18S est idéale pour la détection de différentes sous-espèces en un test unique

(Geysen et al., 2003). Enfin, la PCR-ELISA, une association de l’amplification de l’ADN

et de sa révélation par une sonde couplée à une enzyme, a également été essayée

pour l’identification de trypanosomes (présente une grande spécificité).

2.2.3.3 Amplification d’ARN

L’amplification d’ARN est une technique initialement développée pour la détection

de l’ARN ribosomique 16S de Trypanozoon. Nommé NASBA (nucleic acid sequence-

based amplification), cette technique a été adaptée à la détection de trypanosomes

en 2007. Elle se fait à une température unique et basse (40°C). Cette faible tempé-

rature d’amplification est la principale faiblesse de la technique, car elle favorise des

hybridations non spécifiques (Mugasa et al., 2008). En outre l’instabilité de l’ARN rend

cette technique plus incertaine. Aucun kit n’a été développé sur cette technique (WHO,

2013). Néanmoins, elle a été le précurseur de la technique LAMP (Loop-mediated Iso-

thermal Amplification) qui a été par la suite développée par Notomi et al. en 2000
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(Notomi et al., 2000). Cette technique sera abordée dans le paragraphe qui suit.

2.2.3.4 LAMP (amplification iso-thermale)

La LAMP est une technique qui permet d’amplifier une séquence cible d’acides

nucléiques à une température unique (isothermale). Elle a été décrite comme étant

un test rapide, spécifique, sensible et relativement simple à mettre en œuvre. Elle est

caractérisée par l’utilisation d’au moins deux couples d’amorces (internes, externes

et amorces de bouches) qui reconnaissance et lient six régions différentes de la sé-

quence cible auxquelles ils sont complémentaires (Eiken, n.d., Notomi et al., 2000). La

réaction se fait généralement entre 62 et 65°C grâce à une polymérase thermostable

dotée d’une activité de déplacement de brin. Le plus souvent cette enzyme est une

Bst DNA polymerase (polymérase I de Bacillus stearothermophilus) qui amplifie en

moins d’une heure l’ADN de 109 à 1010 fois (Figure 2.3). Le produit d’amplification de

LAMP est un mélange de structures secondaires de tailles différentes consistant en

des répétitions alternativement inversées de la séquence cible sur le même brin.

Le produit d’amplification peut être visualisé par différentes méthodes. Il est pos-

sible de détecter l’amplicon par électrophorèse sur gel d’agarose et/ou de suivre la

turbidité induite par la formation d’amplicons (Njiru et al., 2008). Cependant, l’électro-

phorèse peut être lente et la turbidité est peu sensible. La méthode la plus fréquem-

ment utilisée est le suivi par réaction colorée d’un composé fluorescent ou d’un agent

colorant directement à l’œil. C’est le cas de la calcéine qui forme un complexe avec le

magnésium (magnesium pyrophosphate, Mg2P2O7) produit par la réaction LAMP, don-

nant une coloration jaune-verte à la lumière visible. La berbérine qui est un alcaloïde

végétal et le bleu d’hydroxynaphtol peuvent également être utilisés (Fischbach et al.,

2015). Les intercalants d’ADN comme le SYBR Green et le GelRed, bien que poten-

tiellement inhibiteurs de la réaction (notamment le SYBR Green), sont également très

utilisés pour visualiser le produit après la réaction d’amplification (Silva et al., 2019).

Pour toutes ces méthodes, les UV (Ultrat Violet) peuvent être utilisé pour la visualisa-

tion. La révélation dans un système avec flux latéral (chromatographie) et bandelettes

réactives a également été mise au point (Njiru, 2012). D’autres études ont permis de

développer une approche quantitative par le couplage de la réaction de la LAMP à

la fluorescence en temps réel (Xia et al., 2014). Même si cette méthode de LAMP en
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FIGURE 2.3 – Principe de la LAMP (Loop-Mediated isothermal Amplification). Les couples
d’amorces en LAMP sont : le couple (FIP/BIP) interne, le couple (F3/B3) externe et souvent
le couple de boucles (LF/LB). La réaction LAMP peut être divisée en 3 grandes étapes : (A.)
Initiation par les amorces internes et l’ADN polymérase (Bst ou son homologue Bst 2.0 conçu
in silico) dans les régions F2c et B2c. À une température de 65°C, l’ADN double brin est en état
d’équilibre dynamique. Une des amorces FIP ou BIP se fixe sur les régions complémentaires
et la polymérase étend l’amorce et sépare le duplex d’ADN cible. Les amorces externes (F3
ou B3) s’hybrident ensuite à la région F3c ou B3c de la cible et amorcent la formation de la
structure en haltère matrice de l’amplification exponentielle (B.). Après plusieurs cycles d’am-
plification (C.), des structures en tige/boucles et chou-fleur à boucles multiples constituant les
produits LAMP sont formées. L’ajout d’amorces de boucles (LF et LB) peut accélérer le pro-
cessus. La révélation se fait par électrophorèse, fluorescence (SYBR Green), turbidité ou par
visualisation directe à l’œil nu. Figure adaptée de Silva et al., (2020) (Eiken, n.d., Silva et al.,
2019).
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FIGURE 2.4 – Mise en œuvre de la LAMP et systèmes de révélation. Figure adaptée de
Silva et al., (2020) (Silva et al., 2019).

temps réel ne sera probablement pas utilisable sur le terrain, elle reste un outil puissant

pour le diagnostic en laboratoire (Figure 2.4).

Pour la détection de trypanosomes africains, la première application de la technique

LAMP le fut en 2003 par Kuboki et al. Ces auteurs ont montré que la technique LAMP

était 100 fois plus sensible que la PCR conventionnelle pour la détection des espèces

du sous-genre Trypanozoon in vitro. Les tests ont été réalisés en ciblant le gène de la

PFR A (Paraflagellar Rod) et le gène de la sous-unité P0 de la protéine ribosomique

respectivement de T. brucei et de T. congolense (Kuboki et al., 2003). Grâce à des

couples d’amorces PFR A, les auteurs ont montré que la réaction de la LAMP permet

de détecter spécifiquement les Trypanozoon et que les amorces P0 amplifiées exclu-

sivement T. congolense. Par la suite un kit a été développé et commercialisé en 2012

par Njiru pour la HAT. Ciblant le gène RIME (repetitive insertion mobile element), ce kit

permet de détecter toutes les espèces du sous-genre Trypanozoon (Njiru, 2012). Il est
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actuellement en cours d’évaluation dans le programme d’élimination de la maladie du

sommeil comme problème de santé publique, mise en place par l’OMS.

Comparée à la PCR conventionnelle, la LAMP peut présenter plusieurs avantages.

Elle est moins coûteuse (nécessite peu d’instruments, la réaction peut être effectuée

dans un bloc chauffant ou un bain d’eau chaude), rapide (résultats en 1 heure), plus

sensible et spécifique. Toutefois, ces avantages doivent être regardés avec recul car la

technique présente également plusieurs défauts. À cause de sa très forte sensibilité,

des résultats faussement positifs sont fréquemment observés notamment à cause de

la contamination très récurrente par effet aérosol. Par ailleurs, bien qu’elle soit en cours

d’évaluation sur le terrain pour la THA, et excepté l’étude de Kuboki en 2003 peu d’es-

sais ont été réalisés sur les autres espèces responsables de la TAA, en l’occurrence T.

congolense et T. vivax.

En résumé, cibler l’ADN du parasite par les techniques de biologique moléculaire

peut constituer un outil de diagnostic plus sensible, plus spécifique et signant une in-

fection active (durée de vie de l’ADN parasitaire estimée à 48h) (Jarra and Snounou,

1998). En sus de ces avantages indéniables, les tests moléculaires sont adaptés aux

enquêtes à grande échelle (Uilenberg, 1998). Néanmoins, en cas de parasitémie très

faible (<1 trypanosome/mL) et des contaminants/inhibiteurs lors de l’étape de purifica-

tion non propre du matériel génétique (ADN) matrice, l’amplification par les méthodes

basées sur le principe de la PCR peuvent être inhibées et donner des résultats négatifs

(OIE, 2018b,c). La LAMP reste un test en évaluation et sa forte sensibilité aux conta-

minations la rend peu fiable. Par ailleurs, il faut aussi noter que les espèces de trypa-

nosomes du sous-genre Trypanozoon sont essentiellement des parasites tissulaires.

À la différence de T. congolense et dans une moindre mesure de T. vivax, l’infection

aux Trypanozoon donne souvent lieu à une parasitémie très faible qui atteint rarement

le seuil de détection en parasitologie et parfois même des tests de diagnostic molécu-

laire (Büscher et al., 2019, Silva Pereira et al., 2019). Dans ce contexte, les tests de

diagnostic sero-immunologiques sont employés pour fournir des preuves indirectes de

l’infection par les trypanosomes.
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2.2.4 Immuno-diagnostic

Le diagnostic immunologique ou immunodiagnostic est basé sur la mise en évi-

dence de la liaison antigène-anticorps formant le complexe immun. Ainsi, ces mé-

thodes vont consister soit à détecter directement les antigènes parasitaires, relargués

dans la circulation sanguine, par l’intermédiaire d’anticorps spécifiques, soit à détecter

la réponse immune de l’hôte contre l’infection, c’est-à-dire les anticorps produits tels

que les immunoglobulines de type M (IgM), plus précoces, et les immunoglobulines de

type G (IgG) plus tardives et persistantes. Les tests de détection des antigènes parasi-

taires, signant une infection active, ont très peu été concluants pour la TAA. La plupart

de tests de diagnostic disponibles sont basés sur la détection d’anticorps.

2.2.4.1 Les tests sérologiques (détection d’anticorps)

La persistance des anticorps (notamment les IgG) dans la circulation peut aller jus-

qu’à plusieurs mois suivant la guérison spontanée ou après traitement. La détection

des ces anticorps ne permet pas d’affirmer que l’infection est (encore) active mais

permet de tracer le contact avec le parasite, qu’il soit encore présent lors de l’ana-

lyse sérologique ou bien qu’il ait été éliminé. Pour cette raison, les tests de diagnostic

sérologiques sont surtout employés dans les études épidemiologiques (surveillance,

contrôle, étude de prévalence et suivi de campagne de lutte). Pour les trypanosomoses

animales africaines, il existe plusieurs techniques de diagnostic dont l’IFAT, le CFT, le

CATT, l’ELISA et le test de trypanolyse immune. Ces techniques sont décrites dans les

paragraphes qui suivent.

2.2.4.1.1 Le test d’agglutination : CATT (Card Agglutination Test for Trypanoso-

miasis)

Le test CATT est basé sur l’agglutination directe des parasites par des immunoglobu-

lines de type M (IgM) de l’hôte mammifère. Initialement développé pour T. brucei gam-

biense, il a été adapté à la détection de T. evansi (Songa and Hamers, 1988). Ce test

nommé CATT/T. evansi, permet de mettre en évidence une infection à T. evansi. Dans

la pratique, des parasites de la souche T. evansi RoTat 1.2, purifiés, fixés et colorés

et exprimant un antigène variable prédominant (VSG RoTat 1.2), sont utilisés comme

source d’antigène parasitaire. La réaction d’agglutination se fait par la mise en contact

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 62



2.2. Méthodes de diagnostic

d’un échantillon de sérum ou de sang d’un animal infecté avec les antigènes parasi-

taires. Par la suite, les IgM (pentamériques) de l’animal se lient à plusieurs parasites

formant un agglutinât visible à l’œil nu (OIE, 2018b,c) (Figure 2.5).

FIGURE 2.5 – Le test CATT/T. evansi (Card agglutination test for trypanosomosis). Zone
de cercle 9 (échantillon témoin négatif), 10 (échantillon de contrôle positif). Échantillons positifs
au test : 1 à 5. Image tirée de Sawitri et al., (2019) (Sawitri et al., 2019).

Très faciles d’usage sur le terrain, le test CATT est très employé dans les études épi-

demiologiques notamment pour confirmer le statut d’infection d’un individu. Il permet

de faire un diagnostic actif (mise en évidence d’une infection active) grâce à la détec-

tion des IgM qui sont les premiers anticorps produits généralement en phase précoce,

ou parfois dans une phase tardive avec une parasitémie persistante (OIE, 2018b). En

plus, il est peu coûteux et nécessite peu d’expertise. Le test est commercialisé sous

forme de kit, rapide d’emploi et présentant d’une bonne sensibilité. Cependant, le test

CATT/T. evansi peut présenter une certaine réactivité croisée avec T. vivax et T. equi-

perdum. Sa spécificité et sa sensibilité doivent donc être améliorées. D’autre part, il

nécessite une source d’énergie et un système réfrigéré pour sa mise en œuvre pra-

tique sur le terrain (Uilenberg, 1998). D’autre part, il est produit sous une forme peu

adaptée à un usage individuel.
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2.2.4.1.2 Le test de trypanolyse immunitaire (TI)

Le test de trypanolyse est basé sur la lyse cellulaire médiée par le système du com-

plément. De même que le test CATT, la trypanolyse a initialement été mise au point

pour T. brucei gambiense avant d’être adapté à T. evansi et n’est pas utilisable pour T.

congolense et T. vivax. Toutefois, il constitue un outil de diagnostic très spécifique mé-

ritant d’être testé pour la trypanosomose animale africaine (en particulier pour détecter

T. brucei brucei), d’autant plus qu’il permet de faire des investigations sur le réservoir

animal de la THA. C’est un test de référence (gold-standard) pour la THA (Jamonneau

et al., 2010). Pour la détection de T. evansi, le test de trypanolyse a été développé

en ciblant un seul épitope multicopie à la surface de la VSG RoTat1.2 exprimé par

la souche A de T. evansi (Verloo et al., 2001). Le test est effectué en mélangeant

des parasites vivants (exprimant cet épitope) en contact du sérum à analyser et des

éléments du complément provenant du sérum de cobaye. Dans le cas d’une réaction

positive (présence d’anticorps specifiques), les parasites sont lysé et le résultat peut

être observé au microscope entre lame et lamelle (Tehseen et al., 2015) (Figure 2.6).

FIGURE 2.6 – Principe du test de trypanolyse. (i) Mise en contact de trypanosomes vivants
avec du sérum, du plasma ou du sang d’un animal et du complément purifié de sérum de
cobaye. (ii) L’anticorps anti-RoTat1.2 fixe la protéine RoTat1.2 sur la surface du trypanosome,
(iii) Le complément se lie par la suite au complexe anticorps-antigène et (iv) induit la lyse du
parasite. Le test est positif lorsque le pourcentage de lyse est supérieur à 50% au microscope.

Le test de trypanolyse, en dépit de sa très grande spécificité et de son adéquation

à la confirmation du statut infectieux au niveau individuel, est réservé aux laboratoires

de référence. Il nécessite obligatoirement la culture et l’entretien des clones de trypa-

nosomes vivants, possible uniquement pour des laboratoires équipés et dotés d’une

animalerie (Camara et al., 2010). De plus, sa mise en œuvre est complexe et peut sou-
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vent donner lieu à des résultats faussement positifs même par un expert (Potts et al.,

2013).

2.2.4.1.3 Le test de fixation du complément : le CFT (Complement Fixation Test)

Le test de fixation du complément est spécialement utilisé pour détecter une infection

à T. equiperdum. Dans ce test, ces sont des trypanosomes totaux qui constituent l’an-

tigène (Schoening, 1924). Cet antigène et le sérum de l’animal sont pré-incubés avec

des éléments du complément purifiés de sérum de cobaye. Pour détecter le complexe

immun, un système hémolytique (globules rouges de mouton, GRM, sensibilisés avec

un anticorps anti-GRM) est ajouté. En présence d’anticorps spécifiques anti-T. equi-

perdum (réaction positive), le complément se liera au complexe immun et les GRM

resteront intacts. En revanche, en l’absence d’anticorps spécifiques, le complément

est activé et une lyse des GRM se produit (Figure 2.7) (Cauchard et al., 2014, Potts

et al., 2013).

FIGURE 2.7 – Principe du test de fixation du compliment (CFT).

Le test CFT est spécifique mais présente également les mêmes limites que la try-
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panolyse. Les résultats faussement positifs notamment dû à la réactivité à T. evansi

peuvent être problématiques dans la mesure où une infection à T. equiperdum est

considérée comme incurable. Ce qui donne lieu à des conséquences graves (castra-

tion, isolement, abattage des animaux) (Büscher et al., 2019). Dernière difficulté, la

production d’antigène pour ce test n’est pas harmonisée.

2.2.4.1.4 Le test d’immunofluorescence IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test)

L’IFAT forme avec l’ELISA, les deux tests recommandés par l’OIE pour détecter les in-

fections à T. brucei, T. vivax et T. congolense. Le test d’immunofluorescence (IFAT)

consiste à faire réagir des trypanosomes préalablement fixés sur une lame avec des

anticorps provenant du sérum d’un animal infecté. Les anticorps fixant les protéines

de trypanosomes sont détectés à l’aide d’un anticorps secondaire conjugué à un fluo-

rophore comme l’isothiocyanate de fluorescéine. Après fixation des lames au glycérol,

la fluorescence est observée au microscope à fluorescence (OIE, 2018a) (Figure 2.8).

FIGURE 2.8 – Principe du test de détection d’anticorps par immunofluorescence indirecte
ou IFAT. (i) Des trypanosomes en suspension ou dans un prélèvement sanguin sont fixés entre
lame et lamelle. (ii) Le sérum à tester est mis en contact avec les trypanosomes ; s’il contient
des anticorps anti-trypanosomes, ils se lient aux trypanosomes. (iii) Un anticorps conjugué à la
fluorescéine fixe spécifiquement l’anticorps anti-trypanosomes et la fluorescence émise à une
certaine longueur d’onde (après excitation du fluorochrome) est observée au microscope dit
d’épi-fluorescence (Desquesnes, 1997, Katende et al., 1987, Uilenberg, 1998).

Comme pour les précédents tests, l’IFAT peut également donner des résultats faus-

sement positifs en raison de la réactivité croisée entre les espèces (Uilenberg, 1998).

Ce test prend également du temps et nécessite un microscope à fluorescence, maté-

riel coûteux à l’achat et non adapté à une utilisation sur le terrain. Cependant, il est
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applicable à un grand nombre d’échantillons.

2.2.4.1.5 Le test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Le test ELISA constitue le « gold standard » du diagnostic sérologique de la trypa-

nosomose animale africaine (TAA). C’est un test immuno-enzymatique developpé en

1971 par Engvall et Perlmann (Engvall and Perlmann, 1971). Le test repose sur la re-

connaissance d’antigènes parasitaires, fixés sur une micro-plaque, par des anticorps

provenant du sérum ou du plasma d’un animal infecté. Un anticorps secondaire couplé

à une enzyme (le plus souvent la peroxydase) est ensuite ajouté et vient se fixer sur

les complexes immuns lorsqu’ils sont présents. La présence d’anticorps spécifiques

dirigés contre les antigènes parasitaires est mise indirectement en évidence par l’ajout

d’un substrat chromogène qui, suite à l’action de l’enzyme présence sur l’anticorps se-

condaire, donne une coloration quantifiable par un spectrophotomètre (mesure de la

densité optique). Il existe plusieurs variants de cette technique mais le plus employé

pour la TAA (décrit ici) est l’ELISA indirect (Figure 2.9A, Figure 2.10). Les antigènes uti-

lisés peuvent être la fraction soluble d’un lysat total de trypanosomes (Luckins, 1977)

ou une protéine parasitaire spécifique (Boulangé et al., 2002, Fleming et al., 2014,

2016, Pillay et al., 2013). Les antigènes totaux solubles sont préparés à partir de try-

panosomes (issus du sang de rongeurs infectés) qui sont purifiés par chromatographie

échangeuse d’anions DEAE-cellulose (Lanham and Godfrey, 1970) puis lysés et cen-

trifugés pour éliminer les débris cellulaires. Les antigènes spécifiques sont quant-à-eux

des protéines de trypanosomes exprimées de manière récombinante en système bac-

térien, ou plus rarement, en système eucaryote (levures, baculovirus, parasites).

Les tests basés sur les antigènes totaux étaient encore il y a peu, les seuls tests

ELISA existants pour la TAA et ces antigènes restent toujours les antigènes de réfé-

rence recommandés par l’OIE. Bien qu’ils aient une sensibilité et une spécificité accep-

tables, ces tests ne permettent pas une détection « espèce spécifique ». Par ailleurs, la

production de grandes quantités d’antigènes à partir du sacrifice d’un nombre impor-

tant de rongeurs est éthiquement discutable. De plus, des difficultés de standardisation

se posent fréquemment y compris pour l’IFAT (Ijagbone et al., 1989). De nombreuses

études ont été menées pour pallier ce problème d’harmonisation d’antigènes, notam-

ment par l’utilisation d’antigènes récombinants. Plusieurs protéines recombinantes ont
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FIGURE 2.9 – Principe de l’ELISA indirect et de l’ELISA Sandwich. A. https://cutt.ly/
NbSQVwj. B. https://cutt.ly/jbSQL9g.

FIGURE 2.10 – Les étapes d’un test ELISA indirect de détection d’anticorps. (i)-
Sensibilisation de la plaque ELISA avec une préparation d’antigène (lysat totaux ou antigène
recombinant). (ii)-Saturation de puits sur la plaque avec des protéines non spécifiques (lait ou
albumine de sérum bovin). (iii)-Liaison des anticorps spécifiques (à l’antigène), provenant du
sérum de l’animal. (iv)-Liaison de l’anti-sérum conjugué à une enzyme (peroxydase le plus sou-
vent). (v)-Révélation de la réaction antigène-anticorps par l’ajout d’un composé chromogène,
substrat de l’enzyme : l’acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS) ou
le 3,3’,5,5’-Tétraméthylbenzidine (TMB) et mesure de la densité optique (DO). L’étape (vi) est
optionnelle, elle permet de mieux apprécier la coloration de la réaction.
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été testées comme antigènes dans les tests ELISA-Ac (anticorps) pour le diagnostic

de la TAA. Des glycoprotéines invariantes de surface ont été utilisées pour développer

un test ELISA-Ac pour T. congolense et pour T. vivax (Fleming et al., 2014, 2016).

Plus récemment, un test ELISA-Ac de T. vivax et T. congolense utilisant respective-

ment les protéines TvGM6 et TcCB1 comme antigènes a également été développé

puis adapté en test de diagnostic rapide (TDR) (Boulangé et al., 2017). Cependant,

malgré ces limitations, le test ELISA reste un outil puissant et privilégié pour les études

épidemiologiques.

2.2.4.2 Détection d’antigènes

Le test de détection d’antigène se fait par ELISA de capture dit ELISA sandwich.

La détection d’antigènes circulants de trypanosomes, preuve directe d’une infection

active, devrait permettre une amélioration significative de la spécificité du diagnostic de

TAA (Nantulya and Lindqvist, 1989, Nantulya et al., 1987). Les premiers tests utilisaient

des anticorps monoclonaux spécifiques de T. congolense, T. vivax et T. brucei pour la

détection d’antigènes invariants et circulants, par ELISA de capture. Ils montrent une

faible sensibilité pour la détection de T. vivax, et une faible spécificité (forte proportion

de faux positifs), associée à une réactivité croisée pour T. congolense et T. b. brucei

(Bengaly et al., 1995, Desquesnes and de La Rocque, 1995, Uilenberg, 1998). Ces

échecs, liés notamment à la faible quantité d’antigènes libres circulants, ont conduit à

les abandonner temporairement (Desquesnes and de La Rocque, 1995). Par la suite,

des épreuves sur bandelettes réactives (Kashiwazaki et al., 1994) et un test LAT (Latex

Agglutination Test) permettant de détecter spécifiquement T. evansi (Nantulya, 1994)

ont été développés.

Récemment un test de détection de la pyruvate kinase de T. congolense a été

développé. Il s’agit d’un ELISA sandwich (Figure 2.9B) utilisant des « nanobodies

» (Pinto Torres et al., 2018). Ces anticorps propres aux Camelidae ont un domaine

unique dix fois plus petit que celui d’une immunoglobuline classique. Chez les bovins

expérimentalement infectés par T. congolense, ce nouveau test montre une sensibilité

de 79% et une spécificité de 91%. Deux années plutôt, un test similaire avait égale-

ment été évalué pour T. conglense et ciblant cette fois, l’aldolase glycosomale. Ce test

avait montré une performance diagnostique meilleure que le précèdent. Il permettait
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de détecter des infections expérimentales avec une valeur prédictive positive élevée

(98%), une sensibilité de 87% et une spécificité atteignant jusqu’à 94% (Odongo et al.,

2016). Toutefois, aucun test basé sur la détection d’antigène n’a encore été appliqué

dans un contexte épidemiologique, tous les essais ont été réalisés dans des conditions

expérimentales.

2.2.4.3 Les tests de diagnostic rapide disponibles

Un test de diagnostic rapide (TDR) est le test par excellence remplissant les critères

ASSURED et utilisable sur le terrain. C’est le résultat de l’association de la chromato-

graphie et de la réaction d’un anticorps (Ac) à un antigène (Ag). En d’autres termes, un

TDR est l’adaptation d’un test ELISA robuste à un format d’immunochromatographie.

Le principe du test est simple. Une goutte d’échantillon à analyser (sang ou sérum)

est déposée sur le support de chromatographie (bandelette de nitrocellulose) suivi du

dépôt d’un tampon de migration permettant de faire migrer l’échantillon et le conjugué

(couplé à la streptavidine ou biotine et une nanoparticule d’or), le long de la bandelette.

En présence d’Ac ou d’Ag spécifique, ce dernier se fixe à l’Ag ou à l’Ac correspondant

ce qui entraîne une coloration faisant apparaître une bande. Sur la même bandelette,

la réaction du contrôle positif a également lieu pour garantir le bon déroulement du test

(Figure 2.11).

FIGURE 2.11 – Principe d’un test de diagnostic rapide de détection d’antigène.

Pour la TAA, les TDR sont surtout basés sur la détection d’Ac. Les antigènes to-

taux étant inadaptés au développement de TDR en partie à cause de leur manque
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de spécificité et les difficultés de standardisation, ces sont essentiellement des pro-

téines récombinantes qui ont été utilisés comme antigène. Malgré les nombreuses

protéines testées, très peu de TDR ont été développés pour la TAA. Actuellement,

seulement deux TDR ont été rapportés. Le premier est basé sur une glycoprotéine de

la famille des ISG (Invariant Surface Glycoprotein). Ce test montrait une sensibilité et

une spécificité de 92,0% (95% CI, 83,4% to 97.0%) et 89,8% (95% CI, 77,8% to 96,6%)

(Fleming et al., 2016). Malgré sa spécificité basse par rapport aux antigènes totaux,

l’Université de Dundee est à la recherche des partenaires pour sa commercialisation

(https://www.dundee.ac.uk/news). Le test ELISA basé sur la protéine GM6, qui est

une protéine du cytosquelette de T. vivax, et la CB1 (une cathesine B1) a été adapté

récemment en format TDR permettant de détecter en même temps une infection à T.

vivax et à T. congolense (Boulangé et al., 2017). Ce second test constitue l’un des

rares TDR à avoir été commercialisé. Il a été introduit sur le marché par CEVA sous le

nom de « VerY Diag test ». Le prototype, qui comprend les deux antigènes, présente

une spécificité de 95,9% (95% C.I., 90,4%-100%) et une sensibilité de 92,0% (95%

C.I., 85,9%-98,1%) pour T. congolense et 98,2% (95% C.I., 94,7%-100%) pour T. vivax

(Boulangé et al., 2017). Ce TDR, malgré son manque de sensibilité dans les infections

très précoces ou au contraire à un stade très tardif, renforce la spécificité et élimine

partiellement le problème de standardisation.

En résumé, il existe une panoplie de méthodes de diagnostic pour les trypanoso-

moses animales. Les tests d’agglutination, de trypanolyse ou de fixation du complé-

ment ciblent essentiellement T. evansi et donc ne sont pas adaptés à la nagana qui

répresente la trypanosomose la plus prévalente en Afrique sub-saharienne. On peut

également constater que le choix d’un test particulier est guidé par différents facteurs

dont l’objectif (diagnostic individuel ou à l’échelle du troupeau), le facteur économique,

et l’expertise (OIE, 2018b,c). Les tests recommandés (IFAT et ELISA) pour la TAA se

heurtent à des difficultés de standardisation des antigènes et peuvent également man-

quer de spécificité (qui est limitée au genre). Cependant, il existe très peu de TDR et

les quelques rares tests développés sont inaccessibles pour les populations concer-

nées. Le besoin en nouveaux tests TDR est donc incontestable.

Une revue de synthèse a été rédigée et publiée sur les différentes techniques de
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diagnostic décrites précédemment dans le bulletin de l’Association des anciens élèves

de l’Institut Pasteur, au cours de cette thèse (article en annexe page 221).

2.2.5 Article

Magamba Tounkara, Alain Boulangé, Frédéric Bringaud, Magali Thonnus, Adrien

Marie Gaston Belem, Zakaria Bengaly, Sophie Thevenon, David Berthier and Loïc Ri-

vière. Les méthodes de diagnostic des trypanosomiases animales africaines : avan-

tages, limites et nouvelles pistes d’amélioration. Bulletin de l’Association des Anciens

Élèves de l’Institut Pasteur, Association des anciens élèves de l’Institut Pasteur, 2021,

63 (242), pp.31-38. (hal-03225173).

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 72



3 | Les antigènes de trypanosomes africains :
marqueurs de diagnostic

La connaissance des marqueurs antigéniques de trypanosomes, immunogènes ou

non, a trois importances majeures. Elle permet d’identifier des cibles thérapeutiques,

de chercher des antigènes immunogéniques pour élaborer un vaccin, et enfin de déve-

lopper des tests de diagnostic sero-immunologique. L’identification de ces marqueurs

passe par une meilleure exploration et compréhension de l’interaction hôte/parasite

définissant à la fois les mécanismes de l’infection et de la progression des trypanoso-

moses.

La VSG a longtemps été considérée comme étant la seule protéine à la surface

de trypanosomes in extenso. Et même si elle demeure la plus abondante, d’autres

protéines situées à la surface (ou non), peuvent également intervenir dans l’interac-

tion des trypanosomes avec leur hôte notamment par leur reconnaissance par le sys-

tème immunitaire de ce dernier. Si l’on ne se base que sur l’hypothèse selon laquelle

toute protéine exposée, sécrétée ou libérée par les trypanosomes au cours d’une infec-

tion est potentiellement antigénique, il existe toute une panoplie d’antigènes éventuels

qu’on pourrait décrire. Exemples : les récepteurs de surface permettant aux trypano-

somes d’importer des nutriments, les glycoprotéines invariantes de surface et enfin les

protéines cytoplasmiques libérées au cours d’une lyse parasitaire induite par le sys-

tème immunitaire de l’hôte au cours d’une vague parasitémique. Ce chapitre fournit

un aperçu sur des antigènes identifiés et évalués en diagnostic pour la TAA et les

approches technologiques qui ont permis leur identification.

3.1 Les antigènes invariants de trypanosomes

Les antigènes invariants de trypanosomes sont de différentes natures. Ils peuvent

être des protéines de surface, des protéines de la poche flagellaire ou encore des pro-
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téines internes. Les protéines ciblées généralement en diagnostic sero-immunologique

sont à la fois des protéines imunogéniques, notamment pour les tests de détection

d’anticorps, et des protéines non immunogéniques mais suffisamment abondantes

pour être détectées dans les tests de détection d’antigènes. De facto, plusieurs pro-

téines ont été identifiées et caractérisées.

Un grand nombre de glycoprotéines invariantes de surface (ISG, Invariant Surface

Glycoprotein) ont été identifiées dont certaines avec des fonctions inconnues. En 1992,

Ziegelbauer et Overath ont décrit chez les formes sanguines de T. brucei trois glyco-

protéines de taille différentes (60, 65 et 75 kDa) (Ziegelbauer and Overath, 1992). Ces

protéines nommées par la suite ISG60, ISG65, ISG75 respectivement, présentaient

des motifs de protéines transmembranaires. Par la suite, deux autres ISG (ISG64 et

ISG70) ont été caractérisées (Jackson et al., 1993). Testées avec le sérum de lapins

chroniquement infectés, l’ISG64 et l’ISG70 étaient spécifiquement reconnues. Grâce à

la technique d’immunoprecipitation couplée à la spectrométrie de masse, Sullivan et al.

(2013) ont identifié chez T. brucei gambiense trois des ISG déjà décrites (ISG64, ISG65

et ISG75) (Sullivan et al., 2013). Ces protéines exprimées et purifiées dans un système

bactérien (Eschericia coli), ont été évaluées pour leur potentiel immuno-diagnostique

par ELISA avec des sérums individuels et poolés. L’ISG64 et l’ISG65 ont donné une

meilleure performance pour la détection de T. b gambiense (93-97% de Sensibilité, Se ;

93-94% de Spécificité, Sp) mais assez modérée pour T. b rhodesiense. Le test basé

sur l’ISG65, qui était la plus réactive des protéines, a été celui adapté en format d’im-

munochromatographie sous forme de TDR qui présentait jusqu’à 100% de sensibilité

(Se) et 92,5% de spécificité (Sp) (Sullivan et al., 2013). Pour les trypanosomes des ani-

maux, plusieurs glycoprotéines invariantes ont également été identifiées et évaluées

pour leur antigénicité. En général, ces sont des orthologues des protéines décrites

chez T. brucei. Chez T. congolense, une ISG nommé Tc38630 a été testé en ELISA-

Ac avec des sérums de bovins infectés expérimentalement. Ce testé a montré 87,2%

de Se et 97,4% de Sp (Fleming et al., 2014). Et encore plus récemment, les mêmes

auteurs ont réalisé une étude similaire sur l’orthologue de l’ISG65 chez T. vivax. Ils ont

montré que cette protéine présentait 94,5% de Se et 88,0% de Sp en ELISA et dans

un TDR 92% de Se et 89,8% de Sp (Fleming et al., 2016). Des études semblables

ont été réalisées chez d’autres espèces notamment chez T. evansi et montrent toutes
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une immunogénicité des ISG (Tableau 3.1). A posteriori, les glycoprotéines invariantes

de surface présentent malgré leur faible nombre par rapport aux molécules de la VSG

(estimé à 1 ISG pour 100 VSG), un fort potentiel antigenique à la fois pour le diagnostic

mais aussi pour la vaccination. En sus de protéines décrites, il faut noter que d’autres

ISG essentiellement des récepteurs et transporteurs sont présentes à la surface de

trypanosomes. C’est le cas du transporteur de glucose identifié en 1992 par Bringaud

et Baltz chez les formes sanguines de T. brucei (Bringaud and Baltz, 1992).

Par ailleurs, d’autres protéines membranaires localisées au niveau de la poche fla-

gellaire du parasite, une phosphatase acide (Schell et al., 1990) et une phospholipase

C (Grab et al., 1987), ou encore sur la membrane plasmique entourant le flagelle, une

adénylate cyclase (produit d’expression des gèns ESAGs), ont été décrites. La pro-

téine TFBP (transferin binding protein) est également une protéine de surface codée

par les ESAGs (Schell et al., 1991) et localisée dans la poche flagellaire. Elle pré-

sente une région d’une dizaine d’acides aminés au milieu de sa séquence formant une

boucle. Selon certains auteurs, cette boucle constitue une cible privilégiée du système

immunitaire. Elle serait également la séquence que les trypanosomes font varier pour

éviter une réponse anticorps par analogie avec le « switch » des gènes VSG (Borst

et al., 1987). Pour finir, citons également un antigène constitué d’une préparation de

flagelle purifié, qui a donné un excellent potentiel diagnostic (95,8% de Se et 94,4%

Sp) (Ligi et al., 2016) montrant à la fois l’immunogénicité des protéines membrainaires

du flagelle et de leur interaction avec le système immunitaire de l’hôte.
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Les autres protéines antigéniques de trypanosomes sont les protéines internes.

Plusieurs de ces protéines se sont révélées être immunogéniques et de bonnes cibles

de diagnostic. Dans les années quatre-vingt-dix, les protéines immunodominantes

identifiées de trypanosomes présentaient toutes deux caractéristiques particulières.

Elles possédaient dans leurs séquences des motifs répétés et étaient essentiellement

des protéines de structure, associées au cytosquelette (Duncan et al., 1991, Lee et al.,

1994, Müller et al., 1992). Testées avec les sérums d’animaux infectées, ces antigènes

étaient reconnus spécifiquement (Tableau 3.1). L’identification particulière de ces pro-

téines était favorisée par la technique utilisée (l’immunocriblage). Cette technique est

plus sensible à la détection des antigènes à motifs séquentiels et répétitifs par l’in-

termédiaire des anticorps qui leur sont spécifiques. Ces antigènes, qui étaient in fine

des protéines immunodominantes, ont servi de référence pour la sélection d’un cer-

tain nombre d’antigènes d’immunodiagnostic. C’est notamment le cas pour la protéine

GM6 (Müller et al., 1992) dont la découverte a conduit à l’évaluation du potentiel diag-

nostic de ses orthologues chez T. congolense, T. vivax (Pillay et al., 2013) et chez T.

evansi (Thuy et al., 2012). Son orthologue chez T. vivax, a fini par être inclus dans un

test d’immunochromatographie (TDR VerY Diag) (Boulangé et al., 2017).

D’autres protéines internes, cytoplasmiques ou organellaires peuvent également

se révéler très intéressantes comme marqueurs pour le diagnostic. En effet, plusieurs

protéines glycolytiques, intrinsèquement abondantes, ont été ciblées dans les tests

de détection d’antigènes pour le diagnostic des trypanosomoses animales. Citons par

exemples : l’aldolase (Odongo et al., 2016) et la pyruvate kinase (Pinto Torres et al.,

2018) utilisées pour la détection de T. congolense. En somme, les antigènes internes,

qu’ils soient immunogènes ou pas, peuvent être ciblés pour développer à la fois les

tests de détection antigènes et des tests basés sur la détection d’anticorps. Toutefois,

les antigènes décrits ne représentent pas l’entièreté des antigènes internes connus de

trypanosomes. Les facteurs pathogènes (de nature protéique) de trypanosomes sont

également libérés lors d’une trypanolyse et font partir de ces antigènes internes.

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 77



3.2. Les facteurs pathogènes de trypanosomes

3.2 Les facteurs pathogènes de trypanosomes

L’hypothèse du rôle potentiel de certaines molécules dans la pathogénèse de la

trypanosomose a été émise par Tizard et al., en 1973 (Tizard et al., 1978). Il a été

observé que les symptômes de la maladie chez les animaux infectés étaient plus sé-

vères lors de la chute de la parasitémie induite par la typanolyse. Cette observation

fut une preuve directe du lien entre les composés libérés par les parasites lysés et

la pathogénèse de la maladie. Les composés ou facteurs mis en cause, étaient à la

fois des produits dérivés du catabolisme (pyruvate et tryptophol) et des protéines, plus

particulièrement des protéases et des phospholipases ou encore les formes solubles

de la VSG. Cette dernière peut se fixer seule ou par l’intermédiaire de complexes

immuns à la surface des hématies. Par l’activation du complément et de la phagocy-

tose, la VSG sérait responsable de l’élimination des hématies (Tizard et al., 1978). Les

protéases seraient impliquées dans la dégradation des protéines des liquides physio-

logiques et à la surface de cellules et aussi responsables des lésions du tissu endothé-

lial. Les phospholipases, quant-à-elles, étaient décrites comme étant hémolytiques et

cytotoxiques par le catabolisme de lipides membranaires des cellules de l’hôte géné-

rant des acides gras libres, qui sont également des puissants facteurs pathogéniques.

Les conséquences pathogéniques de ces antigènes trypanosomiens ont conduit à la

proposition du concept d’un vaccin anti-maladie qui aurait pour but d’éliminer les fac-

teurs pathogènes et de modérer la progression de la maladie. En outre, Authié et al.,

(1993a) ont montré, dans un modèle d’infection expérimentale de deux races bovines

par T. congolense, que les N’Dama, qui sont trypanotolérants, ont des taux d’anticorps

plus élevés que les Borans, qui sont trypanosensibles. Tous les bovins ont développé

des anticorps contre plusieurs antigènes invariants immunodominants. Deux de ces

antigènes, contre lesquels les réponses sérologiques discriminent les N’Dama des

Borans, ont été identifiés : une HSP70/BiP de 69 kDa et une cystéine peptidase de 33

kDa (Authiée et al., 1993).

Plusieurs tentatives vaccinales ont été réalisés à partir des antigènes pathogé-

niques y compris la VSG, les sialidases (La Greca and Magez, 2011) et la cystéine

peptidase (ou congopaïne) (Authié et al., 2001) (voir la sous-section 2.1.1). Pour le

diagnostic, quelques uns de ces antigènes notamment les cystéines peptidases ou
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cathepsines ont été évalués et ont montré des excellents potentiels en serodiagnostic

(Tableau 3.1). Ainsi, les antigènes induisant des effets pathogènes constituent donc

des très bons marqueurs pour le diagnostic des trypanosomoses. Cependant, à la

différence des antigènes invariants de surfaces, seulement un petit nombre de ces an-

tigènes à effets pathogènes a été évalué en diagnostic. D’autre part, il y a peu d’études

récentes visant à identifier des nouveaux facteurs. Avec les nouvelles facilités techno-

logiques, la recherche et l’identification de ces facteurs ne devraient plus constituer

une contrainte. Dans les années quatre-vingt, c’est la technique d’immunocriblage de

banques d’expression qui avait révolutionné l’identification et la caractérisation des

antigènes immunodominants (Young and Davis, 1983). De nos jours, il existe des mé-

thodes plus inclusives qui permettent avec une grande sensibilité d’identifier un grand

nombre de protéines de trypanosomes.

3.3 Les différentes approches d’identification des an-

tigènes de trypanosomes

3.3.1 Immunocriblage de banques d’expression

La technique d’immunocriblage initiale est basée sur la détection par des anticorps

spécifiques de protéines recombinantes partielles exprimées dans un système bacté-

rien. Développée par Young et al., (1983), cette technique ingénieuse utilise un vecteur

d’expression bacteriophagique (bactériophage lambda lgt11) qui permet l’insertion

d’un fragment d’ADN étranger dans le gène de la b -galactosidase structurale (lacZ )

et favorise la synthèse de protéines hybrides. Le phage lgt11 possède des propriétés

particulières qui lui permettent d’être un vecteur très utile pour l’expression recombi-

nante. Il permet la construction et la maintenance de grandes banques d’ADN complé-

mentaire (ADNc), il fait propager assez rapidement le fragment qu’il contient, il est in-

ductible et permet la transcription rapide d’un nombre très élevé de copies du fragment

d’ADN d’intérêt et enfin il apporte de la stabilité aux protéines qui y sont exprimées

grâce leur fusion avec la b -galactosidase (Young and Davis, 1983).

L’identification des antigènes par immunocriblage se fait en deux grandes étapes.

Premièrement, une banque d’ADNc est construite à partir de l’ensemble des ARNm
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d’un tissu ou d’un agent infectieux dans un bactériophage à développement lysogé-

nique (phage lambda, lgt11). Les phages recombinants obtenus, sont utilisés pour

transformer des souches Escherichia coli, résultant en la formation des plusieurs mu-

tants lysogènes capables de produire des quantités détectables d’antigènes par in-

duction avec de l’IPTG (isopropyl b -D-1-thiogalactopyranoside). Les bactéries mu-

tantes étant défectueuses de la dégradation de protéines, les antigènes s’accumulent.

Deuxièmement, des anticorps spécifiques d’un ou plusieurs des antigènes, sont uti-

lisés pour isoler les protéines recherchées (Magyezi et al., 2019, Müller et al., 1992,

Young and Davis, 1983). Ces anticorps sont produits soit par l’immunisation d’un ani-

mal par une protéine codée par un ADNc ou à la suite de l’infection par l’agent patho-

gène dont on cherche à isoler les protéines immunodominantes. Cette stratégie a été

employée avec succès pour identifier des protéines immunoréactives GM6 et MARP1

de T. brucei gambiense (Müller et al., 1992). Elle présente l’avantage d’être particuliè-

rement sensible pour la détection des protéines immunoréactives et à motifs répétitifs

comme évoqué précédemment. Par ailleurs, la disponibilité des algorithmes de bio-

informatique facilite l’extrapolation des résultats entre organismes ou espèces proches.

Dans une étude menée en 2019, une équipe a pu identifier par cette technique 6 an-

tigènes de T. brucei. Par l’analyse comparative de l’homologie des séquences de ces

protéines avec celles des bases données, une quarantaine d’autres protéines ont été

identifiées comme étant putativement immunoréactives (Magyezi et al., 2019). Toute-

fois, en raison de l’abondance intrinsèque souvent très faible de certains gènes hau-

tement régulés, cette technique peut s’avérer inefficace pour la détection de certains

antigènes. De plus, la qualité des ADNc et donc des ARNm et des anticorps peut être

limitante (Young and Davis, 1983).

3.3.2 Approche immunoprotéomique

Cette approche fait intervenir deux techniques majeures : l’immunoblotting et la

spectrométrie de masse. Très utilisée pour identifier des antigènes des agents patho-

gènes, cette approche peut être employée de différentes façons (Boonjakuakul et al.,

2007, Caraballo-Guzmán et al., n.d., Somda et al., 2013). La méthode la plus utilisée

consiste à séparer les protéines totales provenant de l’extrait brut d’un organisme par

une électrophorèse bi-dimensionnelle (2D SDS-PAGE) en fonction de leur poids molé-
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culaire et de leur point iso-électrique. Par la suite, les protéines sont transférées sur une

membrane de nitrocellulose sur laquelle on les fait réagir avec plusieurs échantillons

de sérums ou de plasmas de différents statuts (positif et négatif à l’agent pathogène).

Les protéines reconnues spécifiquement sont excisées sur un gel réalisé en parallèle

et sont identifiées par spectrométrie de masse.

La spectrométrie de masse est une technique permettant de déterminer les masses

moléculaires, d’identifier et de quantifier les composés analysés. Elle est fondée sur la

séparation des protéines et des peptides en fonction de leur rapport masse sur charge

(m/z). Le spectromètre de masse, qui est l’appareil utilisé, comporte quatre parties

dont une source d’ionisation suivie d’un ou plusieurs analyseurs séparant les ions pro-

duits selon le rapport m/z dans un champ électrique et éventuellement magnétique

(accélération et séparation), d’un détecteur qui compte les ions et amplifie le signal, et

enfin, d’un système informatique pour traiter le signal appelé spectre de masse. De nos

jours, le spectromètre de masse est presque toujours couplée aux méthodes chroma-

tographies en phase gazeuse et/ou en phase liquide (Menet, 2011). Il existe plusieurs

sources d’ionisation et plusieurs types d’analyseurs. Par exemple, le MALDI-TOF est

l’association de la source d’ionisation par désorption-ionisation laser assistée par ma-

trice (MALDI, matrix-assisted laser desorption/ionization) et un détecteur à temps de

vol (TOF, time of flight). Enfin, la MS-MS qui constitue la méthode de spectrométrie en

tandem, associe plusieurs analyseurs (deux) différents ou identiques. Pour l’application

en protéomique, les protéines à analyser sont digérées en général par de la trypsine

en peptides qui sont par la suite ionisés et analysés. En confrontant la séquence des

peptides analysés à des bases données protéiques, les protéines seront ainsi iden-

tifiées (Menet, 2011) (Figure 3.1). L’immunoprotéomique est une excellente méthode

d’identification des protéines d’intérêt. Cependant, sa complexité pousse souvent à

employer des variantes moins lourdes et plus pratiques.

3.3.3 Immunoprécipitation couplée à la protéomique

Cette stratégie est l’une des approches protéomiques la plus fiable pour l’identifica-

tion des antigènes candidats (notamment immunoréactifs) au diagnostic. Elle a permis

d’identifier plusieurs protéines des trypanosomes. L’exemple le plus récent est la gly-
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FIGURE 3.1 – Principe d’une expérience de spectrométrie de masse en tandem. Schéma
tiré de Bilgraer (2014) (Bilgraer, 2014).

coprotéine invariante de surface Tc38630, identifiée par Fleming et al., (2014) chez T.

congolense. Une année plutôt, Sullivan et al., (2013) ont également identifiée la pro-

téine ISG65 chez T. b brucei grâce cette approche. Les deux protéines testées en

immunodiagnostic ont montré une excellente réactivité ce qui a rendu possible leur

inclusion dans un test d’immunochromatographie.

Le principe de la technique a été parfaitement schématisé par Sullivan et al., (2013)

(Figure 3.2). La première étape consiste à isoler les antigènes à partir d’un lysat total

par immunoprécipitation avec des anticorps immobilisés provenant d’animaux infectés

et naïfs (contrôles). Les antigènes spécifiques récupérés après élution sont ensuite

analysés sur gel SDS-PAGE à partir duquel ils sont excisés et identifiés par spectro-

métrie de masse comme précédemment décrit (Fleming et al., 2014).

3.3.4 Protéomique couplée à l’immuno-informatique

L’étude protéomique, grâce à l’analyse de masse, est également utilisée en tant

que telle pour l’identification des antigènes de trypanosomes. Cette approche est plus

inclusive et permet de détecter à la fois les protéines immunogéniques et non immuno-

gènes à la différence des autres. Plusieurs échantillons peuvent être analysés que ce

soit un lysat total, un extrait de protéines organellaires, du secretome ou encore des

échantillons de sérums ou plasma d’animaux infectés (Calomeno et al., 2021, Holzmul-

ler et al., 2008). Après l’identification de protéines par la spectrométrie de masse (MS),

une analyse comparative de leurs séquences suivie de la prédiction d’épitopes pour les
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FIGURE 3.2 – Chromatographie d’immuno-affinité et identification d’antigènes à potentiel
diagnostic. A. Préparation d’IgG-Sepharose à partir de sérums d’infection et de non-infection
(contrôle) de T. b. gambiense, capture par immuno-affinité d’antigènes de trypanosomes à par-
tir de lysat total au détergent, puis élution et concentration par précipitation à l’éthanol. B. Gel
SDS-PAGE coloré au bleu de Comassie colloïdal des protéines éluées des IgG-Sépharose d’in-
fection (piste 1) et des IgG-Sépharose de non-infection (contrôle) (piste 2). Les protéines de
deux pistes sont excisées et analysées par LC-MS/MS après réduction, S-alkylation et diges-
tion trypsique (C.). Les positions des marqueurs de poids moléculaire sont indiquées à gauche.
Schéma adapté de Sullivan et al., (2013) (Sullivan et al., 2013).
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lymphocytes B est réalisée grâce aux outils bio-informatiques (BepiPred, BEST, ABC-

Pred, Scratch protein predictor, etc.) (Soria-Guerra et al., 2015). Les protéines présen-

tant plus d’épitopes sont sélectionnées comme potentiellement imunogéniques et la

quantification relative des résultats de la MS oriente l’identification d’antigènes abon-

dants éventuellement utilisables dans les tests de détection d’antigènes. L’exemple

parfait de l’application de cette approche est paru dans une étude très récente (Calo-

meno et al., 2021). Les auteurs ont identifié pas moins de 30 protéines parmi lesquelles

il y avait une quatorzaine présentant des épitopes de cellules B.

En résumé, l’identification des antigènes est une étape indispensable à la mise en

place d’outils d’immunodiagnostics et de stratégies de vaccination. Il existe plusieurs

approches pour isoler, sélectionner et identifier des antigènes spécifiques et en gé-

néral immunodominants. La plupart s’articule autour de la technologique d’analyse de

masse qui était initialement une technique essentiellement utilisée en chimie avant son

ascension dans l’étude des macro-molécules dans les années quatre-vingt (Menet,

2011). Cette technologie est coûteuse et n’est pas souvent accessible à tous les la-

boratoires, en particulier ceux impliqués dans la recherche contre les trypanosomoses

animales africaines dans les pays du sud. Par ailleurs, les antigènes identifiés sont très

souvent ceux mis en évidence précédemment. Ceci montre la nécessité de l’introduc-

tion d’une étape nouvelle pour augmenter la sensibilité de certaines techniques pour

la détection de protéines d’immunoréactivité intermédiaire masquées par les protéines

les plus représentées et les plus immunodominantes.
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4 | Les objectifs de la thèse

En considérant d’une part l’absence de vaccin et d’autre part le conditionnement

des décisions de chimiothérapies à un diagnostic précis, on peut considérer le diag-

nostic comme l’un des éléments clés du contrôle de la TAA. Par ailleurs, du fait de la

problématique liée à la standardisation des antigènes de sérodiagnostic, du problème

d’accessibilité au petit nombre des tests existants, le développement des nouveaux

tests devient plus que nécessaire.

Cette thèse visait à mettre au point de nouveaux outils innovants pour le diagnos-

tic des trypanosomoses animales africaines. Les objectifs étaient de : (i) caractéri-

ser le potentiel diagnostique de certaines molécules cibles déjà identifiées et étudiées

dans les laboratoires d’accueils, (ii) sélectionner à partir des données protéomiques

et transcriptomiques des nouvelles cibles diagnostiques et évaluer leur potentiel diag-

nostique individuel mais surtout leur utilisation en combinaison/cocktail dans un test

diagnostic unique, et enfin, (iii) identifier les protéines immunogéniques à partir d’ana-

lyse protéomique et immuno-informatique du sécrétome de T. congolense. Les deux

premières activités ont consisté à cloner, exprimer, purifier et caractériser in silico les

protéines candidates et à évaluer dans un test d’immuno-enzymatique leur immuno-

génicité. Dans la dernière activité, des nouvelles cibles ont été identifiées par la mise

en application de l’approche protéomique couplée à une analyse d’immunoblotting et

immuno-informatique.

Avec le présent chapitre, cette partie contient au total 5 chapitres. Les matériels

et les méthodes utilisés pour l’ensemble des études menées, sont présentés dans le

chapitre 5. Les chapitres 6, 7 et 8 présentent de façon détaillée et chronologique les ré-

sultats des travaux de recherche menés avec une structure en article pour chaque cha-

pitre (introduction, matériels et méthodes, résultats et discussion). Enfin, une conclu-

sion générale incluant les perspectives pour la poursuite de différents axes de re-
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Chapitre 4. Les objectifs de la thèse

cherche de cette thèse, est présentée dans la dernière partie.
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5 | Matériels et Méthodes

5.1 Matériels biologique

5.1.1 Espèces et souches de trypanosomes

Durant cette thèse, nous avons utilisé les formes sanguines des souches sauvages

de trypanosomes de deux espèces : Trypanosoma brucei brucei et T. congolense.

La souche de T.b brucei utilisée est la souche monophorphique 427 qui a été origi-

nairement isolé en Ouganda chez un mouton en 1960 et transférée à l’Institut Lister

de Londres en 1961, d’où son appellation de Lister 427 (BEI-Resources, 2021). La

souche de T. congolense utilisée (souche IL3000) est un clone de la souche ILC49

passé au travers des rongeurs, isolée à l’origine d’une vache du Transmara, Kenya

(Wellde et al., 1974).

5.1.1.1 Milieux de culture

La souche sauvage de T.b brucei (Tb427 90.13 WT) a été cultivée dans le milieu

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) contenant de l’IMDM (Gibco 10184932),

3,024 g/L de bicarbonate de sodium (Euromedex 6885-1), 0,136 g/L d’hypoxanthine

(Sigma H-9636), 0,11 g/L Pyruvate de sodium (Sigma P-3662), 0,039 g/L de thymidine

(Sigma T-9250), 0,028 g/L d’acide bathocuproinedisulfonique (Sigma B-1125), 2 µM de

b -mercaptoéthanol (Sigma M-6250), 1,7 µM de L-cystéine (Sigma C-1276), 10% de

sérum de vœux fœtal (SVF, Gibco 106) decomplémenté et 10000 U de pénicilline et 20

mg de streptomycine. Deux antibiotiques supplémentaires ont également été ajouté :

Neomycine et Hygromycine aux concentrations finales indiquées dans le Tableau 5.1.

Pour la culture de la souche T. congolense IL3000, nous avons utilisé le milieu de

culture MEM (Minimum Essential Media) dont la base était de composition suivante :

9,6 g/L de MEM en poudre (Sigma M-0643), 5,96 g/L d’acide HEPES (Sigma-Aldrich
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H3375), 2,2 g de bicarbonate de sodium (Sigma-Aldrich S5761), 1 g de D-glucose

(Sigma-Aldrich G8270), 110 mg pyruvate de sodium (Sigma-Aldrich P-3662), 10,68

mg d’adénosine (Sigma-Aldrich A4036), 14 mg d’hypoxanthine (Sigma H-9636), 4 mg

de thymidine (Sigma T-9250) et 14,1 mg d’acide bathocuproine disullfonique (Sigma

B-1125). À ce milieu de base, ont été ajoutés du sérum de chèvre (InvitroGen ref.

16210072), 200 µM de b -mercaptoéthanol (Sigma M-6250) et 2 mM de glutamine

(Sigma-Aldrich G8540).

TABLE 5.1 – Liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Concentration finale Référence

Culture de trypanosomes

Hygromycine 5 µg/mL InvivoGen ant-hg-1

Néomycine 2,5 µg/mL InvivoGen ant-gn-1

Pénicilline 44 U Sigma-Aldrich P4333-100 mL

Streptomycine 0,044 mg/mL Sigma-Aldrich P4333-100 mL

Culture de bactéries

Pénicilline 0,05 mg/mL EUROMEDEX 10g-Ref. EU0400-C

Kanamycinee 0,05 mg/mL EUROMEDEX 10g-Ref. UK0010-C

5.1.1.2 Mise en culture et entretien de T. brucei brucei et de T. congolense

Pour leur mise en culture, les trypanosomes ont été décongelés à partir d’un stabilat

stocké à -80°C. Ils ont ensuite été comptés à l’aide du Guava EasyCyte Flow Cytometer

(Merck millipore, ref.0500-5009) pour Tb427 90.13 WT ou d’un microscope optique en

utilisant une cellule de Malassez pour TcIL3000. Un nombre de 103 parasites ont été

inoculés dans une flasque de culture ventilée de 25 cm2 contenant 5 ml de milieu de

culture. Les parasites ont été par la suite incubés dans une étuve à des températures

de 37°C pour Tb427 90.13 WT et à 34°C pour TcIL3000 WT, et dans une atmosphère

humide à 5% de CO2.

Le maintien en culture des parasites a été réalisé ensuite en utilisant des plaques

de culture cellulaire (plaque 24 puits pour T. brucei brucei et plaque 6 puits pour T.

congolense). Pour chaque souche, 2x105 parasites ont été inoculés dans un puit conte-

nant 1 ml de milieu. Une dilution sérielle (d’un facteur 10) a été effectuée à partir de
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cette suspension pour passer de 2x105 parasites par puit à 20 parasites/ml par puit.

Les parasites ont été incubés dans une étuve à 37°C (T. brucei brucei) ou à 34°C (T.

congolense) et à 5% de CO2.

5.1.2 Souches de bactéries

5.1.2.1 Souches et culture

Trois souches de la bactérie Escherichia coli ont été utilisées. La souche XL1 blue,

ne possédant pas la machinerie nécessaire pour la dégradation d’ADN étranger, a été

utilisée pour la biologie moléculaire (clonage). Les souche BL21 StarTM (DE3, Invitro-

gen, Saint-Aubin, France) et JM109 (DE3, Promega, France) ont été utilisées pour l’ex-

pression de protéines recombinantes. Ces deux souches possèdent le promoteur T7

inductible avec l’Isopropyl b -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pour la sur-expression

de protéines. Les bactéries ont toutes été cultivées avec le milieu lysogeny broth (LB)

à la fois solide et liquide avec les antibiotiques de sélection : ampicilline ou kanamycine

(Tableau 5.1).

5.1.2.2 Transformation de bactéries par les plasmides recombinants

Les différentes souches de bactéries ont été transformées de la façon suivante : un

aliquote de 25 µL d’une suspension de bactéries stockées à -80°C a été décongelé sur

glace. Les bactéries ont été transformées avec 10 à 20 µL du mélange réactionnel de

ligation pour le clonage et 100 mg de plasmide recombinant purifié pour l’expression

de protéines. Le mélange a été incubé sur glace pendant 30 min (min) à la suite de

laquelle les bactéries ont été exposées à un choc thermique à 42°C pendant 45 sec

(sec). La suspension a été placée sur glace pendant 2 min. Ensuite, 300 µL de LB

liquide sans antibiotique ont été ajoutés et les bactéries ont été placées à 37°C pendant

1 h dans un incubateur avec agitation à 220 rpm (rotation par min). La suspension a

par la suite été centrifugée à 2000 x g pendant 5 à 10 sec. Les bactéries ont été étalées

sur milieu LB solide avec les antibiotiques de sélection (en fonction du vecteur) dans 2

boîtes de pétri : 50 µL sur la première boîte de pétri et le reste sur une seconde boîte à

l’aide de billes de verres. Les boîtes ont ensuite été placées à 37°C pour la croissance

de colonies.
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5.1.3 Les vecteurs d’expression et de clonage

Les vecteurs de clonage (également d’expression) utilisés au cours de ma thèse et

leurs caractéristiques sont résumés dans le Tableau 5.2. Ils sont tous inductibles avec

l’IPTG. Après induction, les bactéries transformées avec ces plasmides expriment une

protéine de fusion incluant le produit du gène étranger inséré et la protéine « mar-

queur » du plasmide (tag) qui permet de purifier la protéine de fusion. Ils ont tous été

utilisés exclusivement pour l’expression hétérologue de protéines chez les bactéries

même si le plasmide pETSUMO est utilisable pour le clonage et l’expression de pro-

téines chez la levure.

TABLE 5.2 – Les vecteurs de clonage et d’expression bactériens.

Vecteur Résistance bp Caractéristiques Référence

pGEX4T-1 Ampicilline 4950 Tag GST en aval du site MCS, site de
clivage thrombine et promoteur Ptac

GE Healthcare
28-9545-49

pTE28a Kanamycine 5368 Tag N-ter 6xHis, promoteur T7 et site
de clivage thrombine

Sigma-Aldrich
69864

pETSUMO Kanamycine 5600 Tag N-ter SUMO et 6xHis, promo-
teurs T7 et lacO et site de clivage
SUMO

ThermoFischer
SCIENTIFIC
K30001

pMAL-cRI Ampicilline 6148 Tag N-ter MBP, promoteur Ptac, site
de clivage au facteur Xa

New England
Biolabs

GST : Glutathion S-transférase ; MCS : Multicloning site (site de clonage) ; MBP : Maltose binding protein

5.1.4 Les oligonucléotides synthétiques

Les oligonucléotides utilisés dans ce travail notamment pour le clonage et l’expres-

sion de protéines candidates au diagnostic sérologique sont présentés dans le Tableau

5.3. Ils ont été synthétisés et fournis par Eurofins Genomics (France). Les solutions

stocks ont été fournies à une concentration de 100 µM. Pour le clonage de gènes, des

séquences spécifiques « linkers » contenant des sites de restriction des enzymes ont

été ajoutés aux extrémités 5’ de chaque amorce. Pour faciliter la digestion de produits

d’amplification par PCR, 2 à 3 nucléotides ont été ajoutés aux séquences « linkers »

au niveau des extrémités 5’. Les amorces conçues sur les séquences de promoteur et
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TABLE 5.3 – Liste des oligonucléotides pour clonage, expression et séquençage.

Nom Séquence (5’ - 3’) Cible

Clonage et expression

TbbPLa1b-pGEX-Fw AGCTCGAGATGTTTGGCACGCCGTTGAGAAT
TbPLA-1b

TbbPLa1b-pGEX-Rv AGGCGGCCGCTTACGATTTCGATGAAGGTCCGG

fw-TbBIP-SacI AAAAGTCGACCAGCACCCGAAAGTGGCGGCAAGG
TbBiP

rev-TbBIP-XhoI AAAACTCGAGACTTACAGATCGTC CATGGGTTGTG

fw-TcBiP-BamHI AAAGGATCCGCGCCCGAGAGCGGC GGGAAGGTG
TcBiP

rev-TcBiP-EcoRI AAAGAATTCTTAAAGGTCATCCATGGGCTGCGG

fw-TvBip-BamHI AAAGGATCCGCGCCGGAGGCGAGC GGGAAGGTG
TvBiP

rev-TvBip-EcoRI AAAGAATTCTTACAGGTCGTGCATCGGCTGCGG

fw-TbCP-EcoRI AAAGAATTCGCGTGCCTTGCGTCTGTCGCACTC

TbCATLrev-TbCP-XhoI AAACTCGAGTCACTGGTGTGGGACCAGCCTGGC

rev-TbCP-NotI AAAAGCGGCCGCCTGGTGTGGGACCAGCCTGGCCG

fw-TcCP-EcoRI AAAGAATTCGCGTGCTTTGTTCCCGTGGCGTTG

TcCATLrev-TcCP-XhoI AAACTCGAGTCACTCGTGCCGCACGAGCCGGGC

rev-TcCP-NotI AAAAGCGGCCGCCTCGTGCCGCACGAGCCGGGCGG

fw-TvCP-EcoRI AAAGAATTCGCGCCTGCTGCCATGGCGGTGCTG

TvCATLrev-TvCP-XhoI AAACTCGAGCTAGTTGCAGTGGTACGTTGCCGA

rev-TvCP-NotI AAAAGCGGCCGCGTTGCAGTGGTACGTTGCCGACA

fw-TvcMDH-EcoRI AAAGAATTCTCGTGCAAACGTGTTGTTGTAACG
TvcMDH

rev-TvcMDH-NotI AAAAGCGGCCGCTCAGAGCGCCTGTGCGCGCTCTTCAAG

TcoG3PDH-Fw GCGGATCCTGTGAATCTGTGTCAGTTTGGC
TcG3PDH

TcoG3PDH-Rev GCGTCGACTTACATCTTCGAAAGCCGAGGG

TcoRHS2-Fw GCGGATCCATGGAAGGGCGGGGAGCAAAGC
TcRHS2

TcoRHS2-Rev GCGTCGACTCAGCGAGATCCGTATCATTAGCAG

TcoHyp-Fw GCGGATCCACGAATCTTGAAAAGGATGAAC
TcIL3000_4_3690

TcoHyp-Rev GCGTCGACTCACTCATAAACTGCACTCATGTGC

TcocMDH-Fw AAAGAATTCTCGTGCAAACGTGTTGTTGTAACG
TccMDH

TcocMDH-Rev AAAAGCGGCCGCTCAGAGCGCCTGTGCGCGCTCCTC

Séquençage

T7-Pro-primer GTAATACGACTCACTATAGGC
Promoteur T7

T7-Ter-primer CTAGTTATTGCTCAGCG

pGEX-MCS-fw TCGGATCTGGTTCCGCGT
Site MCS de pGEX

pGEX-MCS-rev GTCATCACCGAAACGCGC

fw (forward ou amorce sens) ; rev (reverse ou amorce anti-sens)
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en aval du site de multiclonage ont été utilisées pour le séquençage des inserts dans

les différents plasmides.

5.1.5 Origines des échantillons de sérums

Des échantillons de sérums de différentes origines ont été utilisés dans ce pro-

jet (Tableau 5.4). Pour l’évaluation de protéines recombinantes utilisées en diagnostic

sérologique (Chapitres 6 et 7) plusieurs types de sérums ont été employés. Les échan-

tillons de sérums de souris prélevés avant infection (3) et après infection (18) ont été

les premiers testés. Deux collections principales de sérums de bovins du CIRDES ont

été utilisées : des sérums d’infection expérimentale fournis par Dr. Zakaria Bengaly et

des sérums de terrain fournis par le Pr. Alain Boulangé. Les sérums expérimentaux ont

été obtenus lors de l’étude de l’efficacité de certains trypanocides, menée en 2014 par

GALVmed (Global Alliance for Livestock Veterinary Medicine) au CIRDES. Dans cette

étude, les animaux ont été infectés expérimentalement par des souches de T. congo-

lense et T. vivax isolées dans différents pays d’Afrique de l’Ouest. Pour notre étude,

nous avons testé en ELISA sur les antigènes totaux de T. congolense 100 échantillons

prélevés avant l’infection et 100 échantillons prélevés après l’infection et avant le trai-

tement par trypanocides. A partir de ce test, 37 échantillons infectés par T. congolense

et 31 échantillons non infectés ont été sélectionnés. Des sérums de terrain ont égale-

ment été sélectionnés sur la base des données ELISA et PCR lors de la mission de

terrain TAA-2019 au CIRDES. Cette étude avait pour but d’établir le statut épidémio-

logique dans certaines localités du Burkina Faso pour la TAA. L’ELISA réalisé sur les

antigènes totaux de 3 espèces de trypanosomes (T.b brucei, T. congolense et T. vivax)

et la PCR réalisée avec des amorces pan-trypanosomiques et d’autres spécifiques de

chaque espèce ont permis de sélectionner 37 échantillons positifs avec une infection

mixte et naturelle de T. brucei brucei, T. congolense et T. vivax et 31 échantillons né-

gatifs. De plus, 10 échantillons infectés par T.b brucei et 4 sérums bovins non infectés

ont également été fournis par le CIRDES, ainsi que des plasmas humains positifs pour

T.b gambiense (en ELISA et en immuno-trypanolyse sur les antigènes LiTat1.3/1.5), ai-

mablement fournis par le Dr Jacques Kaboré (CIRDES, Burkina Faso) et le Dr Vincent

Jammoneau (UMR InterTryp Montpellier) du projet DiTECT-HAT.

Pour l’étude de la réponse anticorps de différentes races bovines vis à vis du sé-
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TABLE 5.4 – Origine des échantillons de sérums testés.

Statut Hôte Trypanosome DPI Nombre Source Année

Sérums de souris

Naïve

BalbC Tc IL1180 -7 1 UMR-5234-MFP 2007

SwissC Tv 1486 -7 1 UMR-5234-MFP 2007

BalbC Tbg 1166 -7 1 UMR-5234-MFP 2005

infecté

BalbC Tc IL1180 7 - 29 6 UMR-5234-MFP 2007

SwissC Tv 1486 7 - 60 4 UMR-5234-MFP 2007

BalbC Tbg 1166 12 - 65 8 UMR-5234-MFP 2005

Sérums expérimentaux de bovins

ELISA

Naïve
Bovin Tc IL1180 -4 - 0 100 CIRDES (GalVmed) 2014

Bovin Tbb -9 - 0 8 CIRDES 2012

Infecté
Bovin Tc IL1180 18 - 65 100 CIRDES (GalVmed) 2014

Bovin Tbb 15 - 128 20 CIRDES 2012

Immunoblotting

Naïve

Zébu Tc IL1180 -2 5 Intertryp (AATTOL) 2012

Borgou Tc IL1180 -2 5 Intertryp (AATTOL) 2012

Lagunaire Tc IL1180 -2 5 Intertryp (AATTOL) 2012

N’Dama Tc IL1180 -2 5 Intertryp (AATTOL) 2012

Infecté

Zébu Tc IL1180 20 - 60 20 Intertryp (AATTOL) 2012

Borgou Tc IL1180 20 - 60 20 Intertryp (AATTOL) 2012

Lagunaire Tc IL1180 20 - 60 20 Intertryp (AATTOL) 2012

N’Dama Tc IL1180 -2 20 Intertryp (AATTOL) 2012

Sérums de bovins collectés sur terrain

Négative Bovin Tc/Tbb/Tv PCR/
ELISA

31 CIRDES 2019

Positive Bovin Tc/Tbb/Tv PCR/
ELISA

37 CIRDES 2019

Sérums humains

Négative Humain Tbg ELISA 10 CIRDES (DiTECT) 2017

Positive Humain Tbg ELISA 10 CIRDES (DiTECT) 2017

Tc (T. congolense) ; Tv (T. vivax) ; Tbb (T.b brucei) ; Tbg (T.b gambiense) ; DPI (Day Post-Infection) ; naive (non infecté)
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crétome de T. congolense, les sérums du projet AATTOL (ANR jeunes chercheurs)

ont été utilisés (Tableau 5.4 Immunoblotting). Ces échantillons ont été collectés lors

d’une étude de comparaison du phénotype trypanotolérant/susceptible de cinq races

locales d’Afrique de l’Ouest qui diffèrent par leur histoire démographique (Berthier

et al., 2015). Au cours de cette étude, 36 individus appartenant à la race taurine à

longues cornes N’Dama, à deux races taurines à courtes cornes Lagune (LAG) et

Baoulé (BAO), au Zébu Peul (ZFU) et au Borgou (BOR), une race mixte entre bovins

trypanotolérants (AFT) et bovins trypanosusceptibles (AFZ), ont été infectés par Try-

panosoma congolense IL1180 selon l’approbation du protocole expérimental « Project

no. A002-2013/CE-CM » du Comité d’éthique Burkinabé. Pour cette thèse, nous avons

utilisé les sérums de quatre races (ZFU, BOR, NDA et LAG). Pour chaque race, cinq

individus ont été sélectionnés et pour chaque individu, un échantillon de pré-infection

(-2) et quatre échantillons post-infection aux dates (20, 26, 33 et 60) ont été sélection-

nés. Ainsi, la réponse anticorps pour chaque race et animal contre les protéines du

sécrétome de T. congolense, a été analysée avant le pic d’anticorps IgG (20), au pic

d’anticorps IgG (entre 26 et 33) et après le pic d’anticorps IgG (60).

5.1.6 Les antigènes de références

Nous avons utilisé plusieurs antigènes comme contrôle pour l’évaluation du po-

tentiel diagnostique de protéines recombinantes testées au cours de cette thèse. Les

antigènes de références actuellement recommandés par l’OIE (Organisation mondiale

de la santé annimale) pour la TAA sont les lysats totaux solubles de trypanosomes

(OIE-Terrestrial-Animals-2019, n.d.). Deux types de lysats antigéniques ont été utili-

sés : TcWTL (T. congolense whole trypanosoma lysate ou lysat total de T. congolense)

et TbWTL (lysat total de T.b brucei). Ils ont été fournis par le CIRDES et brièvement

préparés comme suit : les parasites ont été cultivés in vivo chez des rats. Lorsque la

parasitémie a atteint un niveau élevé, les animaux ont été sacrifiés et les parasites

ont été collectés dans le sang des rongeurs et séparés des composants sanguins par

chromatographie d’échange d’anions sur une colonne DEAE (diéthylaminoéthyle). Les

trypanosomes purifiés ont ensuite été lysés par plusieurs cycles de congélation/décon-

gélation et soniqués dans un tampon phosphate contenant du glucose. Les antigènes

solubles pour ELISA ont été séparés des éléments particulaires par centrifugation et
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les lysats totaux ont été dosés par la méthode calorimétrique du BCA (BiCinchoninic

acid Assay).

Nous avons également utilisé une protéine recombinante immunoréactive qui a ser-

vit d’antigène pour développer un test TDR (Test de diagnostic rapide) (Boulangé et al.,

2017). Il s’agit de la cathesine B1 de T. congolense (cathepsin B-Like protease 1) nom-

mée CB1 et initialement caractérisée en 2008 au laboratoire MFP-UMR-5234 à Bor-

deaux (Mendoza-Palomares et al., 2008). Cet antigène purifié a été fourni par notre

laboratoire.

5.1.7 Les anticorps primaires et secondaires (conjugués)

TABLE 5.5 – Anticorps primaires et secondaires utilisés.

Anticorps Produit dans Type Source/ref. Dilution

Anticorps primaires

anti-TbPLA-1b Lapin Polyclonal L. RIVIÈRE 1/1000

anti-TbGK Lapin Polyclonal F. BRINGAUD 1/5000

anti-PFR Lapin Polyclonal F. BRINGAUD 1/10 000

Anticorps secondaires : conjugués à la HRP

anti-lapin Chèvre Polyclonal Promega, ref. W4011 1/2500

anti-souris Chèvre Polyclonal KPL, ref. 074-18-061 1/1000 - 1/5000

anti-bovine Lapin Polyclonal Sigma-Aldrich A8917 1/1000 - 1/10 000

anti-bovine Chèvre Polyclonal KPL 14-12-06 ELISA : 1/500
- 1/2500 ; WB :
1/2500 - 1/10 000

anti-bovine Mouton Polyclonal BioRad ref. AAI23P 1/100 - 1/30 000

anti-humain Chèvre Polyclonal Jackson ImmunoRe-
search ref. 109-035-003

1/5000 - 1/100 000

Pour les expériences d’immuno-détection et plus particulièrement le western blot,

nous avons utilisé trois anticorps primaires tous fournis par notre laboratoire : anti-

TbPLA-1b, anti-TbGK et l’anti-PFR (Tableau 5.5 anticorps primaires). Pour l’ensemble

de techniques d’immuno-détection, les anticorps secondaires utilisés sont tous couplés

à la peroxydase (HRP, Horseradish peroxidase), et sont résumés dans le tableau 5.5

(anticorps secondaires).
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5.2 Méthodes

5.2.1 Techniques de biologie moléculaire

5.2.1.1 Extraction et purification de l’ADN

5.2.1.1.1 ADN génomique des trypanosomes

À partir d’une culture in vitro à croissance exponentielle, les trypanosomes ont été

comptés et 1x108 cellules ont été récoltées par centrifugation pendant 10 min à 1 200

g. Après une étape de lavage avec 1 mL de PBS1x et une deuxième étape de centrifu-

gation, le culot a été doucement remis en suspension dans 150 µL de tampon de lyse

TELT (50 mM Tris-HCl pH8, 62,5 mM EDTA pH9, 2,5M LiCl, 4% [v/v] Triton X-100),

mélangé par inversions 3 à 5 fois sans vortex et incubé 5 min à température ambiante.

Ensuite, 150 µL de Phénol :Chloroforme :Alcool isoamylique (PCIA) 25 :24 :1 ont été

ajoutés à la suspension et mélangés par inversion. Le mélange phénol :chloroforme

a été utilisé pour séparer les protéines (qui se retrouveront dans la phase organique

et l’interphase) des acides nucléiques qui se retrouvent dans la phase aqueuse. L’al-

cool isoamylique a été utilisé pour éviter la formation de mousse. Ce mélange a été

centrifugé pendant 5 min à 13 000 g. La phase aqueuse supérieure (contenant l’ADN)

a été placée dans un autre tube et 300 µL d’éthanol à 100% (EtOH) ont été ajoutés

pour précipiter l’ADN en inversant doucement le tube pendant 15 sec ; l’ADN est alors

devenu visible. L’ADN a été culotté par centrifugation pendant 10 min à 13 000 g. Le

culot a été séché à l’air pour éliminer l’EtOH résiduel et remis en suspension dans de

l’eau désionisée (dH2O).

5.2.1.1.2 ADN plasmidique bactérien

L’extraction et la purification d’ADN plasmidien recombinant ou non recombinant ont

été réalisées en trois étapes majeures : la lyse cellulaire, l’élimination des débris cel-

lulaires et de l’ADN chromosomique et l’élution. Pour cribler les clones recombinants

au cours du clonage, nous avons utilisé le protocole « MiniPrep ExpressTM Matrix »

pour lequel la composition de différentes solutions d’extraction est connue. Avec ce

protocole, 1 mL de culture bactérienne a été centrifugée et 300 µL de tampon STET

(0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8, 5% Triton X-100) et 25 µL de

lysozyme 10 mg/mL (dans 10 mM Tris pH 8) ont été ajoutés au culot. La suspension a
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été incubée 5 min sur glace puis bouillie pendant 1 min au Bain-marie. Après une cen-

trifugation de 10 min, le surnageant a été transféré dans un autre tube et mélangé avec

400 µL de la solution de Miniprep Express MatrixTM (matrice de silice) qui lie l’ADN. Le

mélange a été centrifugé 10 sec et le surnageant décanté. Le complexe MatrixTM/ADN

a été lavé avec 500 µL d’éthanol 80%. Après le lavage, l’éthanol a été aspiré et le

plasmide a été élué avec de l’eau désionisée (dH2O). Pour les Midiprep (volume de la

culture bactérienne allant jusqu’à 100 mL), nous avons utilisé les kits QIAGEN Plasmid

et le kit NucleoSpin® Plasmid (MACHEREY-NAGEL).

5.2.1.1.3 Purification des produits de PCR ou de digestion enzymatique

La résine S-300 (dans 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 7,5) a été utilisée pour purifier

les produits de PCR et de restriction enzymatique pour le clonage. Sept cents µL

de résine ont été chargés dans une colonne (micro spin Biorad) et la colonne a été

centrifugée pendant 1 min à 700 x g ; la colonne a été retirée du tube de collecte et

mise dans un nouveau tube de 1,5 mL. La réaction PCR ou de restriction enzymatique

a été ajoutée sur la résine et celle-ci a été centrifugée pendant 2 min à 700 x g. Le

produit purifié a été récupéré dans l’éluat. La résine a été retirée et jetée de la colonne

qui a été recyclée. Les kits GFX (Amersham Pharmacia Biotech) et PCR clean-up de

Macherey-Nagel dont les principes reposent sur l’utilisation d’une matrice en silice, ont

également été utilisés pour purifier les produits PCR et de digestion enzymatique.

5.2.1.1.4 Quantification d’ADN

La concentration d’ADN a été évaluée en mesurant l’absorbance à 260 nm à l’aide d’un

spectrophotomètre (FluoStar Omega-BMG Labtech) en considérant que, à A260 nm,

une absorbance de 1 correspond à 50 µg/mL d’ADNdb (40 µg/mL d’ARNs). La pureté

a été déterminée en mesurant l’absorbance à 280 nm pour évaluer la contamination

protéique et en calculant le rapport A260/280. Un rapport d’environ 1,8 signifie que

l’ADN est pur.

5.2.1.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

La PCR classique a été réalisé pour l’amplification de gènes à partir d’ADN gé-

nomique ou de plasmides récombinants. La réaction de PCR a été réalisé avec un

protocole spécifique à chaque gène cible et avec différentes polymérases (de fidéli-

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 98



5.2. Méthodes

tés variables). Les différents protocoles utilisés sont en annexe (Annexe 1 page 181).

Brièvement, la réaction a été effectuée dans un mélange réactionnel dont les compo-

sants sont fournis dans un kit et contenant : du tampon de la polymérase, 0,2 mM de

dNTPs, 0,8 µM de chaque amorce, 1 U/100 µL de polymérase et 10 pg à 10 ng de

matrice d’ADN et de l’eau miliQ. L’ADN a été amplifié dans un thermocycleur, après

une première étape de dénaturation à 94-98°C pendant 5 min, en 35 cycles : 94-98°C,

15-30 sec (dénaturation) ; 56-70°C, 30 sec (hybridation d’amorces) ; 68-72°C 4 min

(extension). À la fin de l’amplification cyclique, le produit amplifié a été conservé à 4°C.

5.2.1.3 Électrophorèse sur gel d’agarose

L’électrophorèse sur gel d’agarose a été utilisée pour séparer en fonction de leur

taille les fragments d’ADN amplifiés par PCR. Le gel de 1% a été préparé en solubi-

lisant 1 g d’agarose (Eurobio BIO-41025) dans 100 mL de tampon TBE 1x (Tris bo-

rate EDTA, EUROMEDEX). La suspension a été bouillie puis refroidie, additionnée de

BET (Bromure d’éthydium) avant d’être coulée sur une cuve support. Les échantillons

ont été mélangés à un tampon de charge (6X DNA Loading Dye, ThermoFischer ref.

R1151) puis chargés dans le gel et les fragments ont été séparés à 100V pendant 15

à 30 min. L’ADN a ensuite été visualisé sous UV.

5.2.1.4 Clonage de gènes pour expression en système bactérien

La technique principale de clonage employée au cours de cette thèse, est le clo-

nage directionnel avec ligation par la T4 DNA Ligase (New England BioLabs, M0202).

L’ADN Ligase T4 catalyse la liaison de deux brins d’ADN entre le 5’-phosphate et les

groupes 3’-hydroxyles de nucléotides adjacents dans une configuration à extrémités

cohésives (ou à extrémités non cohésives). Les différentes étapes de cette technique

sont illustrées dans la figure 5.1. Premièrement, une séquence d’intérêt (d’un gène

donné) a été amplifiée par la technique de PCR en utilisant des amorces spécifiques

(Tableau 5.3) synthétisées avec des séquences de « linkers » au niveau des extrémi-

tés 5’ (i). Ces séquences « linkers » contiennent à leur tour des sites de restriction

pour des endonucléases de type II qui reconnaissent et coupent des séquences pa-

lindromiques spécifiques. Le produit de PCR (insert) et le vecteur plasmidien ont été

digérés par un couple d’endonucléases générant des extrémités cohésives à bout 5’
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sortants à la fois sur l’insert et sur le plasmide (ii). Les produits de digestion ont été

purifiés des éléments réactionnels comme précédemment décrit (iii, voir paragraphe

5.2.1.1.3). L’insert et le plasmide (ratio de 3 :1) ont été mélangés avec l’enzyme T4

ADN ligase dans un volume final de 20 µL de tampon de ligation. Le mélange réac-

tionnel a été incubé à température ambiante pendant 10 à 20 min pour la ligation des

extrémités cohésives puis la réaction a été stoppée à 65°C pendant 10 min (iv). Après

refroidissement, le mélange réactionnel a été utilisé pour transformer les bactéries XL1

blue compétentes (50 µL) par choc thermique (voir sous-sous-section 5.1.2.2) (v). Les

différents mélanges réactionnels sont présentés en annexes (Annexe 3 page 185).

Les clones, positifs, c’est-à-dire ayant intégrés le plasmide recombinant, ont été

sélectionnés (Figure 5.1 vi) par deux méthodes. La méthode classique a consisté à

extraire et à digérer le plasmide recombinant par le même couple d’endonucléases

qui ont servi au clonage. L’insert libéré a ensuite été détecté sur gel d’agarose en

fonction de la taille attendue. La seconde méthode est basée sur une amplification par

PCR directement sur la colonie bactérienne. Pour réaliser cette dernière, une colonie

de culture a été prélevée (« piquée ») et ajoutée au mélange réactionnel de la PCR

spécifique du gène cloné (Annexe 2 page 184). Un couple de primers, comportant une

amorce conçue pour s’hybrider sur la séquence promotrice du plasmide (amorce sens)

et une autre sur la séquence de l’insert (amorce anti-sens), a été utilisé pour détecter

spécifiquement la présence du fragment d’ADN étranger (voir amorces : Tableau 5.3).

5.2.1.5 Séquençage de fragments d’ADN

Pour s’assurer que (i) la réaction de PCR (avant clonage) n’a pas induit de mutation

pouvant entraîner une absence de codon de départ (« start ») ou d’arrêt (« stop ») ou

un décalage de cadre de lecture, et que (ii) la ligation s’est faite correctement, tous

les plasmides ont été séquencés. Brièvement, 15 µL de plasmide (100 ng/mL) ont été

mélangés avec 2 µL d’une amorce (10 µM) pour la réaction de séquençage dans le

kit SmartSeq (Eurofins Genomics). La réaction de séquençage de cycle, basée sur le

séquençage Sanger, a été réalisée par Eurofins et les séquences obtenues ont été

analysées avec le logiciel Geneious 4.8.5.
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FIGURE 5.1 – Les étapes du clonage directionnel par ligation des extrémités cohésives.
Les étapes du clonage : (i). amplification de du gène cible par PCR; (ii). Digestion enzymatique,
(iii). Purification du produit de digestion ; (iv). Ligation des extrémités cohésives ; (v). Transfor-
mation de bactéries E. coli XL1 blue ; (vi). Sélection des clones ayant intégrés le plasmide
recombinant. MCS : Multicloning site (site de multiclonage) ; ER1, ER2 : Enzyme de restriction
(endonucleases type II) ; a. sens (amorce sens) ; a. anti-sens (amorce anti-sens).
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5.2.2 Techniques biochimiques

5.2.2.1 Expression et purification de protéines recombinantes

5.2.2.1.1 Expression des protéines recombinantes

Au cours de cette thèse, nous avons cloné plusieurs gènes dans différents plasmides

(Tableau 5.2). Chaque gène a été cloné en phase avec un marqueur ou « carrier »

appelé « tag ». La stratégie de purification de protéines utilisée, était basée sur la

chromatographie d’affinité pour le tag en fusion avec les protéines d’intérêt. Le tag

étant différent d’un plasmide à un autre, l’exécution de la chromatographie d’affinité

était différente d’une protéine à une autre. À la suite du clonage (sous-sous-section

5.2.1.4), les plasmides recombinants ont été purifiés et les souches E. coli BL21 StarTM

et JM109 ont été transformées avec ces plasmides. À la veille de la purification des

protéines recombinantes, des colonies « positives » ont été piquées et mise en pré-

culture sur la nuit dans 10 mL (par colonie) de LB à 37°C, 200 rpm. Le lendemain, les

bactéries ont été amplifiées dans 100 mL de LB inoculés par 2 mL de la pré-culture à

37°C (ou à 30°C pour les protéines purifiées en Afrique) jusqu’à une densité optique

(DO) à 600 nm comprise entre 0,6 et 0,8. L’expression protéique a ensuite été induite

par l’ajout d’isopropylthio-b -D-galactoside (IPTG) à une concentration finale de 1 mM,

pendant 3 h à 37°C sous agitation à 200 rpm. Les bactéries ont ensuite été récoltées

par centrifugation à 4000 x g pendant 10 min, et les culots ont été conservés à -20°C.

5.2.2.1.2 Purification des protéines solubles

Pour tester la solubilité des protéines, les bactéries ont été lysées par 3 cycles de

congélation/décongélation et sonication (sur la glace : 3x 20 pulses et 30 sec de pause,

Branson Sonifier 250) après une incubation de 30 min sur glace, dans quatre tampons

de lyse différents : le PBS-lysozyme (PBS1x, lysozyme 100 µg/mL), le TGTe (50 mM

Tris-HCl, 10% Glycérol, 0,1% Triton x100, 1 mM EDTA et 100 µg/mL Lysozyme), le

tampon TNE (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1mM EDTA et 100 µg/mL Lysozyme) et

tampon TNE-U (tampon TNE avec de l’urée 1 M). L’extraction par le tampon Bugbuster

(MERCK Millipore, ref. 70584) a également été testé. La suspension a été centrifugée

pendant 30 min à 10 000 g à 4°C et le culot a été séparé du surnageant (fractions so-

lubles). Les échantillons ont été analysés par SDS-PAGE (sous-sous-section 5.2.2.2)

puis conservés à -20°C. Après que leur solubilité ait été déterminée et en fonction du
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tag avec lequel elles ont été exprimées, les protéines solubles ont été purifiées comme

suit :

Pour les protéines avec le tag GST (Glutathion S-transférase), le surnageant, cla-

rifié après lyse de bactéries dans le PBS-lysozyme, a été chargé sur une colonne de

résine de glutathion Sepharose 4B (GE Healthcare, Chicago, IL, États-Unis) préala-

blement équilibrée avec du PBS et placée sur un rotateur à 6 rpm pendant une nuit à

température ambiante. La colonne a ensuite été lavée avec dix fois le volume de PBS

en utilisant uniquement la gravité. Les protéines ont été éluées de deux manières :

par compétition en utilisant le glutathion (GSH) libre qui a plus d’affinité pour la GST

et par clivage à l’aide d’une protéase (thrombine). Cette dernière méthode a été pri-

vilégiée pour limiter l’interférence de la GST dans les tests d’immuno-détection. Ainsi,

Cinq unités de thrombine ont été ajoutées à la colonne, qui a été remise sur le rotateur

pendant une nuit à 30 rpm à température ambiante. Nous avons laissé la suspension

sédimenter et les fractions contenant les protéines clivées ont été recueillies par gra-

vité et conservées à 4°C avec un cocktail d’inhibiteurs de protéase 1x (Roche, Basel,

Suisse).

Les protéines fusionnées au tag 6xHis ont quant-à-elles été purifiées en utilisant la

résine de nickel (HisPurTM Ni-NTA ref. 88221, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,

USA) selon les instructions du fabricant. Cette technique est basé sur l’affinité des ions

nickel divalent pour l’histidine (His). L’imidazole qui a également une forte affinité pour

la résine, a été utilisé pour faire éluer la protéine de fusion par compétition.

Deux troncations de la protéine BiP (Binding immunoglobulin protein) de T. congo-

lense utilisées dans cette thèse ont été fournies par le Pr. Alain Boulangé et ont été

précédemment clonées dans le plasmide pMAL en phase avec la MBP (Boulangé,

1995, Boulangé et al., 2002). Pour leur purification, nous avons utilisé la résine d’amy-

lose selon les instructions du fabricant (Amylose Resin, NEB, UK). Pour cette résine,

la purification est basée sur l’affinité de la MBP à se lier au maltose (remplacé ici par

de l’amylose). L’élution est réalisée par compétition entre le maltose libre et l’amylose

immobilisé pour le site de liaison de la MBP.
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5.2.2.1.3 Purification des protéines insolubles

En ce qui concerne les protéines insolubles, nous avons d’abord purifié les corps d’in-

clusions puis les protéines ont été solubilisées en utilisant un tampon chaotropique.

Pour ce faire, un culot bactérien a été lysé comme précédemment décrit dans le tam-

pon de lyse TED (100 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM EDTA et 5 mM DTT) contenant un

cocktail d’inhibiteurs de protéase à 1x et de lysozyme à 200 µg/mL. Après l’étape de

centrifugation, le surnageant a été éliminé et le culot a été resuspendu et lavé trois fois

dans le tampon de lavage 1 (TP1, 100 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 2

M urée et 2% Triton X-100) avec des étapes de centrifugation (4000 rpm 30 min) entre

lavage. Une dernière étape de lavage avec le tampon de lavage 2 (TP2 = TP1 sans

urée et triton) a été réalisée pour éliminer le Triton X-100 et l’urée. Cette méthode per-

met de purifier partiellement les protéines jusqu’à 90% de pureté ou plus. Les corps

d’inclusions ainsi purifiés, ont été solubilisés dans du PBS 1x à une concentration éle-

vée d’urée (8 M). Le mélange a été centrifugée (1 h à 4 000 rpm, 4°C) et filtrée (filtre

0,22 µm) pour éliminer les débris cellulaires avant dialyse.

5.2.2.1.4 Dialyse de protéines

Pour éliminer la forte concentration d’urée et re-conformer partiellement les protéines

insolubles purifiées de corps d’inclusions, la dialyse a été réalisée contre un premier

tampon composé de PBS 1x, 2 M urée et 25 mM imidazole pour les protéines en

fusion avec le tag 6xHis et un second tampon composé de PBS 1x, 2 M urée et 0,5

M EDTA pour les protéines avec le tag GST. Pour ce faire, les protéines purifiées des

corps d’inclusions solubilisés et filtrés, ont été dialysées avec 1 volume de surnageant

dans le boudin Spectra/Por® molecularporous membrane tubing (Spectrum Labs Inc,

USA) contre 10 volume de tampon à 4°C. Après une première incubation sur une

nuit, la dialyse s’est poursuivie à 4°C en changeant le tampon trois fois, chaque deux

heures. À la fin, la solution dialysée a été concentrée contre du PEG-20 000 solide

(Polyethylene glycol-20 000) et centrifugée pendant quelques secondes à 10 000 g

et le surnageant contenant les fractions solubles et renaturées de protéines, a été

récupéré et gardé à -20°C.
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5.2.2.2 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophore-

sis)

La technique de SDS-PAGE permet de séparer des protéines en fonction de leur

poids moléculaire. Cette électrophorèse sur gel de polyacrylamide a été réalisée se-

lon le protocole suivant : les échantillons, lysats totaux de cellules ou extraits pro-

téiques particuliers préalablement extraits en sous-sous-section 5.2.3.1 et 5.2.3.2, ont

été préparés en mélangeant 30 µL de chaque échantillon avec 10 µL de tampon de

charge 4x (Tris-HCl 250 mM, SDS 8%, Glycérol 40%, 5 mg de bleu de bromophénol

et b -mercaptoéthanol 1,43 M). Le SDS est un détergent anionique qui interrompt les

liaisons hydrogènes entraînant la perte de la conformation tertiaire et secondaire de

protéines. En recouvrant ces dernières, le SDS leur confère des charges négatives

leur permettant de migrer du pôle négatif vers le pôle positif. Le b -mercaptoéthanol

réduit des liaisons disulfures. Le mélange a été porté à ébullition à 100°C pendant 10

min. Puis 15 µL de chaque échantillon ont été chargés sur un gel préfabriqué Mini-

PROTEAN TGX 4-20% (BioRad, Hercules, CA, USA) ou préparé manuellement com-

posé d’un gel de concentration (4%) et d’un gel de séparation (10-15%). Le gel 4%

permet de concentrer les protéines à l’entrée du gel de séparation comme sur une

ligne de départ de course. Les protéines ont été séparées par l’application d’un cou-

rant de 200 V pendant 30 à 45 min dans le tampon de migration composé de Tris,

Glycine et SDS, TGS 1X (Euromedex, France). Après la migration, le gel a été lavé

à l’eau distillée et coloré avec l’InstantBlueTM (Abcam, Cambridge, UK) qui est une

solution commerciale ou avec de bleu colloïdal (Bleu de Coomassie). Le gel a ensuite

été imagé avec l’ImageQuantTM LAS 4000 (Cytiva, Washington, DC, USA) ou par un

smarphone (Iphone 7, Samsung A10).

5.2.2.3 Préparation du bleu de Coomassie et coloration de protéines

La solution de coloration a été préparée en mélangeant 10 mL d’acide acétique

glaciale avec 90 mL du mélange de méthanol : H20 (1 :1 v/v) avec 0,25 g de Coomassie

brillant blue R250 (Research Product Internationnal, B43000-25.0) dans un volume

final de 100 mL. Pour colorer les protéines à la fin de l’électrophorèse, le gel a été

submergé dans 10 à 15 mL de la solution de coloration dans une barquette et laisser

incuber au moins 1 h à température ambiante à 50 rpm. Ensuite, le gel a été rincer 3
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fois à l’eau distillée puis incubé dans un tampon de décoloration de même composition

que la solution de coloration (sans bleu brillant). Le gel a été incubé dans ce tampon

pendant 1 h puis rincer de nouveau à l’eau. La décoloration a été poursuivie sur toute

une nuit dans l’eau distillée.

5.2.2.4 Quantification de protéines

Les protéines recombinantes et les lysats totaux de trypanosomes ont été dosés

par la méthode colorimétrique, PierceTM 660 nm Protein kit Assay (Thermo Fisher

Scientific). Brièvement, une gamme de BSA (50 à 2 000 µg/mL) a été réalisée sur

une plaque 96 puits et 10 µL de chaque échantillon ont été plaqués en triplicat. À ces

dépôts, 150 µL de réactif de Pierce ont été ajoutés par puit. La plaque a été recouverte

d’une feuille d’aluminium et mélange a été homogénéisé pendant 1 min à l’aide d’un

support d’agitation, puis incubée pendant 5 min à température ambiante. La densité

optique (DO 660 nm) a été mesurée avec le spectrophotomètre FluoStar Omega-BMG

Labtech. La concentration de chaque échantillon a été estimée sur la courbe standard

de la BSA (Bovine serum albumin) par extrapolation.

5.2.2.5 Enrichissement de sérums en immunoglobulines

Un volume de 550 µL d’un échantillon de sérum ou d’un pool de sérums (55V) a

été mélangé avec 450 µL de sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 100% (45V). Le mélange

a été centrifugé à 14 600 rpm pendant 15 min. Le surnageant a été éliminé et le culot

malaxé (lavage) dans 1 mL de (NH4)2SO4 40% et centrifugé à 14 600 rpm pendant

5 min puis le surnageant a été éliminé. Cette étape a été répétée deux fois de suite.

Le culot obtenu a été resuspendu dans 220 µL d’H20 distillée stérile. La préparation

enrichie en immunoglobulines a ensuite été conservée à -80°C.

5.2.3 Techniques d’immuno-détection

5.2.3.1 Préparation des extraits protéiques totaux pour le western blot

Pour préparer des lysats totaux de trypanosomes pour le western blot, chacune

des souches de trypanosomes a été amplifiée en culture dans une flasque de culture

ventilée de 75 cm2 pour Tb427 90.13 WT et de 150 cm2 pour TcIL3000 WT dans leur

milieu de culture respectif, à partir d’un inoculât de 5x103 parasites. À une certaine
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densité cellulaire, les parasites ont été comptés et la culture a été centrifugée à 2000

rpm pendant 15 min. Le culot de cellules a été lavé plusieurs fois avec du PBS1x (cen-

trifugation 8 000 g, 30-40 sec entre les lavages) et transféré dans un tube eppendorf

de 1,5 mL. Le culot a ensuite été repris à 5x106/10 µL dans une solution de SDS 2%

contenant des inhibiteurs de protéases à 1x finale. Le mélange a été soniqué avec le

sonicateur 200 µL selon le programme suivant : 2 cycles de 20 pulses pendant 30 sec.

Le tampon de charge 4x du SDS-PAGE a été ajouté à 1x finale et le mélange a été

bouilli à 100�C pendant 10 min avant d’être stocké à -20�C.

5.2.3.2 Préparation du sécrétome de T. congolense pour immunoblotting

Pour obtenir des extraits de sécrétome de T. congolense, nous avons récupéré

1x108 parasites qui ont été lavés deux fois avec du PBS 1x. Les parasites ont par

la suite été incubés dans 4 mL de milieu de sécrétion (MEM sans sérum) sur une

plaque 6 puits à 34°C, 5% de CO2 pendant 16h. L’intégrité de cellules a été appréciée

par l’observation au microscope (morphologie et motilité) et la numération de cellules

intactes. Le rapport du nombre de cellules de départ/nombre de cellules intactes à la

fin de l’incubation était estimé à 0,94 soit (94% de cellules intactes). Le surnageant

contenant le sécrétome a été purifié des trypanosomes par centrifugation (1800 rpm,

10 min, 4°C) et filtré sur des filtres à protéines à faible liaison de 0,45 µm. Le sécrétome

a été concentré à 200 µL final par centrifugation en utilisant un concentrateur (Thermo

ScientificTM Concentrateur de protéines PierceTM en PES, 2 à 6 mL, 88516S) à un seuil

de rétention des molécules à 10 kDa selon les instructions du fournisseur. Le tampon

de charge 4x SDS-PAGE a directement été ajouté aux échantillons et le mélange a

été bouilli à 100°C pendant 10 min avant d’être déposé sur gel de polyacrylamide ou

conservé à -20°C.

5.2.3.3 Western blotting

Pour réaliser le western blot, l’extrait de 5x106 parasites préalablement préparés

(sous-sous-section 5.2.3.1) a été déposé sur gel de SDS-PAGE 4-20% (gels préfabri-

qués Mini-PROTEAN TGX, BioRad) et les protéines ont été séparées comme précé-

demment (sous-sous-section 5.2.2.2). Un marqueur de poids moléculaire (PageRulerTM

Prestained Protein Ladder, ThermoFischer Scientific, 26617) a été utilisé. Ensuite, les
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protéines ont été transférées sur une membrane de fluorure de polyvinylidène (mem-

brane PVDF Trans-Blot® TurboTM Midi-size, BioRad) avec le système de transfert

Trans-Blot® TurboTM (BioRad). La membrane a été bloquée pendant 1 h à température

ambiante avec du PBS contenant 0,1% de Tween-20 (PBST) et 5% de lait écrémé. Le

tampon de blocage a été retiré et la membrane a été incubée pendant une nuit à 4°C

avec les anticorps primaires (Tableau 5.5), soit un anticorps polyclonal anti-TbPLA-1b

ou anti-TbGk produit par immunisation de lapins avec des protéines recombinantes,

dilué respectivement à 1/1000 et 1/5000 dans le tampon de blocage. L’anti-PFR de

lapin (anti-Paraflagellar Rod, dilué à 1/10 000) a été utilisé comme contrôle de charge.

La membrane a été lavée trois fois pendant 10 min avec 5 ml de PBST, et incubée

pendant 45 min à température ambiante avec un anticorps secondaire conjugué à la

peroxydase (Tableau 5.5), dilué à 1/10 000 dans un tampon de blocage. La membrane

a été lavée comme précédemment et la réaction révélée par chimioluminescence à

l’aide du substrat de Western Blotting PierceTM ECL (Thermo Fisher Scientific). Les

images ont été acquises avec l’ImageQuantTM LAS 4000.

5.2.3.4 Immunoblotting sur bandelettes

Les expériences d’immunoblotting ont été réalisées sur le sécrétome de TcIL3000

selon les mêmes étapes que le western blot. Pour ce faire, un gel SDS-PAGE de 10%

avec 2 puits, un puit de 0,3-0,4 cm pour le marqueur et un second puit plus grand

de 6-7 cm de long, a été préparé. Environ 250 µL d’une préparation de sécrétome

ont été migrés dans ce gel et les protéines ont été transférées sur une membrane

PVDF. La membrane a été coupée en plusieurs bandelettes de même taille, qui ont

été incubées séparément sur un plateau de western blot et bloquées avec du PBST-

lait écrémé 5% (2 heures à température ambiante). Chaque échantillon de sérums

(Tableau 5.4 immunoblotting) a été dilué au 1/200 dans le tampon de blocage et incubé

avec une bandelette pendant 1 h à température ambiante avec agitaion. La bandelette

a été lavée quatre fois au PBS 0,1% de Tween-20 et incubée avec un conjugué anti-

bovine dilué au 1/10 000 pendant 1 h à température ambiante et avec agitation. La

bandelette a été relavée quatre fois. La réaction immunologique a été révélée comme

précédemment et les images ont été acquises au LAS 4000.
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5.2.3.5 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

La technique de détection d’anticorps ELISA a été utilisée pour évaluer l’antigénicité

des protéines recombinantes et donc leur potentiel diagnostique. Le protocole a été

optimisé pour chaque antigène afin de déterminer le tampon et la concentration de

coating optimal de l’antigène et la concentration de l’anticorps secondaire (conjugué).

Des plaques de 96 puits Nunc Immuno F96 Polysorb (Thermo Fisher Scientific) ont été

enduites avec 0,5 µg d’antigène par puits dans un tampon bicarbonate 100 mM pH 9,6

à 4°C pendant une nuit (100µL/puits). Le jour suivant, chaque puit a été bloqué avec

du PBS-Tween-20 0,1% (PBST) avec 5% de lait écrémé (Régilait, Saint-Martin-Belle-

Roche, France) pendant 1 h à 37°C (150µL/puits). Le tampon de blocage a été retiré,

chaque échantillon de sérum dilué au 1/100 dans le tampon de blocage a été ajouté

dans les puits en double (100µL/puit) et incubé pendant 1 h à 37°C. Les plaques

ont ensuite été lavées 3 fois 5 min avec du PBST, et incubées pendant 1 h à 37°C

avec 100µL/puit d’un anticorps secondaire dilué dans du tampon de blocage (Tableau

5.5). L’anticorps IgG anti-bovin de mouton conjugué à de la peroxydase de raifort (réf.

AAI23P, BioRad) dilué au 1/10 000 a été utilisé pour les sérums de bovins. Après

une étape de lavage comme ci-dessus, 100 µL/puit de substrat Enhanced K-Blue®

(Neogen, Lansing, MI, USA) ont été ajoutés et les plaques ont été incubées pendant

au moins 15 min dans l’obscurité. La DO a été mesurée à 620 nm dans un lecteur

ELISA.

5.2.4 Spectrométrie de masse

L’identification de protéines par la spectrométrie de masse a été réalisée à la Pla-

teforme Proteome de l’Université de Bordeaux par Jean-William Dupuy (protocole ex-

périmental en annexe 4 page 186).

5.2.5 Statistiques et analyse des données

5.2.5.1 Représentations graphiques

Toutes les représentations graphiques ont été établies en utilisant le logiciel Gra-

phPad Prism version 5 (San Diego, CA, USA), le logiciel R (version R 4.0.3 GUI 1.73

Catalina build (7892)) et le logiciel Excel version 2011.
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5.2.5.2 Traitements de données et analyses statistiques

5.2.5.2.1 Évaluation du potentiel diagnostique de protéines récombinantes

Pour les résultats d’ELISA, nous avons calculé la moyenne des valeurs de DO (du-

plicats) de chaque échantillon, nous en avons soustrait la valeur de DO du contrôle

conjugué (anticorps secondaire couplé à la peroxydase de raifort) et les données ont

été exprimées en pourcentage relatif de positivité : RPP = (DO de l’échantillon/DO du

témoin positif) x 100, pour normaliser la réactivité de l’antigène. Pour réaliser des ana-

lyses statistiques notamment descriptives, nous avons vérifié la normalité de données

par le test de Shapiro-Wilk sur le logiciel R. La distribution des données ne suivant pas

une loi normale (loi de Gauss), nous avons utilisé le test non paramétrique univarié de

Man Whitney (comparaison de somme de rangs) pour comparer la réactivité des sé-

rums positifs avec celle des sérums négatifs en considérant un seuil de significativité

fixé à 0,05.

Par ailleurs, une analyse ROC (Receiver Operating Characteristic) a été réalisée

à l’aide du logiciel Prism Graph Pad pour déterminer les paramètres de performance

diagnostique au seuil optimal (cut-off) de chaque antigène, séparant les lots de sé-

rums positifs des sérums négatifs. Ces paramètres comprennent l’aire sous la courbe

(AUC), la sensibilité (se), la spécificité (sp) et leur intervalle de confiance (IC) à 95%,

et enfin le rapport de vraisemblance (LR). La valeur seuil (cut-off) pour chaque panel

de sérum a été déterminée en utilisant la méthode décrite par Johnson (2004) (John-

son, 2004), basée sur le rapport de vraisemblance plus proche de la méthode de la

distance verticale maximale (Habibzadeh et al., 2016). Les échantillons dont les va-

leurs de RPP étaient supérieures à la valeur seuil ont été classés positifs par le test

et les échantillons dont les valeurs de RPP étaient inférieures à la valeur seuil ont été

classés négatifs.

5.2.5.2.2 Réponses anticorps de bovins au sécrétome de T. congolense

Pour l’analyse de la réactivité des sérums des bovins trypanotolérants et trypanosus-

ceptibles (ou trypanosensibles) infectées avec T. congolense IL1180, nous avons traité

les immunoblots par Image J et quantifié l’intensité de chaque bande sur chaque ban-

delette à un temps d’exposition de 30 sec pour toutes les bandelettes. Les niveaux

de gris ainsi déterminés ont été représentés en carte thermique (heatmap) en utili-
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sant la fonction heatmap.2 du package ggplot de R, pour mieux comparer les profils

de différentes races bovines. Sur les mêmes valeurs d’intensité, nous avons réalisé

une analyse en composantes principales (ACP) en considérant les différentes bandes

detectées comme variables et les différents échantillons comme individus. L’ACP per-

met d’extraire et de visualiser les informations importantes contenues dans une table

de données à plusieurs variables. Elle synthétise la table multivariée en composantes

principales (2 ou 3) qui permettent de définir les directions le long desquelles la varia-

tion des données est maximale. Cette ACP a été réalisé sur R sur des valeurs brutes

(non réduites) et a permis d’identifier la redondance et la variabilité entre échantillons

de différentes dates, entre individus et entre races bovines.

5.2.6 Outils bioinformatiques

Plusieurs programmes bioinformatiques et bases de données ont été utilisées au

cours de cette thèse. Pour toutes les études confondues menées, nous avons utilisé les

bases de données suivantes : (a) TriTrypDB database (https://tritrypdb.org), pour

récupérer des séquences protéiques ou toutes les données du génome d’une souche

de trypanosomes ; (b) la base de données Uniprot (https://www.uniprot.org/) pour

récupérer les séquences de protéines de bovins ou de la bactérie Anaplasma et enfin

(c) la base de données PiroplasmaDB (https://piroplasmadb.org/piro/app) pour

récupérer les séquences protéiques de Babesia et Theileria.

Pour une protéine donnée, nous avons réalisé des BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) dans un premier temps pour identifier toutes protéines orthologues chez

les trypanosomes, chez les bovins, chez Piroplasma spp. et Anaplasma. Par la suite

nous avons utilisé le programme Clustal Omega de EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.

uk/Tools/msa/clustalo/) pour aligner deux à deux les séquences protéiques et dé-

terminer le degré l’homologie entre séquences protéiques. Le logiciel Geneious V4.8

a également été utilisé pour comparer les séquences protéiques et déterminer leur

similarité.

Sur la majorité des protéines étudiées, évaluées en diagnostic ou encore identi-

fiées par l’analyse protéomique, nous avons recherché de potentiels peptides immu-

nogéniques en utilisant un outil de prédiction d’épitopes linéaires de cellules B. L’algo-
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rithme utilisé est le Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 disponible à partir de la base

de données de l’IEDB (http://tools.iedb.org/bcell/). Les séquences peptidiques

ayant une taille comprise entre 5 et 30 acides aminés ont été considérés.

La classification des protéines identifiées par l’analyse de masse (LC-MS/MS) a

été réalisée par l’enrichissement GO (Gene Ontology) qui catégorise les protéines en

fonction des processus biologiques, des composants cellulaires et des fonctions mo-

léculaires qui leur sont associés. Pour réaliser cette analyse, nous avons effectué une

recherche de GO connus ou putative (computed) sur la base de données TriTrypDB

selon la stratégie suivante : (i) Recherche des gènes avec les ID fournis par l’analyse

protéomique ; (ii) au niveau des résultats, un choix de la catégorie GO a été effectué

et la recherche des protéines qui y appartiennent, a été effectuée ; (iii) Les différentes

classes ont été déterminées en définissant un seuil de 0,05, qui est la probabilité qu’un

certain terme GO apparaisse parmi les gènes recherchés plus souvent qu’il n’apparaît

dans l’ensemble des gènes de l’organisme en présence.
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6.1 Résumé

La trypanosomose animale africaine transmise par les glossines est une maladie

endémique en Afrique subsaharienne qui entrave le développement de l’élevage sur

le continent. À l’inverse de la maladie du sommeil qui n’existe qu’en foyers localisés

de nos jours, elle touche des zones plus étendues. Le contrôle de la maladie repose

sur la chimiothérapie, la lutte anti-vectorielle et bien évidement le diagnostic. Tous ces

outils de lutte et de contrôle, qui sont d’ordinaire efficaces lorsqu’ils sont combinés,

rencontrent parfois des défaillances lorsque certaines règles ne sont pas respectées.

Les mauvais usages, tout comme l’emploi continu/régulier d’un nombre limité de molé-

cules anti-trypanosomiennes, sont responsables de l’apparition de souches de trypa-

nosomes de plus en plus résistantes aux médicaments. Quoique élément décisionnel
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de la lutte, aucun diagnostic des trypanosomoses animales africaines ne répond aux

critères REASSURED. En termes de diagnostic sérologique, le plus performant actuel-

lement, l’ELISA indirect contre les antigènes totaux, souffre d’un manque de standar-

disation des réactifs.

Pour pallier les déficiences des tests sérologiques, plusieurs protéines recombi-

nantes ont été évaluées comme cibles antigéniques. Cependant, mêmes les plus pro-

metteurs des candidats échouent à cause d’une sensibilité faible lorsque les animaux

sont en primo-infection ou dans le cas d’une infection chronique. En partant de ce

constat et sachant que le « graal » du diagnostic est basé sur les antigènes totaux dont

la production est éthiquement discutable, il semble évident que le diagnostic sérolo-

gique doit être réinventé.

Dans cette étude, qui a constitué la première activité de cette thèse, nous avons

évalué le potentiel diagnostique de deux protéines de T.b brucei (TbLysoPLA et TbGK)

en ELISA indirect de détection d’anticorps. Deux banques de sérums du CIRDES ont

été utilisées : des sérums issus d’infection expérimentale et des sérums de terrain.

Pour fournir une preuve du concept selon lequel l’association judicieuse de protéines

immunoréactives permettrait d’améliorer la sensibilité et la spécificité des tests basés

sur les antigènes recombinants, nous avons utilisé ces molécules seules puis en com-

binaison entre elles, associées ou pas avec la protéine BiP de T. congolense, son

domaine C-terminal tronqué de la partie N-terminale.

Les protéines (TbLysoPLA et TbGk) n’ont jamais été testées auparavant en diag-

nostic de la TAA. Nous les avons sélectionnées pour tester leur potentiel diagnostique

sur la base de leurs propriétés intrinsèques, immunogénicité pour TbLysoPLA, abon-

dance pour TbGK. Ces protéines ont d’abord été caractérisées in silico. L’analyse com-

parative de leurs séquences avec celles de leurs homologues et orthologues a mon-

tré que les deux protéines étaient bien conservées chez les trypanosomes : homolo-

gie>60% pour TbLysoPLA et >80% pour TbGK. Alors que des épitopes ont été prédits

sur leurs séquences, TbGK partageait néanmoins jusqu’à 58% d’homologie avec son

orthologue chez les bovins. Après leur expression et purification, l’évaluation en diag-

nostic sérologique a montré que les deux protéines utilisées séparément avaient une

faible performance diagnostique. Cependant, utilisées conjointement avec la protéine
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BiP, elles ont montré une sensibilité de 60% et une spécificité comprise entre 87 et

96%, comparables aux tests ELISA de référence. En conclusion, nous avons montré

que les performances des combinaisons de protéines sont bien meilleures que celles

des protéines testées individuellement pour le diagnostic de la TAA.

Les résultats de cette activité ont été valorisés dans un article scientifique qui sera

soumis prochainement pour publication dans la revue PLOS Neglected Tropical Di-

seases.

6.2 Article

Magamba Tounkara, Alain Boulangé, Frédéric Bringaud, Magali Thonnus, Adrien

Marie-Gaston Belem, Zakaria Bengaly, Sophie Thévenon, David Berthier and Loïc Ri-

vière. Novel protein candidates for serodiagnosis of African animal trypanosomosis :

Evaluation of the diagnostic potential of lyophospholipase and glycerol kinase from

Trypanosoma brucei. In preparation.
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Abstract 25 

African trypanosomosis, a parasitic disease caused by protozoan parasites 26 

transmitted by tsetse flies, affects both humans and animals in sub-Saharan Africa. 27 

While the human form (HAT) is now limited to foci, the animal form (AAT) is widespread 28 

and affects the majority of sub-Saharan African countries, and constitutes a real 29 

obstacle to the development of animal breeding. The control of AAT is hampered by a 30 

lack of standardized and easy-to used diagnosis tools. This study aimed to evaluate 31 

the diagnostic potential of TbLysoPLA and TbGK proteins from Trypanosoma brucei 32 

brucei for AAT serodiagnosis in indirect ELISA using experimental and field sera, 33 

individually, in combination, and associated with the BiP C-terminal domain (C25) from 34 

T. congolense. These novel proteins were characterized in silico, and their sequence 35 

analysis showed strong similarities with their orthologs in trypanosomes (more than 36 
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60% for TbLysoPLA and more than 82% for TbGK). TbLysoPLA displays a low 37 

homology with cattle (<35%) and Piroplasma (<15%). However, TbGK shares more 38 

than 58% with cattle and between 45-55% with Piroplasma. We could identify seven 39 

predicted epitopes on TbLysoPLA sequence and 14 potential epitopes on TbGK. Both 40 

proteins were recombinantly expressed in Escherichia coli. Their diagnostic potential 41 

was evaluated by ELISA with sera from cattle experimentally infected with T. 42 

congolense and with T.b. brucei, sera from cattle naturally infected with T. congolense, 43 

T. vivax and T.b. brucei. Both proteins used separately had poor diagnostic 44 

performance. However, used together with the BiP protein, they showed 60% of 45 

sensitivity and between 87-96% of specificity, comparable to reference ELISA tests. In 46 

conclusion, we showed that the performance of the protein combinations is much 47 

better than the proteins tested individually for the diagnosis of AAT. 48 

Introduction 49 

African animal trypanosomoses (AAT) or nagana are hemoparasitic infections 50 

caused mainly by Trypanosoma congolense, T. vivax and T. brucei brucei that are 51 

transmitted mostly by tsetse flies. Nagana is a devastating livestock disease that 52 

affects 38 African countries in the sub-Saharan region. Nearly 55 million cattle are at 53 

risk over an area of 10 million km² where the tsetse fly is endemic [1]. The clinical 54 

manifestations of the disease are diverse and non-pathognomonic. Observed 55 

symptoms include weight loss, sterility, abortion, and in some acute cases the rapid 56 

death of the animal. The major pathological feature is anemia [2]. This disease leads 57 

to a general deterioration of the animal conditions that diminishes its physical 58 

performance and ability to produce milk and meat, thus causing both economic and 59 

nutritional difficulties for the growing African population. According to the FAO (2020) 60 

[3], nearly three million cattle die from AAT, and the overall economic losses are 61 

estimated at US$4.75 billion per year. Due to the ability of trypanosomes to regularly 62 

change their glycoprotein coat, no conventional vaccine could be developed against 63 

AAT [4]. Therefore, the control of the disease is based on three pillars, vector control, 64 

chemotherapy and diagnosis. The continuous and often improper use of the same 65 

trypanocides since the 1960s, estimated by the FAO at 35 million doses per year in 66 

sub-Saharan Africa [3], is responsible for the emergence of drug resistances [5]. In this 67 

context, the detection of trypanosome infection becomes an essential step in 68 
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chemotherapy. It is based on either of two principles: the detection of the parasite itself 69 

or its constituents, DNA or proteins, or the detection of the host immune response 70 

directed against the parasite, chiefly antibodies. Depending on the target, different 71 

methods can be used. Parasitological diagnosis based on microscopy is comparatively 72 

easy to perform but lack sensitivity. Molecular diagnosis (PCR and LAMP) is both very 73 

sensitive and specific, but requires relatively sophisticated facilities [6]. 74 

Immunodiagnosis is the only one adapted for use in field conditions, particularly under 75 

RDT (Rapid Diagnostic Test) format. However, there is as yet no antigen capture test 76 

available, that would allow detecting active infections. The antibody detection tests in 77 

ELISA format currently in use are limited by the use of whole trypanosome lysates as 78 

antigen [7], stumbling upon the problem of antigen standardization. The few tests that 79 

were developed making use of a unique recombinant protein as antigen to bypass 80 

standardization issues consistently lacked sensitivity. There is therefore a need for 81 

novel antigen candidates to increase the specificity and sensitivity of antibody-82 

detection tests based upon recombinant proteins. Here we evaluated two proteins, the 83 

T.b. brucei lysophospholipase (TbLysoPLA) and the glycerol kinase (TbGK) for their 84 

potential in antibody-ELISA (Ab-ELISA). They were tested individually, in combination 85 

with each other, and associated with a known immunodominant T. congolense antigen, 86 

the C-terminal part of the Immunoglobulin Binding Protein (BiP), called C-25. These 87 

proteins, initially selected from the literature for their immunogenicity, were 88 

characterized in silico, recombinantly expressed and evaluated for their diagnostic 89 

potential. Proteins mixtures showed a better diagnostic accuracy when compared to 90 

individual proteins in indirect ELISA. This result constitutes the first report of the 91 

superior performance of protein combinations in AAT diagnosis. It provides the 92 

opportunity to explore innovative approaches through the association of immunogenic 93 

peptides from immunoreactive proteins.  94 

Materials and Methods 95 

Comparative sequence analysis and immuno-informatics  96 

For each protein candidate, sequences were retrieved from the TriTrypDB 97 

database (https://tritrypdb.org). Orthologous sequences in other trypanosomes were 98 

obtained by performing a BLASTP search in the same database. Sequences in cattle, 99 

Piroplasma spp and Anaplasma were retrieved by a BLASTP search on Uniprot 100 
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(https://www.uniprot.org/). The sequences were then aligned in pairs using Geneious 101 

v4.8 software (demo version) to determine their level of homology. Protein antigenicity 102 

was predicted using the Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 algorithm from the 103 

IEDB database (http://tools.iedb.org/bcell/). 104 

Total parasites lysates, TcoCB1 and C25 antigens for ELISA  105 

The total lysates (of T.b. brucei, T. congolense and T. vivax) used as reference 106 

antigens in ELISA tests as recommended by the OIE 107 

(https://www.oie.int/en/international-standard-setting/terrestrial-manual/access-108 

online/) were provided by CIRDES. Antigens were prepared as follows. Briefly, 109 

parasites were grown in vivo in rats, the blood collected at peak parasitemia, and 110 

parasites separated from the blood components by anion exchange chromatography 111 

on DEAE cellulose [8]. The purified trypanosomes were then lysed by three 112 

freeze/thaw cycles and sonicated in phosphate-saline-glucose buffer. Soluble antigens 113 

for ELISA were separated from the particulate elements by centrifugation. The 114 

recombinant cathepsin B-Like protease 1 (TcoCB1 ) antigen had been previously 115 

characterized and tested for its diagnostic potential [9]. It was recently included in a 116 

RDT device [10]. The purified TcoCB1 was provided by the UMR-5234-MFP laboratory 117 

(Bordeaux, France). We used this antigen as a control in our study. The C25 is a 118 

truncation of the Immunoglobulin Binding Protein (BiP) of T. congolense. It had been 119 

cloned previously in the pMal-CRI plasmid in frame with the maltose binding protein 120 

(MBP)-tag [11]. The recombinant plasmid was used to transform Escherichia coli BL21 121 

StarTM (DE3) strain (Invitrogen, Carlsbad, CA, United States). C25 was expressed and 122 

purified on amylose resin according to the manufacturer's instructions (Amylose Resin, 123 

NEB, UK). 124 

Cloning of TbLysoPLA and TbGK genes 125 

The TbLysoPLA gene had been previously cloned in T.b. brucei phospholipases 126 

study context (Monic & al, manuscript in revision). Briefly, the TbLysoPLA open reading 127 

frame (ORF) (Tb427.08.6390) was amplified by PCR from T.b. brucei 427 genomic 128 

DNA using specific primers: aS (TbLysoPLA-pGEX-Fw): 5'-129 

AGCTCGAGATGTTTGGCACGCCGTTGAGAAT-3'; aAS (TbLysoPLA-pGEX-Rv): 5'-130 

AGGCGGCCGCTTACGATTTCGATGAAGGTCCGG-3'. The 861 bp product was 131 

cloned using the restriction enzymes Xho1 and Not1 (sites underlined in the primer 132 

sequences) into the plasmid pGEX-4T-1 (GE Healthcare 28-9545-49) in frame with the 133 
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GST (Glutathione- S-Transferase) after the thrombin cleavage site. The TbGK ORF 134 

had been previously cloned in the pET151 plasmid at the University of Tokyo [12], and 135 

was provided by the UMR-5234-MFP laboratory. The recombinant vectors have been 136 

used to transform Escherichia coli BL21 StarTM (DE3) (Invitrogen, Carlsbad, CA, 137 

United States) and JM109 (DE3) (Promega, Fitchburg, WI, United States) strains for 138 

TbLysoPLA and TbGK expression respectively. 139 

Expression and purification of TbLysoPLA and TbGK 140 

The bacteria transformed with the recombinant vectors were cultured at 37°C up 141 

to an Optical Density (OD) at 600 nm between 0.6 and 0.8. Protein expression was 142 

then induced by the addition of isopropylthio-b-D-galactoside (IPTG) to a final 143 

concentration of 1 mM. Protein production was continued for 3h at 37°C under 200 144 

rpm agitation. Bacteria were then harvested by centrifugation at 4000 x g for 10 min, 145 

and the pellets stored at -20°C. For the TbLysoPLA protein purification the protocol 146 

was the same as described elsewhere (Monic & al, manuscript in revision). Pellets 147 

were suspended in PBS containing 100 µg/L lysozyme, the suspension incubated at 148 

30°C for 30 min under 200 rpm agitation, and the bacteria then lysed on ice in a 149 

sonicator (four cycles of 20 pulses for 30 s). The lysate was clarified by centrifugation 150 

at 10,000 x g for 30 min at 4°C. The supernatant was loaded onto a glutathione 151 

Sepharose 4B resin column (GE Healthcare, Chicago, IL, United States) previously 152 

equilibrated with PBS that was placed on a rotator at 6 rpm overnight at room 153 

temperature (RT). The column was then washed with ten times volume of PBS using 154 

gravity only. Five units of thrombin protease were added to the column, which was put 155 

back on the rotator overnight at 30 rpm at RT. The slurry was left to sediment, and 156 

fractions containing the cleaved TbLysoPLA protein collected by gravity and stored at 157 

4°C with 1x protease inhibitor cocktail (Roche, Basel, Switzerland). As regards the 158 

TbGK protein, it was purified by affinity chromatography on the HisPur™ Ni-NTA nickel 159 

resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer's 160 

instructions. Protein concentrations were determined using the Pierce™ 660nm 161 

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Purified recombinant proteins were 162 

lyophilized to be transferred to CIRDES (Burkina Faso). All steps were verified by 163 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 164 
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SDS-PAGE 165 

Polyacrylamide gel electrophoresis was done according to the following protocol. 166 

The samples were prepared by mixing 30 μL of each sample with 10 μL of 4x loading 167 

buffer (Tris-HCl 250 mM, SDS 8%, Glycerol 40%, 5 mg of bromophenol blue and β-168 

mercaptoethanol 1.43 M). The mixture was boiled at 100°C for 10 min. Then 15 μL of 169 

each sample were loaded on Mini-PROTEAN TGX 4-20% precast gels (Bio-Rad, 170 

Hercules, CA, USA). The proteins were separated at 200 V for 30-45 min in Tris-171 

Glycine-SDS buffer (TGS) 1X. After migration, the gel was washed with distilled water 172 

and stained with InstantBlueTM (Abcam, Cambridge, UK). The gel was then imaged 173 

with ImageQuant™ LAS 4000 (Cytiva, Washington, DC, USA). 174 

Western blotting 175 

Total trypanosome extracts of T.b. brucei Tb427 strain and T. congolense IL3000 176 

strain were prepared for western blotting by sonicating 5 x106 cells twice 30 s in 10 µL 177 

SDS 2% with proteases inhibitor cocktail 1x. The suspension was mixed with 2x 178 

loading buffer and boiled for 10 min. TbLysoPLA T.b. brucei gene knockout strain 179 

(KOTbLysoPLA) extract and total T.b. brucei extract with RNAi silenced TbGK 180 

expression provided by the UMR-5234-MFP laboratory were also prepared. After 181 

separation on a 4-20% SDS-PAGE gel (Mini-PROTEAN TGX precast gels, Bio-Rad), 182 

the proteins were transferred to a polyvinylidene fluoride membrane (Trans-Blot® 183 

Turbo™ Midi-size PVDF membrane, Bio-Rad) with the Trans-Blot® Turbo™ Transfer 184 

System (Bio-Rad). The membrane was blocked for 1h at RT with PBS containing 0.1% 185 

Tween-20 (PBST) and 5% skimmed milk. The blocking buffer was removed and the 186 

membrane incubated overnight at 4°C with the primary antibody, either a polyclonal 187 

anti-TbLysoPLA or anti-TbGK produced by immunization of rabbits with recombinant 188 

proteins, diluted respectively at 1:1000 and 1:5000 in blocking buffer. The rabbit anti-189 

PFR (anti-Paraflagellar Rod protein, diluted 1:10 000) was used as loading control. 190 

The membrane was washed three times 10 min with 5 mL PBST, and incubated 45 191 

min at RT with a secondary peroxidase-conjugated antibody diluted 1:10 000 in 192 

blocking buffer. The membrane was washed as before and the reaction revealed by 193 

chemiluminescence using Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher 194 

Scientific). Images were acquired with the ImageQuantTM LAS 4000.  195 
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Origin of the sera used in the study 196 

Two collections of sera were provided by CIRDES. One came from an 197 

experimental infection conducted in 2014 by GALVmed (Global Alliance for Livestock 198 

Veterinary Medicine) to study the efficacy of novel trypanocides. Animals had been 199 

experimentally infected with strains of T. congolense and T. vivax isolated in different 200 

West African countries. We tested 100 serum samples taken before infection and 100 201 

taken post-infection but before treatment with trypanocides, on T. congolense indirect 202 

ELISA, of which 37 T. congolense-infected cattle samples and 31 non-infected cattle 203 

samples were used. The second CIRDES collection were field sera collected during 204 

the AAT-2019 mission, aimed at surveying the epidemiology of AAT in some localities 205 

in south-west Burkina Faso (manuscript in preparation). ELISA and PCR data were 206 

available and served as a basis to select 37 positive sera from cattle with single and 207 

mixed infection with T.b. brucei, T. congolense and/or T. vivax, and 31 negative sera. 208 

In addition, CIRDES provided four sera from non-infected cattle, ten from T.b. brucei-209 

infected cattle.  210 

Antibody detection by ELISA: Ab-ELISA 211 

The ELISA antibody detection technique was used to evaluate the antigenicity of 212 

recombinant proteins. The protocol was optimized for each antigen to determine the 213 

optimal coating buffer, antigen coating concentration, and secondary antibody 214 

(conjugate) concentration. Nunc Immuno F96 Polysorb 96-well plates (Thermo Fisher 215 

Scientific) were coated with 0.5 µg of antigen per well in 100 mM bicarbonate buffer 216 

pH 9.6 at 4°C overnight (100 µL/well). The day after, each well was blocked with PBS-217 

Tween-20 0.1% (PBST) with 5% skimmed milk (Régilait, Saint-Martin-Belle-Roche, 218 

France) for 1h at 37°C (150 µL/well). The blocking buffer was removed, each serum 219 

samples diluted 1:100 in blocking buffer added in duplicate wells (100 µL/well) and 220 

incubated for 1h at 37°C. Plates were then washed 3 times 5 min with PBST, and 221 

incubated for 1h at 37°C with 100 µL/well of a secondary antibody diluted in blocking 222 

buffer. Horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-bovine IgG (ref. AAI23P, Bio-223 

Rad) diluted 1:10 000 was used. After a washing step as above, 100 µL/well of 224 

Enhanced K-Blue® Substrate (Neogen, Lansing, MI, USA) was added and the plates 225 

were incubated for at least 15 min in the dark. The OD was measured at 620 nm in an 226 

ELISA reader.  227 
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Statistics and results analysis 228 

Image J, Excel version 2011, GraphPad Prism version 5, and R software were 229 

used to analyze and process the results. For ELISA, the duplicate OD values of each 230 

sample were averaged, the horseradish peroxidase-conjugated antibody OD value 231 

subtracted from it, and expressed as relative percent of positivity RPP = (sample 232 

OD/positive control OD) x 100 to normalize antigen reactivity. The non-parametric 233 

Mann-Whitney test was used to assess the significance of the difference of RPP 234 

between infected and non-infected cattle sera for the experimental sera, and positive 235 

versus negative sera samples for field sera. In addition, Receiver Operating 236 

Characteristic (ROC) analysis was conducted using GraphPad Prism software to 237 

determine the diagnostic performance parameters for each antigen at the optimal cut-238 

off value. These parameters include the area under the curve (AUC), the sensitivity 239 

(Se), the specificity (Sp) and their 95% confidence interval (CI), and finally the 240 

likelihood ratio (LR). The cut-off value for each serum panel was determined using the 241 

method described by Johnson (2004) [13] based on the likelihood ratio closer to the 242 

maximum vertical distance method [14]. Samples with RPP values above the cut-off 243 

were categorized positive for the test and samples with RPP values below the cut-off 244 

were categorized negative.  245 

Results 246 

Identification of proteins as potential candidates for diagnosis 247 

LysoPhospholipase of T.b. brucei is a secreted/excreted and an immunogenic protein 248 

Phospholipases are among the enzymes involved in host erythrocytes lysis 249 

during trypanosomes infection. They are involved in lipids catabolism and may 250 

constitute virulence and pathogenicity factors by affecting cell membrane lipids [15]. 251 

Trypanosomes possess several phospholipases. It has been shown that T.b. brucei 252 

lysophospholipase (TbLysoPLA) is a secreted/excreted protein, and that it induces the 253 

production of specific antibodies in mice infected with this parasite (Monic et al., 254 

manuscript in revision). It was because of this strong immunogenicity that TbLysoPLA 255 

was deemed suitable as a candidate for serological diagnosis, hence our choice for its 256 

evaluation in AAT diagnosis. 257 

The abundance of T.b. brucei glycerol kinase 258 
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The glycerol kinase of trypanosomes is one of the glycolytic enzymes. These 259 

enzymes are very abundant proteins that represent up to 4% of the trypanosome 260 

proteome [16] and play very critical functions in the cell. Several glycolytic enzymes 261 

have been targeted as antigens for the detection of various parasites. For instance, 262 

the frucose-1,6-biphosphate aldolase (FBPA) has been used for malaria [17] and 263 

schistosomiasis [18] immunodiagnostic. More recently, aldolase [19] and pyruvate 264 

kinase [20] have been targeted for the detection of T. congolense using specific 265 

antibodies from camelids. Glycerol kinase from T.b. brucei has been proposed as a 266 

therapeutic target [12]. In addition, preliminary studies in the laboratory had shown that 267 

specific antibodies directed against this protein are detected in T.b. brucei 268 

experimentally infected mice sera. This immunogenic property coupled with its intrinsic 269 

abundance guided our choice to evaluate TbGK as a diagnostic target. 270 

Proteins sequences analysis and prediction of antigenicity 271 

To assess a possible cross-reaction with other blood pathogens such as 272 

Piroplasma parasites or Anaplasma spp. and predict the antigenicity of both 273 

TbLysoPLA and TbGK, sequence alignments and B-cell epitope predictions were 274 

conducted. The sequences analysis also allowed to evaluate the likelihood of cross 275 

reactivity between trypanosome species and with Leishmania. Each protein was 276 

compared to its orthologs (in T. congolense and T. vivax) and the relative percentage 277 

of homology was determined by pairwise alignment of the amino acid sequences. The 278 

results show that phospholipase TbLysoPLA is conserved in trypanosomes group with 279 

more than 61% homology, displaying the most similarity with its ortholog in T. 280 

congolense with 71.9% homology. The three orthologs share about 53% homology 281 

with Leishmania infantum but show a weak similarity with those in cattle (<35%) and 282 

Piroplasma parasites (similarity <15%) (Table 1). TbGK is much more conserved in 283 

trypanosomes (homology ≥82%). The trypanosomes glycerol kinases share a high 284 

similarity (about 60% homology) with bovine and L. infantum orthologs but also with 285 

those of Babesia bovis (≥45%) and Theileria parva (~55% with T.b. brucei, ≤39% with 286 

T. congolense and T. vivax) (Table 1). The prediction of epitopes for TbLysoPLA and 287 

TbGK reveals presence of seven linear epitopes on the TbLysoPLA sequence spread 288 

over the entire sequence and ranging in size from 6 to 27 amino acids (aa) and scoring 289 

between 0.529 to 0.619. Five of those epitopes are conserved in T. congolense 290 

ortholog protein. The TbGK protein shows more linear epitopes (14 in total) of varying 291 
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size from 5 to 48 aa with scores ranging from 0.469 to 0.537 (Table 2) and all are 292 

conserved in both T. congolense and T. vivax.  293 

Specific anti-TbLysoPLA and anti-TbGK antibodies react respectively with 294 

TbLysoPLA and TbGK orthologs in T. congolense 295 

Comparative analysis of TbLysoPLA and TbGK sequences showed a relatively 296 

good conservation within the Trypanosoma genus. It may thus be possible to use these 297 

proteins to detect trypanosomal infections across the species spectrum. To confirm 298 

this hypothesis, we used specific anti-TbLysoPLA and anti-TbGK antibodies on 299 

western blot of total extract of T.b. brucei and T. congolense wild-type (WT), on extract 300 

of TbLysoPLA T.b. brucei gene knockout strain (KOTbLysoPLA), and on total T.b. 301 

brucei extract with RNAi silenced TbGK expression (Fig 1A-B). Anti-TbLysoPLA 302 

antibody specifically detected TbLysoPLA protein in WT T.b. brucei, but also its 303 

ortholog in T. congolense at approximately 30 kDa, with comparable intensity when 304 

normalized with the loading control PFR (Paraflagellar Rod) protein. No specific band 305 

was observed in the KOTbLysoPLA strain extract (Fig 1A). Using anti-TbGK 306 

antibodies, a band at the expected size slightly above 55 kDa was observed in both 307 

extracts of T.b. brucei and T. congolense WT parasites. It was absent in the T.b. brucei 308 

TbGK RNAi extract (Fig 1B). 309 

Expression and purification of recombinant proteins 310 

TbLysoPLA and TbGK fused to GST and the hexa-histidine tag respectively were 311 

purified by affinity chromatography (Fig 2). The TbLysoPLA protein cleaved off the 312 

glutathione column showed a yield of 1 mg for 5 mL of initial bacterial culture. The 313 

purity was very high-quality as shown by SDS-PAGE (Fig 2A). TbGK was eluted from 314 

the Ni-NTA column by competition with imidazole at high concentration (Fig 2B). The 315 

production yield of TbGK was 1-2 mg for 5 mL of initial bacterial culture. The last 316 

collected fractions of TbGK were also of quality purity as shown in Fig 2B. Finally, the 317 

concentration of purified proteins obtained was adequate for use in ELISA antibody 318 

detecting test (Ab-ELISA). 319 

Assessment of the diagnostic potential of TbLysoPLA and TbGK taken 320 

individually 321 

The reactivity of TbLysoPLA and TbGK were tested with different cattle sera from: 322 

1/ T. congolense experimentally infected cattle (TcEIC); 2/ T. congolense, T.b. brucei 323 
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and T. vivax naturally infected cattle from the field (FS); 3/ T.b. brucei experimentally 324 

infected cattle (TbbEIC). A total of 74 positive sera (37 TcEIC and 37 FS), 62 negative 325 

sera (31 naives TcEIC sera and 31 FS sera) and 14 TbbEIC samples (10 positives and 326 

4 naives) all randomized, were tested by Ab-ELISA. T.b. brucei whole trypanosome 327 

lysate (TbWTL), T. congolense whole trypanosome lysate (TcWTL), and TcoCB1 328 

antigen [9], were all used as reference antigens. The optimal cut-off value allowing to 329 

differentiate positive from negative samples was fixed for each protein and control 330 

antigen as detailed above. 331 

Experimentally T. congolense-infected bovine sera reactivity to TbLysoPLA and TbGK 332 

ELISA results normalized and presented as RPP (Relative Percent of Positivity) 333 

from TcEIC samples show that TbLysoPLA protein is specifically recognized by 334 

positive (infected) sera with a RPP median value of twelve, which is higher than the 335 

RPP median value of negative (non-infected) sera (4) (Table 3). Statistical analysis 336 

comparing the two median values showed very significant difference (p=0.0007) 337 

demonstrating that TbLysoPLA discriminates between infected and non-infected cattle 338 

(Table 3, Fig 3A). For the TbGK protein, there was no significant difference (p=0.08) 339 

in RPP medians values between positive and negative sera (Fig 3A, Table 3) 340 

compared to TcoCB1, TbWTL, and TcWTL, which showed highly significant 341 

differences (p<0.0001) between sera from infected and non-infected cattle (Fig 3B). 342 

Naturally T.b. brucei, T. congolense and T. vivax infected bovine sera reactivity 343 

TbLysoPLA and TbGK showed slightly different reactivity between positive and 344 

negative samples when using field sera (FS). This difference was statistically 345 

significant by Mann-Whitney test comparing the RPP medians of positive to negative 346 

sera. The p values were 0.03 for both TbLysoPLA and TbGK (Table 3), lower than 347 

0.05, but the discrimination between positive and negative sera was not clear-cut (Fig 348 

3C). The RPP medians of positive samples and negative samples were lower (Table 349 

3) than the respective cut-off values of 28 and 50 for TbLysoPLA and TbGK in Table 350 

5, respectively. As shown in Table 3, TbLysoPLA had RPP medians of 8 for negative 351 

samples and 13 for positive samples. The RPP medians for TbGK were in the same 352 

range, at 9 for negative samples and 11 for positive one. Although these sera are well 353 

discriminated on total antigens (TbWTL and TcWTL) with a strong reactivity of the 354 

positive samples, TcoCB1 shows the same pattern of response as TbLysoPLA and 355 

TbGK (Fig 3D).  356 
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Experimentally T.b. brucei-infected bovine sera reactivity to TbLysoPLA and TbGK  357 

Statistical power of the tests was lower when using TbbEIC samples than using 358 

TcEIC and FS due to the smaller number available. Even so, the reactivity of T.b. 359 

brucei positive bovine sera were specific and significantly different from negative 360 

samples for both TbGK (p=0.004) and TbLysoPLA (slight weak, p=0.03) proteins 361 

(Table 3). The RPP medians are shown in Fig S2.  362 

Diagnostic potential of TbLysoPLA and TbGK as a mixture, and combined with 363 

C25 364 

Several studies have shown that the main limitation of single protein based 365 

assays is often lack of sensitivity [10,11,21,22]. As expected, this pattern of response 366 

is equally present for the two tested proteins. And as previously reported, both TcoCB1 367 

[10] and C25 [11] displayed lower sensitivities with both field sera (Fig 3D, TcoCB1 ) 368 

and experimental sera (Fig S1A, C25_SE). Thus, we sought to assess whether we 369 

could potentiate the sensitivity of TbLysoPLA and TbGK based tests through 370 

combining these two proteins, with each other in the first place, and then with C25. Fig 371 

4 shows ELISA results of the two tested mixtures. Equimolar mix of TbLysoPLA and 372 

TbGK discriminated significantly the sera of infected cattle from those of non-infected 373 

cattle (Fig 4A-4C, Table 3). With TcEIC sera, the p value was p<0.0001 for both 374 

TbLysoPLA_TbGK (a) and TbLysoPLA_TbGK_C25 (b) mixtures when comparing 375 

positive and negative sera (RPP medians value shown in Table 3). The RPP medians 376 

of the positive sera, 34 for a and 21 for b, were higher or closer to the respective cut-377 

off values, while RPP medians of negative sera, 17 for a and 10 for b, were smaller 378 

(Fig 4A). Similar results were observed with FS sera (Field sera, Fig 4C, Table 3). With 379 

the TbbEIC sera, TbLysoPLA_TbGK mixture did not show any difference between 380 

positive and negative samples (p = 0.52) while TbLysoPLA_TbGK_C25 combination 381 

could discriminate sera of T.b. brucei infected cattle from non-infected ones (p = 0.002, 382 

Table 3, Fig S2). As mentioned above however, statistical power was lower because 383 

of the fewer samples tested.   384 

Comparison of global diagnostic performance of individual protein testing vs. 385 

mixtures based testing 386 

By plotting the RPP values and comparing positive to negative samples, the sera 387 

reactivity to protein mixtures is higher than that of proteins individually testing. To 388 
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compare the global diagnostic performance of the different tests, we did a ROC 389 

analysis that allowed to determine for each ELISA test the sensitivity (Se), specificity 390 

(Sp), likelihood ratio (LR) and the area under the curve (AUC) (Tables 4 and 5). The 391 

LR value presented for each protein corresponds to the highest value, leading to the 392 

determination of the optimal cut-off value that efficiently discriminate positive from 393 

negative sera (Table 4 and 5). The ROC curve expressing the true positive rate (Se) 394 

versus false positive rate (1-Sp) and making visualization of the AUC has been 395 

established for each test (Fig 4B-4D). The latter is the best parameter in ROC analysis 396 

to get the global diagnostic performance. 397 

Based on the AUC values, protein mixtures displayed the most accurate 398 

diagnostic performance compared to individual protein (Fig 4B-4D, Table 4 and 5). In 399 

fact, the AUC value varies from 0.5 (powerless diagnostic) to 1 which is the most 400 

powerful diagnostic performance value. In table 4 and 5, the proteins tested individually 401 

show an AUC value ranging from 0.62 (TbGK) to 0.74 (TbLysoPLA) for TcEIC sera 402 

and from 0.65 (TbLysoPLA) to 0.66 (TbGK) for FS sera. These values are all lower 403 

than proteins combinations AUC values (≥0.78) which are close to 1. In regard to Se 404 

and Sp, TbGK showed the lowest Sp (54.8%) but an acceptable Se (73%) for TcEIC 405 

sera. TbLysoPLA showed a Se comparable to TbWTL reference antigen (~54%) and 406 

a satisfactory Sp of 80.6%. Both TbGK and TbLysoPLA displayed lower Se and Sp 407 

values compared to the reference antigen TcWTL Se (97%) and Sp (96%) with TcEIC 408 

sera (Table 4). As hypothesized, the protein combinations Sp were higher at 87% for 409 

TbLysoPLA_TbGK (a) and 91% for TbLysoPLA_TbGK_C25 (b) compared to individual 410 

proteins. However, the Se was moderate for a (~61%) and lower for b (43%) (Table 4).  411 

With field sera (FS), both TbLysoPLA and TbGK showed very high Sp values at 412 

96.8 and 93.5% respectively, close or identical to the reference antigen Sp (96.8%) 413 

(Table 5), but Se were very poor (<28%). Conversely, protein combinations displayed 414 

a significant increase in Se (~61%) compared to individual proteins, while Sp for both 415 

remained satisfactory, 87% for a, ~96% for b (Table 5). In addition, the statistical 416 

analysis comparing the RPP medians of positive and negative samples on mixtures 417 

showed a highly significant difference between the two groups, contrasting with 418 

individual protein where the difference is weak (FS on both proteins) or not significant 419 

(TcEIC sera on TbGK) (Table 3).  420 

In summary, recombinant protein mixtures used as antigens are much better than 421 

each protein tested individually, although they do not meet the TcWTL (for TcEIC sera) 422 
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and TbWTL (for FS sera) control values regarding overall performance. Regarding the 423 

ROC curves, AUC value increased for the proteins combinations as shown in Fig 4B-424 

4D. The Se/Sp pair for each protein and reference antigens are shown in Figure 5 to 425 

better highlight differences. 426 

Discussion  427 

AAT is a severe constraint to livestock development in Sub-Saharan Africa. The 428 

problem is exacerbated by increasing resistance to trypanocidal drugs triggered by 429 

recurrent improper use of treatments (underdosing) due to insufficient support from 430 

veterinary services, and the widespread use of counterfeit products [5,23]. A vaccine 431 

would have been the most cost-effective method of control, but has so far remained 432 

elusive [4,24]. Surveillance is unsatisfactory and chemotherapy inefficient, for lack of 433 

the chief requirement, an adequate field diagnosis that follows ASSURED criteria 434 

defined by Affordability, Sensitivity, Specificity, User-friendliness, Rapidity and 435 

robustness, be Equipment free, and Deliverable to end-users [25,26] or the newly 436 

REASSURED criteria defined by Real-time connectivity, Ease of specimen collection, 437 

ASSURED [27]. While clinical signs are not pathognomonic [28], both microscopy and 438 

PCR do not meet ASSURED neither REASSURED criteria. Existing antibody detection 439 

tests based on whole trypanosome lysate are of limited use due to antigen 440 

standardization issues [29,30], though are open to improvement through recombinant 441 

technology. Several proteins have been evaluated for their diagnostic potential to 442 

replace total antigens [11,31–33], but few have made it to the RDT stage. 443 

In the present study, we evaluated two novel proteins, the lysophospholipase 444 

(TbLysoPLA) and the glycerol kinase (TbGK), of T.b. brucei as candidates for AAT 445 

serodiagnosis. In addition, we provided the proof of concept of an innovative approach 446 

that consists of combining a set of recombinant proteins as antigens in a unique test. 447 

Using Ab-ELISA, we showed that the two proteins TbLysoPLA and TbGK had poor 448 

diagnostic performance when tested individually, but drastically improved their 449 

sensitivity and specificity when combined with each other or with C25, to levels 450 

comparable to reference tests, particularly when using field sera. 451 

TbLysoPLA and TbGK had never been tested for diagnostic purposes. However, 452 

we selected them to test their diagnostic potential based on their intrinsic properties, 453 

immunogenicity for TbLysoPLA, abundance for TbGK. In silico, the two proteins 454 
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showed strong similarities with their orthologs in trypanosomes (over 60% for 455 

TbLysoPLA and over 82% for TbGK) and low homology with bovine (<35%) and 456 

Piroplasma (<15%) orthologous proteins. In addition, TbLysoPLA has seven predicted 457 

epitopes, including five shared with its ortholog in T. congolense (data not shown). This 458 

strengthens the rationale for using it as an antigen in diagnosis with a low risk of cross-459 

reaction with other parasite infections. The fact that TbGK shares a high similarity with 460 

both cattle (58%) and Piroplasma (45-55%) suggests a low immunogenicity. It may not 461 

be the case however. TbGK presents on its sequence fourteen predicted epitopes, and 462 

it is not uncommon for certain conserved proteins to induce a strong antibody 463 

response, as was demonstrated for heat shock proteins, otherwise involved in protein 464 

maturation [11,34].  465 

As a whole, the evaluation of a protein for AAT serodiagnosis usually consists in 466 

showing its specificity for a single species. This has been, among others, the case for 467 

TvGM6 of T. vivax [33], and TcoCB1 of T. congolense [9]. However, a test allowing a 468 

more comprehensive detection of the main pathogenic species such as T. brucei s.l., 469 

T. congolense and T. vivax would be more useful in an epidemiological context. We 470 

have shown by western blot that both TbLysoPLA and TbGK orthologs of T. 471 

congolense are specifically recognized by specific antibodies directed against their 472 

orthologs of T.b. brucei. This makes possible the use of these proteins for the detection 473 

of T. congolense infections. Pertaining to their diagnostic potential, TbLysoPLA and 474 

TbGK taken individually showed poor performances, including a very low sensitivity 475 

with field sera (<28%), and a low specificity with experimental sera, 54% for TbGK, the 476 

latter quite unusual for a recombinant protein. Low sensitivity and mediocre specificity 477 

is quite typical of many proteins tested in serodiagnosis. For example, the rTES-30 478 

protein showed only 30% of sensitivity for the detection of toxocariasis in cattle [22]. 479 

The HSP70 protein truncations tested for the serodiagnosis of T. evansi showed 480 

sensitivity values ranging between 41-61%, and specificity values between 65-91% 481 

[35], similar to our own results. Surprisingly, and despite these poor performances, the 482 

combination of TbLysoPLA and TbGK showed an improved diagnostic potential. We 483 

have shown that their equimolar mixture, combined or not with C25, was able to 484 

discriminate very clearly between infected and non-infected cattle, whether sampled 485 

during an experimental infection or in the field. Considering AUC as a global evaluation 486 

parameter, the mixtures showed AUC values of 0.78 to 0.86 higher than the proteins 487 
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tested individually and closer to the values of the reference antigens testings which 488 

were up to ~1 for TcWTL applied on experimental sera. The individually proteins 489 

testings showed a maximal AUC of 0.74 for TbLysoPLA and 0.66 for TbGK. This result 490 

is in agreement with other studies including the combination of RoTat1.2 and ISG75 in 491 

the serodiagnosis of T. evansi [36] and the combination of three Leishmania infantum 492 

proteins identified from cDNA in antibody detection ELISA [37]. 493 

Our study was limited by the small number of sera from T.b. brucei experimentally 494 

infected cattle available, and also by the absence of sera from T. vivax experimentally 495 

infected cattle. We used mainly sera from T. congolense infected animals to assess 496 

tests performances. The use of a T.b. brucei proteins to diagnose T. congolense or T. 497 

vivax infections could account in part for the low sensitivity observed, in particular with 498 

field sera on proteins used individually. Likewise, the hexa-histidine tag of TbGK had 499 

not been cleaved off the recombinant protein. The presence of this tag could affect the 500 

nature of the epitopes that TbGK possesses, and reduce its immunogenicity, as indeed 501 

tags can modify epitopes, especially conformational epitopes [38]. Finally, we could 502 

not assess the cross-reactivity of TbLysoPLA and TbGK with sera from cattle infected 503 

with Piroplasma (Babesia, Theileria) for lack thereof.  504 

In summary, the combined approach of bioinformatics and ELISA testing has 505 

allowed the identification of strong candidates for the serodiagnotics of 506 

trypanosomose. We showed for the first time in the context of AAT diagnosis especially 507 

in T. congolense, T. vivax and T.b brucei infection, the improved performance of a 508 

mixture as compared to the same proteins taken individually in an ELISA test. These 509 

mixtures of two or more proteins, while there is room for improvement, are way more 510 

sensitive and/or specific than proteins tested individually. The still moderate sensitivity 511 

observed (~60%) can no doubt be improved by combining additional immunoreactive 512 

proteins or part ones in these mixtures. The use of synthetic peptides encompassing 513 

the most immunodominant epitopes would improve standardization as proposed by 514 

Magalhães et al. (2017) for leishmaniasis serodiagnosis. Finally, for the sake of ease 515 

and cost of production, and also of standardization, genetically-engineered chimeras 516 

composed of epitopes of several proteins can be envisaged. 517 

Figures Legends 518 
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Fig 1. Cross-detection of TbLysoPLA and TbGK orthologs on T. congolense total 519 

extract by western blot. Western blot analysis of TbLysoPLA (A.) and TbGK (B.) in 520 

wild type (WT) parasites (Tb427 and TcIL3000), in ΔTbLysoPLA KO (knockout of 521 

TbLysoPLA gene) and ΔTbGK RNAi (RNA interference of TbGK mRNA in Tb427). The 522 

PFR (Paraflagellar Rod) protein was used as loading control. 523 

Fig 2. TbLysoPLA and TbGK proteins purification. Purification of TbLysoPLA (A.) 524 

by affinity chromatography on GE glutathione sepharose 4B. Lanes F1-F4 correspond 525 

to the collected fraction after GST release by thrombin cleavage. Nickel affinity 526 

purification of TbGK-6xHis fusion protein (B.) on HisPurTM Ni-NTA resin. Lanes 1-4: 527 

washes; lanes 5-8 : imidazole elution fractions. 528 

Fig 3. Evaluation of the diagnostic potential of TbLysoPLA and TbGK in indirect 529 

ELISA. (A-B) bovine sera from T. congolense experimental infection. (C-D) Field sera 530 

from T. congolense, T. vivax and T.b. brucei naturally infected cattle. A total of 74 531 

positive (infected) and 62 negative (non-infected) samples were tested. TcoCB1 532 

antigen was used as recombinant antigen control and TbWTL, TcWTL (T.b. brucei and 533 

T. congolense total lysates respectively) were used as reference antigens (current OIE 534 

recommended antigens in AAT diagnosis). The optimal cut-off value for each antigen 535 

is shown by a red dashed line. 536 

Fig 4. Protein equimolar mixtures as antigen in Ab-ELISA and ROC curve 537 

comparison between individual proteins and mixtures. (A.) bovine sera from T. 538 

congolense experimental infection (37 positive and 31 negative sera). (B.) ROC curve 539 

of antigens tested with experimental sera: TbLysoPLA (triangle), TbGK (dot), 540 

TbLysoPLA_TbGK (square) and TbLysoPLA_TbGK_C25 (rhombus). (C.) field sera 541 

from T.b. brucei, T. congolense and T. vivax mixed infection (37 positives and 31 542 

negatives sera). (D.) ROC curve of antigens tested with field sera (same legends as in 543 

B). The optimal cut-off value (in A and C) for each antigen is shown in red dashed line. 544 

The global diagnostic performance was defined by AUC value. 545 

Fig 5. Sensitivity and specificity relationship at optimal cut-off for each test and 546 

comparison with controls. (A.) Bovine sera from experimental T. congolense 547 

infection. (B.) Field sera from T. b. brucei. T. congolense and T. vivax infected cattle. 548 
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Supplementary Figures:  549 

Fig S1. (A-B). C25 protein in single antigen Ab-ELISA test with experimentally T. 550 

congolense-infected bovine (TcEIC) sera (A) and field naturally T. congolense, T. vivax 551 

and T.b brucei infected bovine sera, field sera, FS (B). (C-F). ROC curve analysis : 552 

C25 (C-D), TcoCB1 and references antigens (TbWTL, TcWTL) testing with TcEIC (E) 553 

and FS sera (F).  554 

Fig S2. TbLysoPLA, TbGK, C25, TbWTL and proteins mixtures as antigens in Ab-555 

ELISA with experimentally T.b. brucei infected bovine (TbbEIC) sera. The figures 556 

represent the RPP medians values with their 95% CI values for infected and non-557 

infected bovine sera. 558 

  559 
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a T. b brucei lyophospholipase. b T. b brucei glycerol kinase 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 2. Antigenic peptides of TbLysoPLA and TbGK predicted using BepiPred-2.0 prediction 

No Start End Peptide Length Score 
T.b. brucei lysophospholipase 

a
 

1 7 12 ENLTAN 6 0.529 
2 29 55 GCIEQKDLQEKLEKTRETELITHGLKY 27 0.583 
3 60 66 QIGNRQS 7 0.546 
4 107 117 MQPVGINGGAV 11 0.576 
5 122 139 YDIRNVSSGNGVTEDAEA 18 0.619 
6 202 211 EKILPQLCNK 10 0.556 
7 250 260 SYPMEHSSHPK 11 0.537 

T.b. brucei glycerol kinase 
b 

1 22 49 RQRPVSVHQVPHTQHTPHPGWLEHDPME 28 0.515 
2 63 74 AKLRQKDASFRK 12 0.490 
3 93 97 VTKEP 5 0.469 
4 107 131 LRTYDITKKVTAELGGGDSMFASKI 25 0.503 
5 153 165 PAVADACRRGTLC 13 0.473 
6 197 244 DLRTRKWSPELCEKLKIPMETLPEIRSNSELFGYVETDECGVAAALNE 48 0.517 
7 285 294 GEEARFSKHG 10 0.537 
8 303 308 VGRDGP 6 0.492 
9 328 350 RRNMNLFSHITECEKLARSVPGT 23 0.528 
10 365 370 PYWDPS 6 0.481 
11 377 383 GMTLKTT 7 0.493 
12 408 414 RDAGLNL 7 0.491 
13 441 447 ILVPSMH 7 0.482 
14 465 509 WTSLEEVKAVSRRENSWKTVSPSGSAMEREAMIAEWREALKRTKW 45 0.533 

a Threshold at 0.52. b Threshold at 0.45 
  

Table 1. Percentage of homology of TbLysoPLA and TbGK and their orthologs 

Protein 
T.b. 
brucei 

T. 
congolense 

T. vivax Leishmania 
infantum 

Bos 
taurus 

Babesia 
bovis 

Theileri
a parva Species 

TbLysoPLA 
a
 

- 71.9 62.4 53.0 32.1 5.30 10.4 T. b brucei 
 - 61.8 53.8 34.0 12.9 6.80 T. congolense 
  - 51.9 34.2 6.30 20.0 T. vivax 

         

TbGK 
b
 

- 88.3 82.0 60.4 58.3 45.3 55.8 T. b brucei 
 - 82.0 59.6 57.8 45.6 38.6 T. congolense 
  - 57.3 57.3 46.2 37.6 T. vivax 
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Table 3. Statistical analysis of infected vs. non-infected samples comparison for single protein and mixture testings 

Sample type TcEIC sera (T. congolense) FS sera (T. congolense, T. vivax, T.b. brucei) 
Evaluated 

antigens 
TbGK TbLysoPLA 

TbLysoPLA

_TbGK 

TbLysoPLA

_TbGK_C25 
TbGK TbLysoPLA 

TbLysoPLA

_TbGK 

TbLysoPLA

_TbGK_C25 

Sample status NI I NI I NI I NI I NI I NI I NI I NI I 
RPP median 

(n) 
b
 

13 
(31) 

23 
(37) 

4 
(31) 

12 
(37) 

17 
(31) 

34 
(37) 

10 
(31) 

21 
(37) 

9 
(31) 

11 
(37) 

8 
(31) 

13 
(37) 

17 
(31) 

39 
(37) 

4 
(31) 

23 
(37) 

p-value 
a
 

NI vs I 

0.08 
ns 

0.0007 
*** 

<0.0001 
**** 

<0.0001 
**** 

0.03 
* 

0.03 
* 

0.0007 
*** 

<0.0001 
**** 

 TbbEIC sera (T.b. brucei)  

RPP median 

(n) 
b 

74.5 
(4) 

106 
(10) 

18 
(4) 

31 
(10) 

2 
(4) 

3 
(10) 

15.5 
(4) 

42 
(10)         

p-value 
a
 

NI vs I 
0.004 

** 
0.03 

* 
0.52 
ns 

0.0020 
**  

   

NI (Non-infected), I (Infected), RPP (Relative percentage of positivity), 
TcEIC (T. congolense experimentally infected cattle),  
FS (T. congolense, T.b. brucei and T. vivax naturally field infected cattle),  
TbbEIC (T.b. brucei experimentally infected cattle)  
a p-value calculated by Mann-Whitney non-parametric test.  
b number of tested samples (n) 
ns (no significant),  
*(weak significant difference),  
**(significant difference),  
***(very significant difference),  
****(highly significant difference). 
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Table 4. Diagnostic performance parameters determined by ROC analysis of single antigen and mixture testings 
using sera of T. congolense experimentally infected cattle in ELISA 

  Cut-off Se (%) 95% CI Sp (%) 95% CI LR AUC 95% CI 

Single antigen test 

TbGK > 13.5 73.0 57.0-84.6% 54.8 37.8-70.8% 1.62 0.624 0.48-0.77 
TbLysoPLA > 11.5 54.1 38.4-69.0% 80.6 63.7-90.8% 2.79 0.735 0.61-0.86 

Combination test 

TbLysoPLA_TbGK > 30.5 60.9 40.8-77.8% 87.0 67.9-95.5% 4.67 0.864 0.75-0.98 
TbLysoPLA_TbGK_C25 > 24.5 43.5 25.6-63.2% 91.3 73.2-98.5% 5.00 0.821 0.70-0.94 

Reference antigens 

CB1 > 38.5 64.9 48.8-78.2% 96.8 83.8-99.8% 20.1 0.946 0.90-0.99 
TcWTL > 8.50 97.3 86.2-99.9% 96.8 83.8-99.8% 30.2 0.991 0.97-1.00 
TbWTL > 27.5 56.8 40.9-71.3% 93.5 79.3-98.9% 8.80 0.889 0.81-0.97 
Cut-off: Threshold value dividing the test result into positive and negative 
Se %: percent sensitivity and its 95% confidence interval (95% CI) 
Sp %: percent specificity and its 95% confidence interval (95% CI) 
AUC : Area under the curve and its 95% confidence interval (CI) 
LR: Likelihood Ratio 

 
 
 
 
 
 
Table 5. Diagnostic performance parameters determined by ROC analysis of single antigen and mixture testings 
with field sera (sera from T.b. brucei, T. congolense and T. vivax infected cattle) in ELISA 

 
Cut-off Se (%) 95% CI Sp (%) 95% CI LR AUC 95% CI 

Single antigen test 

TbGK > 50.0 10.8 4.29-24.7% 96.8 83.8-99.8% 3.35 0.658 0.53-0.79 
TbLysoPLA > 28.0 27.0 15.4-43.0% 93.5 79.3-98.9% 4.19 0.651 0.52-0.78 

Combination test 

TbLysoPLA_TbGK > 37.5 60.9 40.8-77.8% 87.0 67.9-95.5% 4.67 0.784 0.65-0.92 
TbLysoPLA_TbGK_C2

5 > 17.5 60.9 40.8-77.8% 95.7 79.0-99.8% 14.0 0.857 0.75-0.97 
References antigens 

CB1 > 26.5 21.6 11.4-37.2% 96.8 83.8-99.8% 6.70 0.710 0.59-0.84 
TcWTL > 11.5 67.6 51.5-80.4% 96.8 83.8-99.8% 20.9 0.900 0.83-0.97 
TbWTL > 14.5 83.8 68.9-92.3% 96.8 83.8-99.8% 26.0 0.949 0.90-1.00 

Cut-off: Threshold value dividing the test result into positive and negative 
Se %: percent sensitivity and its 95% confidence interval (95% CI) 
Sp %: percent specificity and its 95% confidence interval (95% CI) 
AUC : Area under the curve and its 95% confidence interval (CI) 
LR: Likelihood Ratio 
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7.1 Introduction

L’évaluation de protéines récombinantes individuelles dans les tests de détection

d’anticorps pour la trypanosomose animale a montré ses limites dans un grand nombre

d’études. En général, les protéines individuelles ont présenté une spécificité accrue

mais ont manqué de sensibilité en comparaison avec les lysats totaux des parasites.

C’est notamment ce qui a été observé pour les protéines HSP70 et TeGM6 pour la

détection de T. evansi (Kumar et al., 2015, Nguyen et al., 2014) entre autres. C’est

encore plus problématique dans les phases d’infection précoce et tardive, où mêmes

les plus prometteuses des protéines échouent à la détection de trypanosomes comme

observé par Pillay et al. (2013) (Boulangé et al., 2017, Pillay et al., 2013).

Dans la première activité de cette thèse, nous avons démontré que la combinai-

son de protéines entre elles dans un seul test permettait de maintenir une spécificité
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élevée et d’améliorer la sensibilité pour la détection de trypanosomes par ELISA indi-

rect (Tounkara et al., en préparation). L’exploration de cette nouvelle approche pour la

TAA pourrait permettre de développer un test sérologique pan-trypanosome très utile

dans un contexte épidémiologique avec une performance égalant celle obtenue avec

les tests utilisant des lysats totaux de parasites. Ce test sera surtout précieux dans

la mesure ou il palliera en plus le problème de standardisation. Dans cette perspec-

tive, nous avons évalué d’autres protéines recombinantes dans le but d’identifier un

mélange hautement immunoréactif. Dans ce chapitre, nous abordons la sélection, la

caractérisation in silico, le clonage, la purification et l’évaluation du potentiel diagnos-

tique de huit autres protéines de trois espèces de trypanosomes impliquées dans la

TAA.

À partir d’une analyse exhaustive de la bibliographie et une analyse croisée des

données générées préalablement à cette thèse dans des études parallèles : transcrip-

tomique et protéomique dans les laboratoires impliqués dans cette thèse, nous avons

sélectionné une dizaine de protéines candidates. Sur les dix molécules initialement

retenues, huit ont été clonées avec succès et six exprimées dans les bactéries BL21.

Parmi les six protéines exprimées, seulement trois ont pu être purifiées (TvcMDH, Tbg-

BIP et TcG3PDH). L’analyse comparative des leurs séquences avec leurs homologues

ou orthologues a montré que les trois protéines étaient très conservées chez les trypa-

nosomes. En ELISA indirect de détection d’anticorps, TvcMDH a une faible sensibilité

(Se), 47,6% pour les sérums issus d’infection expérimentale (SE) de bovins par T.

congolense IL1180 et 28,6% pour sérums de bovins infectés naturellement (sérums

de terrain, ST) par les trois espèces de trypanosomes : T. congolense, T. vivax et T.

b brucei. TbgBiP montre une meilleure Se, 71 et 57% pour SE et ST respectivement.

Leur combinaison telles qu’elles ou avec C25 n’affecte pas la spécificité (Sp) qui est

supérieure à 90% mais la Se de TbgBiP diminue. Quand ces trois protéines sont com-

binées avec la lysophospholipase de T.b brucei (TbLysoPLA), la Se diminue pour les

SE mais augmente significativement pour les ST avec une Sp élevée. La TcG3PDH

n’a pas montré une performance notable.
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7.2 Matériels et méthodes

7.2.1 Matériels

Les matériels utilisés dans cette étude sont tous décrits dans le chapitre 5. Les

échantillons de sérums utilisés sont présentés dans le tableau 5.4 : 40 sérums expé-

rimentaux de GALVmed (T. congolense IL1180) et 40 de sérums de terrain (T. congo-

lense, T. vivax et T. b brucei). Dans chaque lot, il y avait 20 sérums négatifs et 20

sérums positifs. Les plasmides et les amorces utilisés pour le clonage sont présentés

respectivement dans les tableaux 5.2 et 5.3.

7.2.2 Méthodes

7.2.2.1 Sélection de protéines candidates

Pour sélectionner des nouveaux candidats, une analyse exhaustive de la biblio-

graphie et des données disponibles dans les laboratoires d’accueils (UMR-5234-MFP

Université de Bordeaux et l’UMR Intertryp Montpellier) a été réalisée. Des protéines

déjà identifiées ont été considérées et des données protéomiques et transcriptomiques

ont été croisées. Dans l’étude transcriptomique, réalisée dans un contexte d’infection

de souris avec T. congolense IL3000, 153 gènes de T. congolense ont été retrouvés

très exprimés. En parallèle, une étude protéomique avait montré qu’il y avait plus de

1200 protéines sécrétées, retrouvées dans le surnageant de culture de T. congolense.

Ces données croisées ont permis d’identifier 41 candidats potentiels. Parmi ces can-

didats dix protéines candidates incluant certaines déjà décrites dans la littérature ont

été retenues (Tableau 7.1).

7.2.3 Du clonage à l’évaluation du potentiel diagnostique de pro-

téines par ELISA

Toutes les méthodes utilisées ont déjà été décrites dans le chapitre 5. De façon

globale et synthétique, la méthodologie adaptée est la suivante : pour chaque protéine

sélectionnée, les séquences homologues chez les trypanosomes et orthologues chez

les bovins, les piroplasmes et Anaplasma ont été alignées en utilisant le logiciel Ge-
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TABLE 7.1 – Les épitopes prédits pour les différentes protéines sélectionnées, les vec-
teurs et les enzymes de clonage.

neious v4.8 pour déterminer leur degré d’homologie (deux à deux). L’immunogénicité

des protéines a été prédite via l’algorithme de prédiction d’épitopes linaires Bepipred

Linear Epitope Prediction 2.0 (au seuil de 0,5) de la base de données IEDB. Les gènes

de protéines sélectionnées ont ensuite été clonés dans des plasmides d’expression

bactériens avec des étiquettes « tag » de purification (voir sous-sous-section 5.2.1.4).

Les plasmides recombinants ont été utilisés pour transformer les bactéries BL21 D3.

Après transfert du système d’expression au CIRDES, ces bactéries ont été cultivées

et à leur phase de croissance, l’expression de protéines a été induite avec 1 mM de

l’IPTG. Les culots bactériens ont été lysés par un cycle de congélation/décongélation

et sonication dans 4 tampons de lyse, pour tester la solubilité de protéines. Les pro-

téines solubles ont été purifiées directement par chromatographie d’affinité grâce à

leurs tags. Les protéines insolubles ont été solubilisées dans un tampon à 8 M d’urée

puis dialysé avant évaluation. Toutes les étapes d’expression et de purification ont été

vérifiées par SDS-PAGE. Un lot de sérums positifs et négatifs de bovins infectés expéri-

mentalement avec T. congolense et un lot de sérums des bovins infectés naturellement

par T. congolense, T. vivax et T. b brucei ont été testés en ELISA indirect sur chacune

des protéines, individuellement et sur quelques mélanges/cocktails de ces protéines.

Le test de comparaison de rangs de Mann-Whitney a été réalisé pour comparer la ré-
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activité de sérums négatifs à celle de sérums positifs sur chaque antigène. En outre,

les paramètres de mesure de précision du test ELISA, la sensibilité (Se), la spécificité

(Sp) et l’air sous la courbe ROC (AUC), ont été calculés pour chaque protéine à un cut-

off optimal déterminé selon la méthode Johnson (2004) (Johnson, 2004) via le logiciel

Graph Pad Prism par l’analyse ROC (Receiver operating characteristic).

7.3 Résultats

7.3.1 Analyse in silico de TvcMDH, de TbgBiP et de TcG3PDH

Les huit protéines sélectionnées dans cette étude sont présentées dans le tableau

7.1. Sur les huit, deux ont déjà été décrites dans la littérature en diagnostic de la

trypanosomose animale : la cathépsine L-like de T. vivax (Eyssen et al., 2018) et la

protéine TbgBiP plus précisement son homologue chez T. congolense (Bossard et al.,

2010, Boulangé et al., 2002). Ces deux protéines sont comptées parmi les protéines

les plus immunogéniques des trypanosomes. L’analyse immuno-informatique pour la

prédiction d’épitopes de lymphocytes B sur leurs séquences respectives a révélé la

présence d’une douzaine d’épitopes sur chacune des cathépsines et ce, indépendam-

ment de l’espèce de trypanosomes. Jusqu’à 16 épitopes ont été mis en évidence pour

la protéine TbgBiP (Tableau 7.1). La protéine du rétrotranposon 2 de T. congolense

a montré une vingtaine épitopes sur sa séquence (jusqu’à 22 épitopes). Cependant,

c’est une protéine de grande taille, faisant jusqu’à 87 kDa. À l’inverse les protéines

TvcMDH et TcG3PDH qui sont plus petites (36 kDa chacune) présentent sept épi-

topes chacune. La protéine hypothétique TcHyp encore plus petite (23 kDa) présente

5 épitopes. Ainsi, proportionnellement à leurs tailles, toutes ces protéines semblent

être immunogéniques, du moins in silico.

Pour évaluer une éventuelle réaction croisée avec d’autres agents pathogènes du

sang (chez les bovins) tels que les parasites Piroplasma ou Anaplasma spp, des ali-

gnements de séquences ont été effectués. Les séquences d’acide aminé de la protéine

TvcMDH, de la protéine TbgBiP et de la protéine TcG3PDH ont été alignées respec-

tivement avec leurs homologues (chez les trypanosomes) et orthologues (chez les

bovins, Piroplasma, Schistosoma spp. et Anaplasma spp.). Les pourcentages d’homo-
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logie déterminés sont présentés dans le tableau 7.2. Les résultats montrent que la

protéine TvcMDH est conservée chez les trypanosomes. Elle partage jusqu’à 85,5%

d’identité avec T. b brucei et 77,5% avec T. congolense. Elle présente très peu de

similarité (homologie <30%) avec les autres parasites ou bactéries affectant le bé-

tail. La protéine TbgBiP (qui est une HSP70) est bien plus conservée. Elle partage

plus de 90% d’homologie chez les trypanosomes, mais également des fortes simila-

rités avec le bovin (72,9%), Theileria parva (65,7%) et Schistosoma bovis (55,1%).

Ce degré de conservation de la protéine BiP a surtout été observé au niveau de son

domaine N-terminal (N-ter) comme discuté dans le chapitre précèdent (Tounkara et

al., en préparation). La protéine TcG3PDH est également très conservée avec plus

de 87% d’identité chez les trypanosomes. Elle est également très différente de ses

orthologues avec moins de 30% d’homologie (Tableau 7.2).

TABLE 7.2 – Pourcentages d’homologie de TvcMDH, de TbgBIP et de TcG3PDH avec
leurs homologues et orthologues.

7.3.2 Clonage, expression et purification des protéines

Pour pouvoir évaluer leur potentiel diagnostique, les gènes des protéines sélec-

tionnées ont été clonés dans des plasmides d’expression bactériens en fusion avec

des protéines étiquettes (ou « tag ») permettant leur purification (Tableau 7.1). Après

un séquençage, pour vérifier la bonne insertion des ORFs (Open reading frame) et

d’éventuelle mutation, les protéines ont été exprimées dans les bactéries BL21. Les

protéines TcRHS2 et TcHyp qui présentaient un décalage du cadre de lecture n’ont

pas pu être exprimées. Les cinq autres protéines ont toutes été exprimées après in-

duction, aux tailles de protéines de fusion attendues (Figure 7.1A).
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FIGURE 7.1 – Analyse de l’expression et de la solubilité de protéines sur gel SDS-PAGE.
(A.) Expression par induction à l’IPTG dans les bactéries BL21 D3. (B-D.) Test de solubilité de
protéines dans quatre tampons de lyse. BBuster : tampon bugbuster (commercial) ; TGTe (Tris-
HCl pH8 50mM, Glycérol 10%, Triton x100 0,1%, EDTA 1 mM, Lysozyme 100 µg/mL) ; TNE
(Tris-HCl pH8 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Lysozyme 100 µg/mL) ; TNE-U (tampon
TNE, urée 1 M). NI (non-induit) ; I (induit) ; C : culot, S : surnageant, PM (marqueur de poids
moléculaire en kDa).
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Pour déterminer le tampon dans lequel les protéines sont solubles, un test de so-

lubilité a été réalisé sur chacune des protéines exprimées. Au total, quatre tampons y

compris le bugbuster (contenant le Triton X-100, un détergent), le TGTe (contenant un

stabilisateur de protéines, le glycérol), le tampon TNE et son dérivé TNE-U (contenant

de l’urée à faible concentration comme agent dénaturant) ont été testés. L’analyse des

fractions solubles et des culots après lyse des bactéries montre que seules les pro-

téines TvcMDH (dans tous les tampons) et TbgBiP (dans le tampon TNE-U) sont so-

lubles (Figure 7.1B, 7.1C). Toutes les cathépsines et la protéine TcG3PDH sont, quant

à elles, insolubles dans les quatre tampons de lyse testés (Figure 7.1D).

Les protéines TvcMDH et TbgBiP ont toutes les deux été exprimées en phase avec

le tag 6xHis, hexa-histidine. En utilisant la résine métallique (microbilles de chélate mé-

tallique de nickel) chargée d’ions divalents (Ni2+) ayant une affinité pour l’histidine, ces

protéines ont été purifiées des protéines bactériennes par chromatographie d’affinité

(Figure 7.2A, 7.2B). Au dosage, environ 4,76 mg et 5,1 mg ont été récupérés après

élution respectivement pour TvCMDH et TbgBiP à partir d’une culture bactérienne de

100 mL.

Les cathépsines et la protéine TcG3PDH ont été isolés dans les corps d’inclusion,

qui ont été purifiés après plusieurs lavages avec un tampon à 2 M d’urée. La protéine

TcG3PDH a partiellement été solubilisée à 2 M d’urée (Figure 7.2C) contrairement

aux cathépsines qui sont restées insolubles (Figure 7.2D). Ces corps d’inclusion ont

ensuite été solubilisés dans 8 M d’urée. Après purification sur une résine de glutathion

et d’histidine respectivement, les cathépsines et la TcG3PDH ont été dialysées. Les

cathépsines se sont précipitées et seule la TcG3PDH a montré une fraction soluble

(Figure 7.2E). Les fractions dialysées ont été centrifugées et 2 mg de TcG3PDH ont

pu être récupérés (Figure 7.2F).

7.3.3 Évaluation du potentiel diagnostique de protéines

Pour évaluer l’immunoréactivité de ces trois protéines purifiées et la combinaison

de TvcMDH, de TbgBiP telles quelles ou avec C25 (chapitre 6) et la combinaison des

trois avec TbLysoPLA (chapitre 6) sous forme d’antigènes en ELISA indirect, deux
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FIGURE 7.2 – Analyse de la purification de TvcMDH, de TbgBiP et de TcG3PDH par SDS-
PAGE. (A-B.) Chromatographie d’affinité sur résine de nickel : TbgBiP (A) et TvcMDH (B). Pu-
rification des corps d’inclusion à partir des culots de bactéries exprimant la protéine TcG3PDH
(C.) et les trois cathépsines (D. TvCP en exemple). Fractions solubles de cathépsines et de
TcG3PDH dialysées et récupérées après chromatographie d’affinité (E. : avant centrifugation ;
F. après centrifugation des fractions dialysées).
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lots de sérums de bovins ont été utilisés : des sérums expérimentaux (SE) et des

sérums de terrain (ST). Les résultats de l’évaluation de protéines individuelles montrent

que les trois protéines permettent de distinguer les sérums expérimentaux positifs de

sérums négatifs avec une différence statistiquement significative (Figure 7.3). Pour les

sérums de terrain pour lesquels des infections mixtes (de T.b brucei, T. congolense

et T. vivax) ont été mise évidence par PCR et par ELISA (sur les lysats totaux de

trypanosomes), on observe une différence très significative entre échantillons négatifs

et positifs pour la protéine TbgBiP (p<0,0001) et aucune différence de réactivité pour

TvcMDH et TcG3PDH (p>0,05).

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que la combinaison de protéines

d’immunoréactivité équivalente en ELISA indirect peut améliorer la sensibilité du test

d’immunodétection par ELISA. Nous avons voulu tester cette approche pour des pro-

téines qui semblent être d’immunoréactivités très différentes. La combinaison de TvcMDH

(faiblement immunogénique) et de la protéine TbBiP (immunogénique) montre une

différence statistiquement très significative entre échantillons négatifs et positifs à la

fois pour les sérums expérimentaux (SE, p=0,007) et pour les sérums de terrain (ST,

p=0,0006). Les résultats sont relativement similaires au test individuel de TbgBiP (Fi-

gure 7.3D). En les associant avec le domaine C-terminal de la protéine BiP de T.

congolense nommé C25 (voir chapitre 6), les sérums positifs de terrain sont claire-

ment distingués des sérums négatifs (Figure 7.3E, p<0,0001). Cependant pour les

sérums expérimentaux, la différence légère observée n’est pas significative statisti-

quement (p=0,069). L’ajout au mélange de la protéine TbLysoPLA précédemment tes-

tée (chapitre 6) n’affecte pas les résultats qui restent très similaires à la précédente

combinaison (Figure 7.3F).

En termes de performance globale basée sur les valeurs de sensibilité (Se), de

spécificité (Sp) et d’AUC, la protéine TbgBiP est la plus performante comme attendu.

Sa spécificité était de 95% (77-100, IC 95%) indépendamment du type de sérums (SE

ou ST). Elle affiche une Se de 71% pour les SE et 57% pour les ST (Figure 7.3A).

Les protéines TvcMDH et TcG3PDH montrent les mêmes Sp (91% pour SE et 95%

pour ST) mais les Se observées pour la protéines TcG3PDH sont bien plus basses

(16-37%) (Figure 7.3B-C). L’association de TvcMDH et TbgBiP n’affecte pas la Sp qui
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est restée élevée (Sp=95%), par contre on observe une réduction de la sensibilité par

rapport à TbgBiP seule (de 71 à 57% pour SE et de 57 à 38% pour ST). Le même

pattern de réactivité a été observé quand C25 a été ajouté au mélange (Figure 7.3E).

À l’inverse, on observe une augmentation de la Se (62% pour le ST) via le mélange de

ces trois protéines avec TbLysoPLA. La spécificité (Sp�91%) est maintenue (Figure

7.3F).

7.4 Discussion

Le concept de combinaison de protéines pour amélioer les performances des tests

immunodiagnostiques a été évalué pour plusieurs maladies y compris le cancer co-

lorectal (Karl et al., 2008), la leishmaniose (Magalhães et al., 2017), le surra (Rogé

et al., 2013) et récemment pour la nagana (Tounkara et al., en préparation). L’objectif

de la présente étude était de sélectionner et d’évaluer des nouveaux candidats pro-

téiques à inclure dans une nouvelle combinaison d’antigènes pour le sérodiagnostic

de la nagana. Pour ce travail, nous avons opté pour les molécules candidates déjà

identifiées et d’autres issues des données générées par nos collaborateurs (UMR In-

tertryp Montpellier). Nous avons sélectionné dix protéines candidates parmi lesquelles

les gènes de huit ont été clonés (trois cathépsines, la TvcMDH et TcG3PDH, TcRHS2

et TcHyp). Ces protéines ont été soumises à une analyse de prédiction d’épitopes

et toutes ont présentées des peptides immunogéniques prédits sur leurs séquences

au seuil optimal de prédiction (0,5). Le nombre d’épitopes prédits était proportionnel

à la taille des protéines. Cette analyse confirme l’immunogénicité déjà décrite de Tb-

BiP (Bossard et al., 2010) et des cathépsines (Eyssen et al., 2018, Ortiz et al., 2009)

et conforte l’idée de l’utilisation de TvcMDH, TcG3PDH, TcRHS2 et TcHyp comme

antigènes en ELISA. En outre, l’analyse comparative des séquences de trois d’entre

elles (TbgBiP, TvcMDH et TcG3PDH) avec leurs homologues a montré que toutes

ces protéines étaient bien conservées. Tandis que la protéine TcG3PDH partage très

peu de similarité avec ses orthologues chez les piroplasmes, Anapalasma marginale,

Schistosoma bovis et bovins, la protéine TvcMDH partage 52% de similarité avec son

orthologue chez les bovins. Cette forte similarité pourrait diminuer l’immunoréactivité

de TvcMDH chez les bovins. D’autre part, la protéine TbgBiP présente également des
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FIGURE 7.3 – Évaluation du potentiel diagnostique de protéines en ELISA indirect. (SE)
Sérums d’infection expérimentale de bovins par T. congolense. (ST) Sérums de terrain prove-
nant de bovins infectés naturellement par T. congolense, T. vivax et T.b. brucei. Un total de 40
échantillons positifs (infectés) et 40 négatifs (non infectés) ont été testés. (A-C.) tests de pro-
téines individuelles ; (D-F.) tests des mélanges équimolaires de protéines. Cut-off (SE) : ligne
pointillée bleu ; cut-off (ST) : ligne pointillée rouge. PPR : Pourcentage de positivité relative
([DO échantillon-DO contrôle conjugué]x100/DO contrôle positif). Les paramètres de l’analyse
ROC, Receiver operating characteristic, permettant d’évaluer la précision des tests : sensibilité
(Se), spécificité (Sp) et AUC (Area under the curve, aire sous la sous courbe). La p value est
issue de la comparaison de la réactivité de sérums négatifs aux sérums positifs par le test de
Mann-Whitney. p>0,05, ns (non significatif) ; p<0,05 (significatif) avec *, **, ***, ****.
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fortes similarités avec le bovin (72,9%), Theileria parva (65,7%) et Schistosoma bovis

(55,1%). Toutefois, ce degré de conservation n’a pas d’effet sur l’immunogénicité de

cette protéine connue pour posséder son domaine immunoréatif au niveau C-terminal

qui semble très variable. Cette propriété de la TbgBiP a déjà été décrite chez son or-

thologue chez T. congolense (Boulangé et al., 2002) et chez d’autres HSP70 (Shinnick,

1990). Ces protéines semblent donc répondre aux critères d’inclusion dans un test de

diagnostic.

Les molécules définies sous forme de protéines recombinantes ont été employées

dans plusieurs tests pour pallier le problème de standardisation et améliorer la spécifi-

cité des tests de diagnostic (Boulangé et al., 2002, Fleming et al., 2014). Cependant,

le clonage et la purification des protéines peuvent très vite constituer une étape li-

mitante dans la production de ces molécules définies. Dans notre étude, les gènes

de la protéine TcRHS2 et de TcHyP n’ont pas pu être clonés correctement du fait

des problèmes d’amplification. Pour les six gènes clonés, toutes les protéines ont été

exprimées normalement dans les bactéries BL21 après induction. L’expression hété-

rologue des protéines dans un système d’expression bactérien peut avoir plusieurs

conséquences. Elle peut rendre les protéines insolubles avec formation des corps d’in-

clusions (niveau de surexpression élévé et protéines à ponts disulfures) ou les rendre

inactives (Sørensen and Mortensen, 2005, Terpe, 2006). Ici, la contrainte majeure était

la formation de corps d’inclusion. Un test de solubilité a été réalisé sur chacune des

protéines exprimées. Pour les protéines TbgBiP et TvcMDH qui étaient solubles, un

rendement de 5,1 et 4,76 mg respectivement a été obtenu après purification à partir

d’une culture bactérienne de 100 mL. Comparativement à d’autres études, ces rende-

ments sont meilleurs (Fleming et al., 2014). Comme attendu, toutes les cathépsines

étaient insolubles dans les quatre tampons de lyse testés. En effet, il est connu que

l’expression à des niveaux très élevés des protéines en fusion avec la GST conduit

à une accumulation des protéines s’agrégeant dans les corps d’inclusions chez E.

coli (revu dans Kimple et al., 2013). Ceci rend particulièrement difficile la purification

de cathépsines. Il a été rapporté que la solubilisation à l’urée 8 M des cathépsines

à partir des corps d’inclusion, entraîne la protéolyse spontanée de leur domaine N-

terminal (Boulangé et al., 2001). Dans cette étude, nous avons opté pour un tagging

en N-terminal car il est suggéré que l’immunogénicité des cathépsines est due à leur
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domaine C-terminal (Boulangé et al., 2001), ce qui rend leur purification encore plus

compliquée. Cependant, le choix de placer le tag du coté N-terminal était correct car

une fusion de protéine tag en C-terminal aurait pu affecter cette immunogénicité. Pour

les caractérisations enzymatiques, les cathépsines ont essentiellement été produites

dans les systèmes d’expression eucaryotes notamment baculovirus (Boulangé et al.,

2001) ou Pichia pastoris (Eyssen et al., 2018, Pillay et al., 2010). Ces systèmes pour-

raient être employés pour la prochaine expression de ces protéines. À l’inverse, la

protéine TcG3PDH, qui était également insoluble mais exprimée en fusion avec le tag

6xHis, a pu être purifiée partiellement.

En ELISA indirect de détection d’anticorps, toutes les protéines, qu’elles aient été

utilisé dans un test individuel (une seule protéine) ou en combinaisons de protéines, ont

une Sp satisfaisante et élevée (91-95%) pour les deux types de sérums testés (SE et

ST). En termes de Se et en excluant la protéine TbgBiP, toutes les protéines en test in-

dividuel ont montré des Se médiocres : TvcMDH (48% SE, 29% ST) et TcG3PDH (37%

SE, 16% ST). En conséquence, ces deux protéines ne permettent pas de discriminer

correctement les sérums négatifs de sérums positifs comparativement à TbgBiP (les

valeurs moyennes PPR inférieures aux valeurs cut-offs). Cette faible immunoréactivité

pourrait s’expliquer par la forte similarité que TvcMDH partage avec le bovin (52%) et

probablement par un problème de renaturation au cours de la purification de TcG3PDH

à partir des corps d’inclusion. Pour les tests ELISA, la TcG3PDH qui était dans un tam-

pon à 2 M d’urée, a été dilué dans le tampon carbonate sans urée. Cela pourrait être

responsable de l’agrégation de cette protéine (qui était déjà insoluble dans un tam-

pon à 1 M d’urée) et empêcher sa fixation sur la plaque. Quand les protéines sont

combinées, une Sp élevée est maintenue mais la Se diminue. Ceci pourrait s’expli-

quer par la différence d’immunoréactivité entre ces protéines. Cependant, le maintien

de la forte spécificité (dans le test de combinaison) suggère que cette approche pour-

rait porter ces fruits en combinant deux protéines de bonne sensibilité de base et de

même ordre d’immunogénicité (immunoréactivité équivalente). Il faut quand même no-

ter que la Se augmente de façon significative quand on combine TvcMDH, TbgBiP

avec C25 et TbLysoPLA pour les sérums de terrain. La diversité des anticorps, en ré-

ponse à la diversité des trypanosomes rencontrés sur le terrain, aurait favorisé cela.

Si l’on considère que l’infection par les trois espèces de trypanosomes entraîne une
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réponse immunitaire contre ces espèces, on peut également s’attendre à retrouver des

anticorps qui reconnaissent spécifiquement les protéines de chaque espèce.

En conclusion, les protéines TvcMDH et TcG3PDH sont peu immunogéniques au

vu des résultats. La protéine TbgBiP permet de discriminer les sérums négatifs des

sérums positifs. La combinaison de protéines dans un test unique de détection d’anti-

corps permet de maintenir une grande spécificité. Quand la différence d’immunoréac-

tivité est importante, la Se diminue mais pour les protéines d’immunoréactivité proche,

la Se augmente significativement. Ces résultats permettent de mieux guider le choix

d’association de protéines. D’autre part, l’augmentation de la Se pour la combinaision

de quatre protéines montre l’importance d’inclure de protéines de chaque espèce de

trypanosomes pour une détection pan-trypanosome.

Enfin, malgré l’évaluation de toutes ces protéines, la nécessité d’identifier de nou-

veaux candidats reste toujours importante car aucune des protéines testées, exceptée

la TbgBiP, ne pourra être incluse dans un test de diagnostic rapide. D’où l’objet du

prochain chapitre.
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8.1 Introduction

Trypanosoma congolense est l’un des principaux parasites responsables de la try-

panosomose animale africaine, maladie qui affecte très négativement l’élevage des

bovins et des petits ruminants. Au cours de l’infection de leurs hôtes, les trypano-

somes ont une localisation extracellulaire dans laquelle ils excrètent des molécules qui

affectent la physiologie de leur hôte (Silva Pereira et al., 2019, Tizard et al., 1978). Ces

facteurs peuvent être des protéines sécrétées ou relarguées au cours de la lyse cel-

lulaire (voir chapitre 3). La localisation de ces protéines font d’elles des cibles idéales

pour le diagnostic. D’autres part, les protéines sécrétées peuvent constituer des bio-

marqueurs pouvant être ciblés à des fins thérapeutiques ou vaccinales. Malgré cette
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importance, très peu d’études ont été effectuées sur le sécrétome de trypanosomes

africains (Geiger et al., 2010, Grebaut et al., 2009, Holzmuller et al., 2008).

Les deux chapitres précédents ont montré qu’il y a une nécessité de nouveaux

tests d’immunodiagnostic. Les protéines qui ont été évaluées n’ont pas montré des

performances optimales permettant leur inclusion dans des TDR. Toutefois, les résul-

tats prometteurs de la combinaison de protéines offrent la possibilité d’explorer plus

en détails cette nouvelle approche de combinaison de protéines pour le diagnostic

de la TAA. L’objectif de cette étude était d’identifier des nouveaux candidats fiables

et adaptés à évaluer dans un test de détection d’anticorps pour le sérodiagnostic de

T. congolense. Dans ce chapitre, nous avons essayé de répondre à cet objectif en

considérant deux objectifs spécifiques : 1-/ identifier et caractériser les protéines im-

munoréactives putatives du sécrétome par une anaylse protéomique du sécrétome de

T. congolense IL3000 et une analyse immuno-informatique, et 2-/ confirmer cette im-

munoréactivité par l’analyse de la réponse humorale (développée contre le sécrétome)

du système immunitaire de différentes races bovines. Nous avons pu identifier jusqu’à

142 protéines prédites comme hautement immunogéniques avec au moins 5 épitopes

dans leurs séquences. Les tests de sérums de bovins infectés expérimentalement par

T. congolense IL1180, ont quant-à-eux permis de détecter jusqu’à onze bandes entre

20 et 70 kDa du même ordre de taille moléculaire que celles identifiées en analyse

immuno-informatique. Quand bien même d’autres expériences sont nécessaires pour

valider l’identité des protéines détectées sur les immunoblots, ces résultats constituent

une base solide pour la sélection et l’évaluation de nouvelles protéines candidates au

sérodiagnostic.

8.2 Matériels et Méthodes

8.2.1 Matériels

8.2.1.1 Souche et culture de T. congolense IL3000

Dans cette étude, nous avons utilisé la souche IL3000 de T. congolense. Un sta-

billat de culture a été décongelé sur glace et 400 µL de la suspension de parasites ont

été ajoué à 5 mL de milieu de culture MEM complet contenant du sérum de chèvre
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dans une flasque de 25 cm2. Les parasites ont été incubés pendant une nuit à 37°C

puis maintenus en culture à 34°C dans une étuve à 5% de CO2 dans un environne-

ment humide. Pour amplifier la culture, les parasites adhérants ont été décollés de la

flasque à l’aide d’un gratteur de cellule (Falcon® Cell Scrapers). Environ 2,5 mL de la

suspension a été ajouté à 25 mL de milieu frais dans une flasque de 75 cm2, soit une

dilution de 1 :10. Ensuite, les parasites ont été incubés à 34°C, 5% de CO2 jusqu’à

confluence (entre 2 et 3 jours après inoculation du milieu frais).

8.2.1.2 Les échantillons de sérums de bovins

Un lot de 100 échantillons de sérums de bovins fournis par l’UMR Intertryp (Baillar-

guet, Montpellier, France) ont été utilisés. Ces échantillons sont issus du projet AAT-

TOL qui visait à étudier les phénotypes des races de bovins trypanotolérants et try-

panosusceptibles d’Afrique de l’Ouest. Au cours de ce projet, cinq races de bovins

(Zébu peul, Borgou, Lagunaire, Baoulé et N’Dama) ont été infectées expérimentale-

ment par T. congolense IL1180 (Berthier et al., 2015). Pour chaque race, cinq indivi-

dus ont été sélectionnés et pour chaque individu, un échantillon de pré-infection (-2)

et quatre échantillons post-infection aux dates (20, 26, 33 et 60) ont été sélectionnés.

La réactivité de l’ensemble de ces échantillons (excluant la race Baoulé) a été évaluée

sur le sécrétome de T. congolense IL3000.

8.2.2 Méthodes

8.2.2.1 Préparation du sécrétome de T. congolense IL3000

Une culture de T. congolense IL3000 à confluence dans une flasque 75 cm2 a été

raclée à l’aide du gratteur Falcon® Cell Scrapers. Les parasites décollés ont été cen-

trifugés à 1800 rpm pendant 10 minutes. Le culot de cellules a été resuspendu dans 5

mL de PBS 1x puis re-centrifugé 10 minutes à 1800 rpm pour être lavé. Cette opération

a été répétée une seconde fois et le culot a été resuspendu dans 1 mL de milieu MEM

sans sérum. De cette suspension, un volume de 10 µL a été dilué au 1/100 et les pa-

rasites ont été comptés au microscope sur une cellule de Mallassez. Pour obtenir une

préparation de sécrétome, 108 parasites ont été incubés, pendant 16 h à 34°C et 5%

CO2, dans 4 mL de Milieu de sécrétion. Ce dernier était du milieu MEM sans sérum, un

milieu stressant du fait de l’absence de sérum. À l’issue de cette incubation, l’intégrité
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de cellules a été évaluée par l’observation au microscope. Le surnageant contenant

le sécrétome a été séparé des parasites par centrifugation (1800 rpm, 10 minutes à

4°C) et filtré à l’aide d’un filtre à protéines à faible liaison de 0,45 µm. Le sécrétome a

été concentré à 200 µL final par centrifugation en utilisant un concentrateur (Thermo

ScientificTM Concentrateur de protéines PierceTM en PES, 2 à 6 mL, 88516S) à un seuil

de rétention des molécules à 10 kDa selon les instructions du fournisseur. Le tampon

de charge pour le SDS-PAGE a immédiatement été ajouté à la préparation concentrée

de 200 µL (soit 50 µL de tampon 4x). Le mélange a été bouilli à 100°C pendant 10

minutes et un aliquot a été analysé sur gel de polyacrylamide en comparaison avec

le profil d’une préparation d’extrait total de T. congolense IL3000. Les échantillons ont

ensuite été conservés à -20°C. Trois réplicats biologiques préparés dans les mêmes

conditions ont été envoyés à la plateforme protéome de l’université de Bordeaux pour

l’identification de protéines.

8.2.2.2 Analyse de la qualité du sécrétome sur gel de polyacrylamide

Le SDS-PAGE a été effectué sur les échantillons de sécrétome préparés ci-dessus.

L’extrait total de T. congolense a été préparé en mélangeant 5x106 parasites dans 10

µL de SDS-2% (avec inhibiteurs de protéase) avec 5 µL de tampon de charge 4x et

ensuite bouillit à 100°C pendant 10 minutes. Environ 15 µL d’échantillon de sécrétome

et 15 µL d’extrait total ont été chargés sur un gel préfabriqué Mini-PROTEAN TGX 4-

20% (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Les protéines ont été séparées à 200 V pendant

30-45 min dans le tampon Tris-Glycine-SDS (TGS) 1X. Après la migration, le gel a été

lavé à l’eau distillée et coloré avec InstantBlueTM (Abcam, Cambridge, UK). Le gel a

ensuite été photagraphié à l’imageQuantTM LAS 4000 (Cytiva, Washington, DC, USA).

8.2.2.3 Spectrométrie de masse : LC-MS/MS

L’identification de protéines par la spectrométrie de masse a été réalisée à la Pla-

teforme Proteome de l’Université de Bordeaux selon le protocole décrit dans l’annexe

4 page 186) par Jean-William Dupuy.
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8.2.2.4 Analyse de données protéomique

8.2.2.4.1 Bases de données et identification de peptides

Nous avons utilisé la base de données TriTrypDB : T.congo-IL3000 pour identifier les

protéines.

8.2.2.4.2 Analyse de l’ontologie génétique (GO)

Les données GO (Gene Ontology) ont été obtenues directement en effectuant un enri-

chissement GO dans la base de données tritryp. Les ontologies ont été identifiées en

considérant les processus biologiques, les fonctions moléculaires et les composants

cellulaires. Les protéines ont été classées dans différentes catégories fonctionnelles

avec un seuil fixé à 0,05. Ce seuil définit la probabilité qu’un terme GO (catégorie

fonctionnelle) apparaisse parmi la liste de gènes identifiés par l’analyse de masse plus

souvent qu’il n’apparaît dans l’ensemble des gènes de l’organisme en présence.

8.2.2.4.3 Prédiction des épitopes des cellules B

La présence des épitopes de lymphocytes B sur les séquences de protéines identifiées

a été prédite via l’algorithme Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 de la base de

données IEDB. Les séquences peptidiques de taille comprise entre 5 et 30 acides

aminés et prédites au seuil de 0,6 ont été considérées dans notre analyse.

8.2.2.4.4 Sélection de biomarqueurs de diagnostic pour la TAA

Les protéines identifiées par l’analyse protéomique du sécrétome ont été triées à plu-

sieurs niveaux pour la sélection et l’identification des protéines immunogéniques. (i)

Tout d’abord, nous avons sélectionné les protéines qui ont été détectées dans les trois

échantillons de sécrétome analysés par LC-MS/MS. (ii) De cette liste, les protéines de

taille comprise entre 20 et 70 kDa ont été sélectionnées. (iii) Les glycoprotéines va-

riantes de surface (VSG, Variant surface glycoprotein) ont été éliminées et la présence

d’épitopes de lymphocytes B a été réalisée sur chacune de protéine. Les protéines

possédant trois épitopes ou plus ont été considérés. Les termes GO et la présence

de peptide signal qui renseignent sur la localisation de protéines, ont été recherchés.

(iv) Les protéines disposant plus de 4 épitopes dans leurs séquences ont été consi-

dérées comme éligible à la liste de protéines immunodominantes du sécrétome de

T. congolense IL3000 et potentiellement candidates au diagnostic sérologique de T.
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congolense.

8.2.2.5 Immublotting sur sécrétome

Le protocole d’immunoblotting est décrit dans la sous-sous-section 5.2.3.4. Briè-

vement, 250 µL de sécrétome préparé ont été déposé sur un gel de polyacrylamide

de 10% dans un même puit et les protéines ont été séparées à 200 V pendant 30-45

minutes. Par la suite, les protéines ont été transférées sur une membrane de polyviny-

lidène grâce au système de transfert Trans-Blot® TurboTM de Bio-Rad en 7 minutes. La

membrane a été découpée en plusieurs bandelettes et chacune d’elles a été saturée

avec le tampon de blocage (PBS 1x, 0,1% de Tween-20, 5% de lait écrémé) pendant

2 h à température ambiante (RT). Chaque échantillon de sérum dilué au 1/200 dans

le tampon de blocage a été incubé avec une bandelette pendant 1 h à RT. Après la-

vage, la bandelette a été incubée pendant 1 h avec un anticorps secondaire conjugué

à la peroxydase. Après une seconde étape de lavage, la réaction a été révélée par

chimioluminescence à l’aide du substrat PierceTM ECL et les images ont été acquises

à l’ImageQuantTM LAS 4000.

8.2.2.6 Représentations graphiques et analyse statistique

Les graphiques ont été établis en utilisant le logiciel Excel 2016, Graph Pad Prism

5 et le logiciel R version 4.0.3. Les intensités des bandes détectées par l’expérience

d’immunoblotting ont été quantifiées via le logiciel ImageJ version 1.52k. La valeur du

niveau de gris soustraite du bruit de fond a été déterminée pour chaque bande et la

carte thermique (heatmap) a été établie avec R.

L’analyse de composantes principales (ACP) a été réalisée sur les valeurs d’inten-

sité obtenues par la quantification sur ImageJ. L’ACP centrée non réduite (afin que les

protéines les plus reconnues en immunblot est plus de poids que les autres) a été uti-

lisée pour identifier une variabilité particulière entre individus ou entre races de bovins

à l’aide du logiciel R.
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8.3 Résultats

8.3.1 Qualité de la préparation de sécrétome de T. congolense

IL3000

Pour s’assurer de l’intégrité des parasites au cours de leur incubation dans le milieu

de sécrétion, une observation microscopique a été effectuée. En comptant le nombre

de parasites qui présentaient une morphologie normale et une bonne motilité, nous

avons trouvé un ratio (nombre de parasites départ/nombre de parasites intacts après

sécrétion) de 0,94. Ce ratio montre que 94% de parasites étaient intacts après l’incu-

bation dans le milieu de sécrétion. En outre, nous avons fait migrer sur gel de polyacry-

lamide le sécrétome préparé et un extrait total de T. congolense IL3000 (Figure 8.1).

Sur ce gel, les deux échantillons de la préparation concentrée du sécrétome montrent

des profils identiques et très distincts de ceux du lysat total. La taille des protéines

présentes varie de 15 à 90 kDa avec une bande des protéines très abondante à 90

kDa (Figure 8.1).

FIGURE 8.1 – Profil du sécrétome de T. congolense IL3000 en comparaison avec le lysat
total. Gel SDS-PAGE avec coloration Coomassie montrant les protéines du sécrétome (10 µL
déposé) et le protéome total (5x106 trypanosomes dans 10 µL). KDa (KiloDalton) : représente
le marqueur de poids moléculaire.

Magamba TOUNKARA | Doctorat | Université de Bordeaux/Université Nazi Boni | 2021 168



8.3. Résultats

8.3.2 Caractérisation de protéines du sécrétome

8.3.2.1 Identification et ontologie génique de protéines du sécrétome

Pour identifier les protéines sécrétées ou excrétées par T. congolense dans une

culture in vitro, nous avons réalisé une analyse protéomique sur trois échantillons de

sécrétome préparés en parallèle. Grâce à une expérience de LC-MS/MS précédée

d’une digestion trypsique, nous avons détecté jusqu’à 1429 protéines, soit 12% du pro-

téome total de T. congolense IL3000. Les protéines ont été détectées avec un nombre

de peptides uniques variant de 2 à 78 et une masse moléculaire comprise entre 10 à

532 kDa. Parmi ces protéines, 97 étaient retrouvées uniquement dans un seul échan-

tillon, 136 protéines dans deux des échantillons et afin 1196 protéines dans les trois

échantillons analysés (Figure 8.3A). Ces dernières ont été celles considérées pour la

suite dans notre analyse.

L’analyse de fonction de ces protéines par l’enrichissement de l’ontologie génique a

montré que 82,87% (soit 992 protéines) ont une fonction moléculaire, métabolique ou

cellulaire connue et/ou putative. Le reste des protéines, 17,13% (205 protéines), était

de fonction inconnue (Figure 8.2A). Afin de minimiser le bruit de fond de cette ana-

lyse, l’enrichissement a été limité aux termes se trouvant dans des sous-ensembles

génériques, eux mêmes se trouvant dans les trois grandes catégories fonctionnelles à

savoir : la catégorie composante cellulaire, la fonction moléculaire, l’implication dans

un processus métabolique (Figure 8.2B-C-D). Les protéines détectées dans la catégo-

rie composante cellulaire, étaient essentiellement cytoplasmique (33%), organellaire

(29%), nucléaire (14%) ou rentrant dans la composition des complexes protéiques

(11%). Plus de 50% de protéines identifiées avaient une fonction biologique avec 14%

pour la seule fonction de liaison ionique (ion binding). D’un point de vue métabolique,

les protéines détectées étaient majoritairement impliquées dans la traduction (19%), le

métabolisme des petites molécules (25%) et dans le processus catabolique (16%).

8.3.2.2 Identification de protéines immunogéniques putatives

En 1993, Authié et al, ont montré que la plupart de protéines immunoréactives d’un

lysat total de T. congolense était détectée à un poids moléculaire variant de 20 à 70 kDa

(Authiée et al., 1993). Considérant cette observation, 837 protéines ont été sélection-
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FIGURE 8.2 – Classification en catégories fonctionnelles des protéines identifiées dans
le sécrétome de T. congolense IL3000. Les protéines ont été catégorisées directement sur
le site TriTrypDB. La somme des pourcentages de protéines des trois grandes catégories dé-
passent 100% car un même gène peut appartenir aux trois catégories fonctionnelles à la fois.
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nées (70%) avec un poids moléculaire se situant dans cet intervalle de tailles (Figure

8.3A-B). Pour identifier des protéines pouvant potentiellement constituer des biomar-

queurs au diagnostic sérologique de T. congolense, la stratégie de tri de données, pré-

sentée dans la Figure 8.3A a été adoptée. Dans un premier temps, nous avons sous-

trait les glycoprotéines variantes de surface (67 VSG détectées) et l’analyse de prédic-

tion d’épitopes potentiels (cibles des anticorps de lymphocytes B) a été réalisée sur les

770 protéines retenues en considérant un seuil de 0,6 supérieur au seuil optimal défini

sur la base de données IEDB (Immune Epitope Database). Nous avons identifié 97 pro-

téines (12,56%) qui ne présentaient aucun épitope linéaire sur leur séquence (Figure

8.3C). Le nombre d’épitopes prédits par protéine était compris entre 1 et 12 épitopes.

Parmi les protéines qui présentaient un épitope ou plus, 533 protéines (69%) ont mon-

tré moins de 5 épitopes. Les protéines les plus immunogéniques putativement (142

protéines) possédaient dans leur séquence 5 épitopes ou plus et représentaient moins

de 20% des protéines soumises à cette analyse immuno-informatique (Tableau 8.1, Fi-

gure 8.3C). Parmi ces protéines immunogéniques, neuf présentaient entre 9 et 12 épi-

topes, du même ordre que le nombre d’épitopes prédit pour certaines VSG. C’est no-

tamment le cas des trois protéines hypothétiques conservées (TcIL3000_10_3290.1,

TcIL3000_10_10720.1 et TcIL3000_1_200.1) qui ont été détectées avec 9, 10 et 12

épitopes respectivement ; une mannosidase (TcIL3000_8_2830.1) avec 9 épitopes et

trois protéines ribosomales avec 10 (TcIL3000.11.2170.1, TcIL3000.11.2830.1) et 11

épitopes (TcIL3000_4_1450.1). Comme attendu, une glycoprotéine invariante de sur-

face (TcIL3000_0_35560.1) avec 10 épitopes a également été détectée (Tableau 8.1).

8.3.3 Réactivité des sérums de différentes races de bovins aux

protéines immunoréactives du sécrétome

Pour affiner notre analyse et montrer expérimentalement l’immunoréactivité de pro-

téines du sécrétome de T. congolense, nous avons testé une centaine d’échantillons de

sérums provenant de quatre races bovines différentes, infectées expérimentalement

par T. congolense IL1180, sur le sécrétome de T. congolense IL3000. Pour chaque

individu, un sérum pré-immun, trois sérums prélevés entre 20 et 33 jours après infec-

tion et un sérum tardif prélevé deux mois après l’infection ont été testés par western

blot sur bandelettes (immunoblotting). La Figure 8.4 montre la réactivité de chaque
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FIGURE 8.3 – Identification des protéines immunogéniques putatives de T. congolense
IL3000 comme biomarqueurs pour le diagnostic. A. Stratégie de sélection des protéines
immunogéniques du sécrétome. B. Nombre de protéines identifiées en fonction du poids mo-
léculaire. C. Prédiction d’épitopes sur les protéines de 20 à 70 kDa et pourcentage de pro-
téines par nombre d’épitopes prédits. La stratégie : les protéines détectées au moins 3 fois par
spectrométrie de masse ont été classées en fonction de leur taille. Sur les protéines de taille
comprise entre 20 et 70 kDa, une analyse de prédiction d’épitopes a été réalisé au seuil de
0,6 avec des peptides de taille comprise entre 5 et 30 acides aminés comme éligibles avec
l’algorithme Bepipred 2.0.
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TABLE 8.1 – Protéines identifiées avec plus de quatre épotopes dans leurs séquences.

Accession Description Peptides

Peptides 

Uniques AA kDa Epitopes

TcIL3000_0_57520.1 kinetoplastid-specific phospho-protein phosphatase, putative 5 5 627 69 12

TcIL3000_1_200.1 hypothetical protein, conserved 3 3 616 66 12

TcIL3000_4_1450.1 ribosomal protein L3, putative 21 21 429 49 11

TcIL3000_0_35560.1 invariant surface glycoprotein, putative 9 9 542 60 10

TcIL3000.11.2170.1 mRNA export factor MEX67 7 7 574 62 10

TcIL3000_10_10720.1 hypothetical protein, conserved (fragment) 8 8 589 64 10

TcIL3000.11.2830.1 ribosome assembly protein RRB1, putative 2 2 569 64 10

TcIL3000_10_3290.1 hypothetical protein, conserved 6 6 508 56 9

TcIL3000_8_2830.1 mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative 5 5 598 66 9

TcIL3000_10_210.1 protein kinase, putative 18 18 508 58 8

TcIL3000_0_42210.1 invariant surface glycoprotein, putative 13 4 423 46 8

TcIL3000_0_17210.1 invariant surface glycoprotein, putative 12 12 385 43 8

TcIL3000_4_3390.1 nucleolar protein, putative 7 7 568 63 8

TcIL3000_0_12460.1 65 kDa invariant surface glycoprotein, putative 3 3 419 46 8

TcIL3000_1_1340.1 exosome-associated protein 1, putative 4 4 391 42 8

TcIL3000.11.8800.1 carbonic anhydrase-like protein 2 2 414 45 8

TcIL3000_0_29070.1 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, putative 3 3 468 52 8

TcIL3000_0_22870.1 histone deacetylase 4 3 3 588 65 8

TcIL3000_3_2100.1 serine/threonine-protein kinase, putative 18 18 502 56 7

TcIL3000_0_22080.1 invariant surface glycoprotein, putative 13 5 428 47 7

TcIL3000.11.15300.1 bilobe region protein, putative 5 5 354 39 7

TcIL3000.11.14360.1 nuclear RNA binding domain 17 17 270 29 7

TcIL3000_4_770.1 ruvB-like DNA helicase, putative 19 19 459 50 7

TcIL3000_8_1810.1 Golgi/lysosome glycoprotein 1, putative 11 11 615 67 7

TcIL3000_10_11680.1 tubulin cofactor C domain-containing protein RP2, putative 7 7 456 49 7

TcIL3000_3_1550.1 hypothetical protein 10 10 314 35 7

TcIL3000_8_6060.1

Phosphorylated CTD interacting factor 1 WW domain 

containing protein, putative 6 6 565 63 7

TcIL3000_6_390.1 ccr4-not transcription complex subunit 2 6 6 286 32 7

TcIL3000_0_05260.1 heat shock protein HslVU, ATPase subunit HslU, putative 7 7 478 53 7

TcIL3000_0_44870.1 PFU (PLAA family ubiquitin binding), putative 5 5 555 60 7

TcIL3000_0_19190.1 protein kinase, putative (fragment) 6 6 439 49 7

TcIL3000.11.6810.1 inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) 5-phosphatase, putative 4 4 555 61 7

TcIL3000.11.15310.1 hypothetical protein (fragment) 3 3 230 26 7

TcIL3000.11.4490.1 hypothetical protein, conserved 3 3 518 59 7

TcIL3000_6_3790.1 eukaryotic translation initiation factor 3 subunit d 15 15 493 56 6

TcIL3000_3_3490.1 dynein intermediate chain WDRD34, putative 9 9 532 57 6

TcIL3000_0_58190.1 quiescin sulfhydryl oxidase 8 8 522 59 6

TcIL3000_9_1800.1 actin-like protein 3, putative 7 7 416 47 6

TcIL3000_5_50.1 hypothetical protein, conserved 7 7 365 40 6

TcIL3000_10_1220.1 hypothetical protein, conserved 8 8 245 28 6

TcIL3000_0_11870.1 Transferrin receptor-like, ESAG6-like 17 4 396 43 6

TcIL3000_0_22060.1 invariant surface glycoprotein, putative 20 10 477 50 6

TcIL3000_0_11880.1 Transferrin receptor-like, ESAG6-like 16 14 392 43 6

TcIL3000_0_46780.1 Transferrin receptor-like, ESAG6-like 17 16 396 43 6

TcIL3000_9_3370.1 polyadenylate-binding protein 1, putative 16 16 552 62 6

TcIL3000_0_18890.1 Transferrin receptor-like, PAG-like 17 6 393 44 6

TcIL3000_10_7500.1 CCR4-NOT transcription complex subunit 10, putative 17 17 599 66 6

TcIL3000_8_6540.1 hypothetical protein, conserved 17 17 585 66 6

TcIL3000_0_07710.1 Transferrin receptor-like, ESAG6-like 12 6 398 43 6

TcIL3000.11.10830.1 regulator of chromosome condensation 1-like protein 14 14 625 69 6

TcIL3000_8_5320.1 apurinic/apyrimidinic endonuclease, putative 11 11 400 44 6
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TcIL3000_10_12240.1 Histone chaperone Rttp106-like, putative 10 10 552 61 6
TcIL3000_4_3050.1 Carnosine N-methyltransferase, putative 10 10 437 49 6
TcIL3000_0_26980a.1 hypothetical protein, conserved (fragment) 9 9 394 43 6
TcIL3000_0_06660.1 Calcineurin-like phosphoesterase, putative 8 8 450 50 6
TcIL3000_10_11040.1 predicted zinc finger protein 6 6 324 34 6
TcIL3000_7_4940.1 mercaptopyruvate sulfurtransferase, putative 7 7 376 42 6
TcIL3000_10_7310.1 glucose transporter, putative 3 3 527 57 6
TcIL3000.11.4250.1 mannose-specific lectin, putative 4 4 626 70 6
TcIL3000_10_10140.1 hypothetical protein, conserved 5 5 462 49 6
TcIL3000_3_1020.1 General negative regulator of transcription subunit 5 6 6 623 69 6
TcIL3000.11.9810.1 hypothetical protein 2 2 364 37 6
TcIL3000_10_3350.1 hypothetical protein, conserved 3 3 399 43 6
TcIL3000_0_50900.1 protein kinase, putative 5 2 442 49 6
TcIL3000_0_15990.1 invariant surface glycoprotein, putative 3 3 434 47 6
TcIL3000_9_1010.1 cyclophilin type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative 3 3 319 36 6
TcIL3000_0_02600.1 MYND finger containing protein, putative 4 4 507 57 6
TcIL3000_6_2890.1 Domain of unknown function (DUF814), putative 3 3 208 25 6
TcIL3000_0_00060.1 endoplasmic reticulum oxidoreductin, putative 3 3 444 50 6
TcIL3000_10_6020.1 hypothetical protein, conserved 4 4 523 58 6
TcIL3000_8_6140.1 hypothetical protein, conserved 2 2 378 42 6
TcIL3000.11.13730.1 hypothetical protein, conserved 2 2 285 31 6
TcIL3000_0_46210.1 hypothetical protein, conserved 2 2 295 33 6
TcIL3000.11.6250.1 RNA-binding protein 38, putative 2 2 471 52 6
TcIL3000_0_41370.1 Poly(A)-specific ribonuclease PARN-1 2 2 586 66 6
TcIL3000_4_2270.1 Endonuclease/Exonuclease/phosphatase family, putative 3 3 507 56 6
TcIL3000_3_510.1 PRP38 family, putative 2 2 524 59 6
TcIL3000_0_44210.1 cysteine peptidase, Clan CA, family C1, Cathepsin L-like 13 7 524 57 5

TcIL3000_10_8120.1 L-2-hydroxyglutarate dehydrogenase, mitochondrial, putative 12 12 524 57 5
TcIL3000.11.14330.1 Pab1p-dependent poly(A) ribonuclease subunit, putative 7 7 505 56 5
TcIL3000.11.13530.1 membrane-bound acid phosphatase 2 5 5 496 55 5
TcIL3000_0_14840.1 Transferrin receptor-like, PAG-like 19 19 428 48 5
TcIL3000.11.7660.1 acidocalcisomal pyrophosphatase 15 15 415 48 5
TcIL3000_0_42200.1 invariant surface glycoprotein, putative 15 12 427 46 5
TcIL3000_0_08990.1 SET domain containing protein, putative 15 15 405 45 5
TcIL3000_2_960.1 RNA-binding protein, putative 10 10 407 47 5
TcIL3000_0_17710.1 homocysteine S-methyltransferase, putative 7 7 432 48 5
TcIL3000_5_1580.1 protein phosphatase 2C, putative 5 5 416 45 5
TcIL3000_0_32800.1 hypothetical protein, conserved 5 5 412 46 5
TcIL3000_9_6340.1 60S ribosomal protein L5, putative 10 10 348 39 5
TcIL3000_9_2190.1 inositol-1(or 4)-monophosphatase, putative 11 11 364 40 5
TcIL3000_0_42440.1 60S ribosomal protein L13, putative 11 11 218 25 5
TcIL3000_0_56640.1 60S ribosomal protein L27a 7 7 239 27 5
TcIL3000.11.14520.1 ubiquitin-conjugating enzyme E2, putative 5 5 247 28 5

TcIL3000_10_13150.1
DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1, 
putative 6 6 258 29 5

TcIL3000_0_56720.1 hypothetical protein, conserved 5 5 240 27 5
TcIL3000_4_700.1 V-type ATPase, A subunit, putative 33 33 610 68 5
TcIL3000_0_29570.1 glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal 26 26 607 68 5
TcIL3000_0_28270.1 cysteine peptidase, Clan CA, family C1, Cathepsin L-like 18 5 447 48 5
TcIL3000_0_11910.1 Transferrin receptor-like, ESAG6-like 23 22 391 43 5
TcIL3000_0_17860.1 cysteine peptidase, Clan CA, family C1, Cathepsin L-like 13 3 445 48 5
TcIL3000_9_4350.1 polyadenylate-binding protein 2 23 23 557 62 5
TcIL3000_0_38630.1 hypothetical protein 20 20 411 45 5
TcIL3000_0_42190.1 invariant surface glycoprotein, putative 16 6 516 55 5
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TcIL3000_7_3730.1 PX domain containing protein, putative (fragment) 12 12 365 40 5
TcIL3000.11.13540.1 Present in the outer mitochondrial membrane proteome 10 16 16 554 61 5
TcIL3000_0_32170.1 Transferrin receptor-like, PAG-like 15 2 421 48 5
TcIL3000_7_580.1 protein kinase C substrate protein, heavy chain, putative 19 19 477 54 5
TcIL3000_8_7190.1 serine/threonine-protein kinase a, putative 13 13 440 50 5
TcIL3000.11.1490.1 guide RNA-binding protein of 21 kDa 9 9 207 24 5
TcIL3000_9_1940.1 nucleosome assembly protein-like protein, putative 9 9 420 48 5
TcIL3000_10_5840.1 vacuolar protein sorting-associated protein 45, putative 10 10 588 65 5
TcIL3000_8_2880.1 hypothetical protein, conserved 8 8 300 34 5
TcIL3000_0_22360.1 NADH-dependent fumarate reductase 9 5 451 49 5
TcIL3000_6_1750.1 pdz domain containing protein, putative (fragment) 9 9 608 67 5
TcIL3000_0_34540.1 phosphoinositide-binding protein, putative (fragment) 7 7 303 35 5
TcIL3000_0_37860.1 rac serine-threonine kinase, putative 4 4 457 52 5
TcIL3000_9_270.1 Lys-63-specific deubiquitinase BRCC36, putative 6 6 395 44 5
TcIL3000.11.11480.1 Casein kinase II subunit beta, putative 4 4 292 33 5
TcIL3000_4_1510.1 hypothetical protein, conserved 6 6 579 65 5
TcIL3000.11.8250.1 Major Surface Protease 6 6 572 63 5
TcIL3000_10_6650.1 ubiquitin fusion degradation protein, putative 6 6 316 35 5
TcIL3000_8_310.1 nucleolar RNA-binding protein, putative 3 3 325 34 5
TcIL3000_0_04870.1 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, putative 4 4 328 36 5

TcIL3000_3_3060.1
Ankyrin repeats (many copies)/Ankyrin repeats (3 copies), 
putative 5 5 355 40 5

TcIL3000_10_8610.1 Regulatory particle triple-A ATPase subunit 6 6 6 400 45 5
TcIL3000_6_3190.1 zinc finger of C3HC4-type, RING/B-box zinc finger, putative 4 4 565 63 5
TcIL3000_0_54640.1 cyclophilin-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative 4 4 225 25 5
TcIL3000_7_1830.1 proteasome regulatory ATPase subunit 1 4 4 437 49 5
TcIL3000_3_2470.1 hypothetical protein, conserved 5 5 393 43 5
TcIL3000_0_47810.1 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, putative 5 5 555 63 5

TcIL3000_0_50910.1
Intraflagellar transport complex B protein 46 C terminal, 
putative 3 3 392 45 5

TcIL3000_3_500.1 hypothetical protein, conserved 3 3 199 22 5
TcIL3000_7_1640.1 DNA primase small subunit, putative 4 4 417 47 5
TcIL3000_6_3700.1 hypothetical protein, conserved 2 2 327 35 5
TcIL3000_6_1060.1 hypothetical protein, conserved 4 4 573 65 5
TcIL3000_5_2920.1 mitochondrial DNA polymerase beta, putative 2 2 408 46 5
TcIL3000_0_37510.1 hypothetical protein, conserved 2 2 577 63 5
TcIL3000_0_38460.1 hypothetical protein, conserved 2 2 233 26 5
TcIL3000_0_52490.1 Vta1 like, putative 2 2 340 37 5
TcIL3000.11.9950.1 tubulin binding cofactor c, putative 3 3 307 34 5
TcIL3000_3_1480.1 AGC essential kinase 1 2 2 408 46 5
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échantillon testé individuellement. Au total, onze tailles moléculaires différentes anno-

tées de (a) à (h) ont été détectées. Une réponse hétérogène entre individus et races

a été observée. Cependant, des protéines immunoréactives à quatre tailles molécu-

laires majeures ont été retrouvées chez toutes les races avec un effet temporel. Il

s’agit des bandes à 58, 47, 39 et 27 kDa dont les intensités sont représentées sur

la carte thermique (Figure 8.5). La bande à 58 kDa est détectée très précocement

chez toutes races dès 20 jours après infection (DPI) et son intensité diminue fortement

après deux mois d’infection (Figures 8.4, 8.5). À l’inverse, les bandes de 27 et de 39

kDa sont détectées plus tardivement avec une forte réactivité à 60 DPI chez les quatre

races. En excluant la bande à 51±4 kDa se trouvant dans la zone de détection de la

VSG, plusieurs protéines présentant des épitopes dans leurs séquences peuvent cor-

respondent aux bandes détectées (Tableau 8.1). Citons par exemple la cystéine pepti-

dase L-like (TcIL3000_0_44210.1, 5 épitopes) ou la protéine hypothétique conservée

(TcIL3000.11.4490.1, 7 épitopes) pour la bande de 58 kDa ; la protéine hypothétique

conservée (TcIL 3000_5_50.1, 6 épitopes) pour la bande de 39 kDa ou la protéine L13

ribosomale 60S (TcIL3000_0_42440.1, 5 épitopes) pour la bande de 27 kDa. L’ACP

n’a montré aucune différence notable entre race (Figure 8.6).

8.4 Discussion et Perspectives

L’élaboration d’outils de diagnostic adéquats pour la trypanosomose animale afri-

caine est une priorité car ces outils sont indispensables à la mise en place des pro-

grammes de surveillance et de lutte contre cette maladie. Comme précédemment

abordé dans le chapitre 6 et 7, le sérodiagnostic est à l’heure actuelle, la méthode

de diagnostic la mieux adaptée aux études épidemiologiques de la TAA. Plusieurs

tests ont été proposés. Toutefois, le besoin en nouvelles protéines immunoréactives à

utiliser comme antigènes, individuellement ou dans un cocktail pour développer des

nouveaux tests ou améliorer les tests existants, reste important. Répondre à cette pro-

blématique était l’un des objectifs principaux de cette thèse. Pour ce faire, nous avons

réalisé une analyse protéomique sur le sécrétome de T. congolense IL3000. À l’aide

d’un outil de prédiction d’immunogénicité, une centaine de protéines ont été identi-

fiées avec de tailles comprises entre 20 et 70 kDa et présentant 5 épitopes ou plus

dans leurs séquences. L’analyse de la réactivité des sérums provenant de différentes
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FIGURE 8.4 – Analyse par immunoblotting du profil des réponses anticorps des races bo-
vines au sécrétome de T. congolense. A. Zebu felani (5 animaux) ; B. Bourgou (5 animaux) ;
C. Lagunaire (4 animaux) et D. N’Dama (5 animaux). Les protéines ont été séparées par SDS-
PAGE et transférées sur une membrane PVDF. La membrane a été coupée en bandelettes qui
ont été incubées pour chaque animal avec un sérum naïf (-2), des sérums prélevés à la phase
aiguë (20, 26), un sérum au pic d’anticorps de bovin (33) et un sérum tardif (60). Les bandes
détectées sont annotées de a à h avec e*=f et g**=h. Le marqueur de tailles moléculaires (kDa)
se trouve à gauche.
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FIGURE 8.5 – Niveaux de réactivité des sérums de bovins aux protéines du sécrétome
de T. congolense IL3000 en carte thermique. L’intensité des bandes détectées en immuno-
blotting a été quantifié par le logiciel de traitement d’image : ImageJ. Les niveaux de gris des
bandes pour chaque animal et pour chaque race ont été présentés dans une carte thermique
sur R. L’intensité augmente du noir vers le rouge.

FIGURE 8.6 – Analyse des composantes principales des intensités des bandes de l’im-
munoblotting. A. ACP centrée non réduite basé sur la réactivité globale de chaque race ; B.
ACP centrée non réduite basé sur le temps de prélèvement post-infection de sérums.
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races bovines infectées par T. congolense IL1180 a permis de détecter des protéines

à quatre tailles moléculaires majeures (58, 47, 39 et 27 kDa). À ces tailles correspond

un grand nombre des protéines caractérisées in sillico comme immunogéniques. Ces

résultats fournissent une base importante pour guider le choix des nouvelles protéines

à évaluer en sérodiagnostic de la TAA.

Les méthodes d’identification de protéines immunoréactives de trypanosomes sont

diverses et présentent des avantages différents en fonction de la technologie employée

(voir chapitre 3). Dans la littérature, quelques études basées sur l’analyse protéomique

ont été réalisées sur le sécrétome de différentes espèces et souches de trypanosomes.

Elles visaient notamment à identifier et caractériser à partir d’une analyse de masse,

les facteurs pathogéniques sécrétés activement par les trypanosomes (Geiger et al.,

2010, Grebaut et al., 2009, Holzmuller et al., 2008). Dans la présente étude, nous

avons employé à la fois la spectrométrie de masse, l’immuno-informatique et l’im-

munodétection pour caractériser les protéines immunoréactives du sécrétome de T.

congolense. La préparation du sécrétome est une étape cruciale pour l’analyse de sa

composition. Ainsi, nous avons utilisé un protocole optimisé pour avoir une préparation

enrichie en protéines sécrétées et excrétées de T. congolense en limitant le risque de

contamination par les protéines non sécrétés. Le protocole utilisé dans les études pré-

cédemment évoquées consistait à incuber un nombre important de parasites 2x108/mL

pendant 2 h dans un milieu initialement conçu pour T. brucei. Nous avons opté pour

une incubation plus longue avec deux fois moins de parasites et quatre fois plus de

milieu pour se rapprocher le plus près possible de conditions naturelles d’infection

chez l’hôte mammifère. Le profil obtenu en SDS-PAGE est typique du sécrétome de

T. congolense IL3000. Les protéines détectées avaient entre 15 et 100 kDa comme

observé par Grébaut et al. (2009) en 2D SDS-PAGE (Grebaut et al., 2009).

L’analyse protéomique a permis d’identifier un nombre total de 1429 protéines avec

1196 protéines détectées dans les trois échantillons préparés et analysés en paral-

lèle. Ce nombre dépasse largement le nombre record de protéines identifiées dans le

sécrétome de trypanosomes, précédemment signalé dans les études antérieures (Gei-

ger et al., 2010). Ceci pourrait s’expliquer notamment par la durée de l’incubation de

parasites lors de la préparation du sécrétome. La période d’incubation aurait favorisé
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à la fois la sécrétion de protéines habituellement décrites mais également le rélar-

gage d’autres protéines (pour éviter leur accumulation) dans ces conditions de stress

important. Un grand nombre de ces protéines avait une localisation et une fonction cy-

toplasmique et organellaire. Ceci serait éventuellement dû à un stress trop important

responsable de la mort d’un certain nombre de parasites. La spectrométrie de masse

étant très sensible, la libération d’une petite quantité de protéines du cytoplasme ou

des organites suffirait pour avoir une préparation de sécrétome contaminée. Toutefois,

en confrontant nos résultats avec les données de la littérature, nous avons remarqué

qu’il est assez courant que de telles protéines se retrouvent dans le sécrétome non

seulement chez les trypanosomes (Grebaut et al., 2009) mais également chez d’autres

trypanosomatides comme Leishmania (Silverman et al., 2008). En effet, il semblerait

que la sécrétion de protéines de T. congolense s’effectue essentiellement par la voie

non classique proche de celle des bactéries et que seul un petit nombre de protéines

du sécrétome possèdent un peptide signal (Grebaut et al., 2009). Nous avons égale-

ment noté cette faible proportion des protéines à signal de sécrétion. Seulement 190

protéines ont présenté un peptide signal lors de l’analyse de nos données sur la base

de données TritrypDB.

Les objectifs spécifiques de notre étude étaient d’une part d’identifier les protéines

immunoréactives putatives par une analyse immuno-informatique et d’autre part éva-

luer la réponse anticorps de différentes races bovines contre ces protéines du sé-

crétome. Constituant l’une des plus exhaustives analyses réalisées sur le sécrétome

de T. congolense, l’analyse immuno-informatique a permis d’identifier pas moins de

140 protéines qui possédaient 5 épitopes ou plus dans leurs séquences. Ces résultats

constituent une importante base de données pour la sélection de nouvelles protéines

candidates pour l’immuno-diagnostic. Grâce à cette analyse, nous avons pu retrouver

la majorité des protéines immunodominantes (sécrétées) évaluées en diagnostic et/ou

dans la stratégie vaccinale. Citons : les cathépsines L-like (Cortez et al., 2009, Eyssen

et al., 2018, Ortiz et al., 2009), plusieurs glycoprotéines invariantes de surface (Fle-

ming et al., 2014, Ziegelbauer and Overath, 1992), la tubuline (Lubega et al., 2002).

Par ailleurs, les immunoblots issus du test des sérums des bovins sur la préparation

de sécrétome a permis de détecter plusieurs protéines entre 20 et 70 kDa. Ce résultat

confirme l’analyse de prédiction d’épitopes et suggèrent indéniablement la présence
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de plusieurs protéines immunoréactives. Mise à part la différence au niveau des tailles

de bandes détectées, ce résultat est également en accord avec l’étude d’Authié et

al. (1993), qui ont montré l’immunoréactivité d’un grand nombre de protéines de taille

comprise entre 20 et 70 kDa du lysat total de T. congolense (Authiée et al., 1993). En

outre, quoique l’ACP ne montre pas de différences notables entre les races, mais plu-

tôt une évolution temporelle de la réponse sérologique, il semble, selon les heatmaps,

que les bovins de races N’Dama et Lagunaire répondent à une plus grande diversité

d’antigènes que les Zébus et les Borgous. Ceci encourage l’exploration de la diffé-

rence entre bovins trypanotolérants et trypanosusceptibles au travers de la réponse

immunitaire humorale spécifique au sécrétome.

Les différentes limitations de cette étude sont : 1-/ l’absence d’un test de viabilité

cellulaire pour s’assurer plus précisément de la qualité de la préparation de sécrétome.

Même si la répétition de l’expérience accorde de la confiance, cela ne remplace pas

les données du test d’apoptose. Toutefois, nous avons recherché dans la liste des pro-

téines identifiées par la spectrométrie de masse des marqueurs de la lyse cellulaire

ou organellaire comme l’enolase, aldolase et la protein BiP (immunoglobulin binding

protein). La BiP a été le marqueur utilisé par Grébaut et al. (2009) et son absence

permettait d’apprécier l’intégrité de parasites au cours de l’incubation (Grebaut et al.,

2009). Nous n’avons détecté aucune de ces protéines parmi les 1429 protéines détec-

tées, ce qui suggère fortement que les parasites sont restés intacts lors de l’incubation.

2-/ nous n’avons pas analysé le lysat total en protéomique. Cela aurait pu aider à déter-

miner le degré d’enrichissement de chaque protéine détectée dans le sécrétome. Ainsi,

les protéines les plus abondantes pourront être sélectionnées et ciblées pour les tests

de détection d’antigènes. C’est une expérience complémentaire et très informative à

envisager.
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Conclusion générale

La trypanosomiase (pour l’Homme) et la trypanosomose (pour l’animal) sont des

maladies qui affectent respectivement les humains et les animaux, domestiques et

sauvages. La trypanosomiase humaine africaine ou maladie du sommeil compte ac-

tuellement moins de 1000 cas en Afrique et est limitée à quelques foyers épidémiques

(OMS, 2020). Très récemment, deux pays Ouest africains, en l’occurrence le Togo et la

Côte d’ivoire, ont reçu la validation de l’OMS sur l’élimination de cette maladie comme

problème de santé publique (OMS, 2020, 2021). Cette validation a été obtenue car

moins d’un cas par 10 000 habitants a été noté dans ces pays pendant au moins cinq

ans. Cette élimination a été atteinte grâce à la forte réduction de nombre de cas dans

les foyers endémiques par des mesures robustes de contrôle et de surveillance, au

dépistage actif (et passif) des populations à risque et à la lutte anti-vectorielle (OMS,

2021). Plusieurs autres pays africains ont entamé le processus pour obtenir cette va-

lidation. Citons : Le Bénin, le Burkina Faso, le Cameroun et le Ghana. Ainsi l’objectif

de l’OMS qui est d’éradiquer la maladie du sommeil reste un objectif à porter de main

si les efforts se poursuivent dans cette voie. De l’autre côté, si la lutte anti-vectorielle

participe également à l’élimination de la trypanosomose animale africaine au travers

du programme PATTEC, les stratégies de contrôle et de surveillance qui dépendent

d’un diagnostic actif (et passif) rencontrent quelques difficultés (revu dans Büscher

et al., 2019, Desquesnes and Dávila, 2002, Ijagbone et al., 1989). Premièrement, un

programme de dépistage harmonisé semble absent. En second lieu les outils de diag-

nostic adaptés aux études épidemiologiques sont peu ou pas accessibles (Peeling and

Mabey, 2014).

L’objectif des travaux présentés dans cette thèse était d’étudier et d’identifier des

nouveaux candidats de diagnostic en particulier le diagnostic séro-immunologique de

la TAA. Dans la première étude de cette thèse, nous avons montré que l’utilisation

combinée de la bio-informatique et de test immuno-enzymatique permet de caractéri-
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ser nettement le potentiel diagnostic des protéines recombinantes en sérodiagnostic.

Le test individuel de protéines a certes montré un potentiel insuffisant, mais nous avons

pu prouver que la combinaison des protéines (d’immunoréactivité proche) sous forme

de cocktail d’antigènes présente une meilleure performance diagnostique et permet

d’augmenter significativement la sensibilité du test immuno-enzymatique. Les combi-

naisons testées permettaient de distinguer significativement les sérums positifs des

sérums naïfs (ou négatifs). Ensuite, nous avons montré dans la seconde étude que

l’association de protéines d’immunoréactivités très différentes n’a pas d’effet positif en

sérodiagnostic quand bien même que la spécificité des tests ait été maintenue élevée.

Ces données font donc de cette approche de combinaison une stratégie à adopter pour

le développement des nouveaux outils de diagnostic pour la TAA avec une combinai-

son judicieuse des antigènes utilisés. Une telle stratégie permettra de développer un

test pan-trypanosomes pour détecter toutes les espèces impliquées dans la TAA ou un

test espèce-spécifique en fonction des protéines qui seront combinées. Pour atteindre

un tel objectif, il faut disposer d’un large choix de protéines immunoréactives. Dans ce

sens, nous avons réalisé une analyse protéomique au travers de laquelle nous avons

identifié jusqu’à 142 nouvelles protéines sécrétées/excrétées d’immunogénicité puta-

tive élevée. Les protéines identifiées présentaient toutes cinq épitopes ou plus dans

leurs séquences. Ces protéines pourraient être testées pour le développement des

dits tests.

In fine, la synthèse des peptides englobant les épitopes les plus immunodominants

ou encore des chimères de plusieurs de ces protéines pourraient être employée, ce qui

permettrait à la fois de pallier le problème de standardisation et d’améliorer nettement

la sensibilité et la spécificité des tests à développer.

Les difficultés ayant constituées des points limitants pour les différentes études

menées au cours de cette thèse sont entre autres : 1-/ la faible disponibilité de sé-

rums expérimentaux (absence d’animaux infectés par T. vivax et un nombre très limité

d’échantillons positifs à T. brucei brucei), 2-/ absence de sérums de référence de bo-

vins (seulement deux échantillons) et de petits ruminants, et 3-/ l’absence totale d’un

plateau de culture bactérienne et de purification de protéines recombinantes dans le

laboratoire d’accueil en Afrique (le CIRDES). Ajouter à celles là, la difficulté de se
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procurer certains réactifs au CIRDES, plusieurs expériences préalablement planifiées

dans le cadre de cette thèse n’ont pas pu être réalisées. L’évaluation du potentiel diag-

nostique des protéines de T. vivax et en partie de T. brucei brucei est ainsi incomplète

d’un point de vue expérimentale. D’autre part, il faut noter que l’infection de bovins est

une expérience onéreuse surtout pour certains laboratoires du sud dont le CIRDES

qui dépendrait quasiment des financements de collaborations avec les pays du nord.

En outre une telle expérience pose des problèmes éthiques non négligeables.

En termes de difficultés techniques, nous avons été confrontés essentiellement à

l’absence des réactifs, des consommables et des équipements spécifiques pour la

préparation des antigènes recombinants. Le CIRDES est certes un laboratoire de ré-

férence en zone d’endémie sur le diagnostic de la TAA, toutefois il ne dispose pas

d’expertise sur place pour produire des antigènes recombinants. L’acquisition d’un tel

plateau aurait pourtant constituer un élément essentiel à la fois pour renforcer sa recon-

naissance en tant que laboratoire de référence et éventuellement pour aider à trouver

d’autres partenariats notamment dans le secteur privé.

Perspectives
Plusieurs expériences supplémentaires sont à envisager pour compléter ce travail

selon les différents sujets abordés :

Évaluation de protéines pour le sérodiagnostic

Dans la seconde activité de cette thèse, les cathépsines, qui ont été sélectionnées

pour leur immunogénicité décrite dans la litterature, n’ont pas pu être purifiées et tes-

tées dans les tests de combinaison. Pourtant, elles sont des cibles hautement immu-

nogéniques et spécifiques. En effet, c’est une cathépsine spécifique de T. congolense

(cathépsine B1) (Mendoza-Palomares et al., 2008) qui a été incluse dans le premier

TDR développé pour la TAA (Boulangé et al., 2017). En outre, le potentiel diagnostic

d’une cathépsine de la famille des cathépsines de type L (étudier dans notre travail) a

été mise en évidence chez T. vivax (Eyssen et al., 2018). Ces protéines sont des cibles

idéales pour le sérodiagnostic. Ainsi, en complément à notre étude nous proposons la
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poursuite de la production de ces protéines dans un système d’expression eucaryote

plus précisément avec le système Pichia pastoris. Dans ce système, les protéines re-

combinantes sont essentiellement sécrétées et la Pichia pastoris, quant-à-elle, secrète

très peu de ses propres protéines (Pillay et al., 2010). En plus des modifications post-

traductionnelles devraient pouvoir s’opérer correctement, et ce système permettra de

purifier assez facilement ces cathépsines. Ces protéines pourront ensuite être éva-

luées individuellement et associées entre elles dans un test ELISA dans un premier

temps puis dans un test d’immuno-chromatographie en cas de fort potentiel à distin-

guer un lot de sérums positifs et un lot de sérums négatifs.

Identification de nouvelles protéines cibles pour le diagnostic im-

munologique

Pour compléter l’analyse protéomique, certaines expériences pourront être envi-

sagées. Premièrement, l’identité de protéines immunoréactives détectées lors de l’im-

munoblotting doit être confirmée. Nous proposons deux expériences principales pour

atteindre cet objectif : 1-/ Analyser et comparer le profil du sécrétome deglycosylé avec

le sécrétome normale et évaluer la réactivité des sérums testés sur ce sécrétome de-

glycosylé ; 2-/ Réaliser une chromatographie d’exclusion et récupérer les fractions à

des tailles correspondantes aux protéines détectées en immunoblotting. Ces fractions

pourraient ensuite être soumises de nouveau à l’immunoblotting et à une nouvelle ana-

lyse protéomique pour identification. Les protéines identifiées par cette analyse pour-

ront être soumises à une analyse bio-informatique qui aura pour objectif d’identifier les

protéines homologues ou orthologues chez les autres espèces de trypanosomes (T.

vivax et T.b brucei).

Deuxièmement, le profil des réponses anticorps des races bovines pourrait être

analysé davantage sur les immunoblots déjà réalisés et éventuellement sur les frac-

tions de gel filtration. Car si les quatre bandes de protéines ont été retrouvées chez

les différentes races, l’intensité de la réaction des sérums à ces protéines semble va-

rier en fonction de la race. En plus, d’autres protéines notamment à 51 et à 35 kDa

sont spécifiquement détectées chez les lagunaires et les n’dama respectivement. Une

exploration de ces données pourrait contribuer à la compréhension du mécanisme mo-
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léculaire de la trypanotolérance chez certaines races bovines et mieux, établir un lien

entre les facteurs pathogéniques sécrétés par les trypanosomes et la tolérance des

bovins.

Algorithme de dépistage de la trypanosomose animale africaine

Une fois les choix des candidats clairement définis après l’identification des pro-

téines immunoréactives, des chimères issues du génie génétique et composées d’épi-

topes de plusieurs protéines pourront être synthétisées. Dans un souci de facilité et

de coût de production, mais aussi de standardisation, ces chimères pourront être uti-

lisées à la place des protéines recombinantes comme antigènes. Pour la détection

spécifique d’une espèce donnée, la chimère sera constituée des peptides provenant

uniquement de protéines de cette espèce. Et pour la détection pan-trypanosomes, la

chimère sera synthétisée en combinant plusieurs peptides provenant des protéines des

trois espèces impliquées dans la nagana (T. congolense, T.b brucei et T. vivax). Nous

avons proposé en conclusion de la revue sur les méthodes de diagnostic (Tounkara

et al., 2021), la nécessité d’un algorithme pour le diagnostic de la TAA en fonction du

contexte épidémiologique. Les approches proposées ici, combinaison des protéines

immuoréactives et chimères de protéines, permettront de répondre à la seconde re-

commandation formulée dans cet algorithme, à savoir l’amélioration et le développe-

ment de tests pour le terrain. Grâce aux tests d’immuno-chromatographie qui seront

développés à partir de ces nouveaux types d’antigènes, la mise en oeuvre de cet al-

gorithme de diagnostic devrait aider au contrôle, à la surveillance et surtout au choix

d’une chimiothérapie adéquate de la trypanosomose animale africaine. Par analogie

avec la THA, les programmes de contrôle progressif de la TAA pourront se concrétiser.
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Annexe 1 : Mélanges réactionnels et programmes de la PCR avec différentes 
polymérases. 

 

 

 

 

 

Date 

Mix pour 16
Vol final µl 25
Nb Echantillons 2
PCR différentes 2
DMSO % final 0

Mix général µl Mix pour 16 (µl)
Tp Green GoTaq 5 X 5 80 1 X

dNTP 10 mM 0,5 8 0,2 mM

Oligo1 10 µM 0,625 0,25 µM

Oligo2 10 µM 0,625 0,25 µM

GoTaq-G2 5 U'/µl 0,25 4 0,05 U'

ADN échantillon 1 0,5 ng

H2O milliQ 17 272
Total volume µl 364

Système / PCR µl de mix 22,75

Oligo1 /syst PCR µl 0,63
Oligo2/ syst PCR µl 0,63
Total µl 24,00 Template ( µL)

µl par tube µl 24,00 + 1

Etape du cycle Température Temps Cycles 

Dénaturation initiale 95°C 5 minutes 1

Dénaturation 95°C 30 secondes

Hybridation 58°C 30 secondes

Extension 72°C 0,5 min

Extension finale 72°C 5 minutes

Conservation 4°C 5 minutes

[initiale] [finale]

35
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Date 
Mix pour 3
Vol final µl 50
Nb Echantillons 3
PCR différentes 3
DMSO % final 0

Mix général µl Mix pour 3 (µl) 
Tp Pfu w 20 mM MgSO4 10 X 5 15 1 X
dNTP 10 mM 1 3 0,2 mM
Oligo1 100 µM 0,4 0,8 µM
Oligo2 100 µM 0,4 0,8 µM
Pfu 5 U'/µl 0,5 1,5 0,05 U'
ADN échantillon 1 2 ng
H2O milliQ 41,7 125,1
Total volume µl 144,6

Système / PCR µl de mix 48,20
Oligo1 /syst PCR µl 0,40
Oligo2/ syst PCR µl 0,40
Total µl 49,00 + Template (µL)
µl par tube µl 49 1

Etape du cycle Température Temps Cycles 
Dénaturation initiale 95°C 5 minutes 1
Dénaturation 95°C 30 secondes
Hybridation 58°C 30 secondes
Extension 72°C 2,5 minutes
Extension finale 72°C 5 minutes
Conservation 4°C 5 minutes

[initiale] [finale]

35
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Date 
Mix pour 7
Vol final µl 50
Nb Echantillons 2
PCR différentes 3

Composant Initiale Finale 25 µl REACTION 50 µl REACTION Mix pour 7
Q5 Reaction Buffer 5 X 1 X 5 10 70
dNTPs 10 mM 200 µM 0,5 1 7
Forward Primer 10 µM 0,5 µM 1,25 2,5
Reverse Primer 10 µM 0,5 µM 1,25 2,5
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 20 U/µL 0,02 U/µL 0,25 0,5 4
Q5 High GC Enhancer (optional) 5 X 1 X 5 10 70
Template DNA 58 ng/µL 0,5 ng 0,22 0,43
H2O nuclease free 11,53 23 161
Total 50 312

Système / PCR µl de mix 44,57 89,14
Oligo1 /syst PCR µl 2,50 5
Oligo2/ syst PCR µl 2,50 5

Total µl 49,57 99,14 Template (µL)

µl par tube µl 49,57 + 0,43

Etape du cycle
Dénaturation 
initiale 

Dénaturation hybridation Extension Extension finale Conservation 

Température 95°C 95°C 58°C 72°C 72°C 4°C
Temps 30 sec 10 sec 15 sec 30 sec 10 min 5 min
Cycles 1 35
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Annexe 2 : PCR sur colonie unique pour la sélection de clones positifs à la suite du 
clonage d’un gène. 

 

 

 

Date 

Mix pour 40
Vol final µl 12,5
Nb Echantillons 2
PCR différentes 2
DMSO % final 0

Mix général µl Mix pour 16 (µl)
Tp Green GoTaq 5 X 2,5 100 1 X

dNTP 10 mM 0,25 10 0,2 mM

Oligo1 10 µM 0,3125 0,25 µM

Oligo2 10 µM 0,3125 0,25 µM

GoTaq-G2 5 U'/µL 0,125 5 0,05 U'

Colonie resuspendue 1 0,5 ng

H2O milliQ 8 320
Total volume µl 435

Système / PCR µl de mix 10,88

Oligo1 /syst PCR µl 0,31
Oligo2/ syst PCR µl 0,31
Total µl 11,50 Colonie ( µL)

µl par tube µl 11,50 + 1

Etape du cycle Température Temps Cycles 

Dénaturation initiale 95°C 5 minutes 1

Dénaturation 95°C 30 secondes

Hybridation 58°C 30 secondes

Extension 72°C 0,5 min

Extension finale 72°C 5 minutes

Conservation 4°C 5 minutes

[initiale] [finale]

35

Piquer une colonie et faire resuspendre dans 5 µL d'H2O 

distillée stérile dans 1 puit d'une plaque 96 puits. Ajouter 1 µL 

de cette suspention au mix de la PCR. Ensuite conserver 

reste de la suspension à 37°C pendant de la PCR. 

Etaler les colonies 

positives sur milieu 

LB solide à 37°C.
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Annexe 3 : Mélanges réactionnels pour la digestion enzymatique par les enzymes de restriction et pour la ligation d’un insert dans 
un plasmide linéarisé. 
 
 

 

 

Digestion de clonage Echantillon Nom ng/µL
Produit PCR 30
Vecteur 200

Produit PCR Vecteur
Enzyme 1 EcoRI Enzyme 1 EcoRI
Enzyme 2 XhoI Enzyme 2 XhoI

Mix de réaction 50 µL reaction Mix de réaction 50 µL reaction
Composant µL Composant µL
ADN 30 ng/µL 1000 ng 33,33 ADN 200 ng/µL 1000 ng 5,00
Tampon de double digestion 10 X 1 X 5 Tampon de double digestion 10 X 1 X 5
EcoRI 20 U/µL 10 U 0,5 EcoRI 20 U/µL 10 U 0,5
XhoI 20 U/µL 10 U 0,5 XhoI 20 U/µL 10 U 0,5
H2O nuclease free 10,67 H2O nuclease free 39,00

Ligation Fragment-Vecteur
Ratio sur NEBioCalculator Ratio Insert : Plasmide 3:1

Plasmide pETSUMO 20 ng
Insert TvCAT 256 ng

Mix de réaction 20 µL reaction
Composant µL
T4 DNA ligase 1
Rapid ligation buffer 2 X 1 X 10 Concentration après digestion
Plasmide 50 ng/µL 20 ng 0,4 Plasmide 50 ng/µL
Insert 60 ng/µL 255,5 ng 4,26 Insert 60 ng/µL
H2O nuclease free 4,34

Initiale Finale Initiale Finale

Initiale Finale
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Annexe 4 : Protocole expérimental de spectrométrie de masse en tandem pour 
l’identification de protéines du sécrétome de T. congolense. 
 
Jean-William Dupuy (ORCID ID : 0000-0002-2448-4797) 
Univ. Bordeaux, Plateforme Protéome, 33000, Bordeaux, France. 

Proteomic analysis 

Three independent biological replicates of 1×108 T. congolense cells were harvested by 

centrifugation (10 min, 1800 rpm, 4°C). Supernatants were filtered with (0.45 µm), then 

concentrated 50-fold by centrifugation on size exclusion columns (Pierce™ Protein Concentrator 

PES, 10K MWCO). Secretoma samples were boiled for 4 min with Laemmli sample buffer and 

were loaded on a 10% acrylamide SDS-PAGE gel. Proteins were visualized by Colloidal Blue 

staining. Migration was stopped when samples had just entered the resolving gel and the 

unresolved region of the gel was cut into only one segment. Finally, each SDS-PAGE band was 

cut into 1 mm x 1 mm gel pieces. Gel pieces were destained in 25 mM ammonium bicarbonate 

(NH4HCO3), 50% Acetonitrile (ACN) and shrunk in ACN for 10 min. After ACN removal, gel pieces 

were dried at room temperature. Proteins were first reduced in 10 mM dithiothreitol, 100 mM 

NH4HCO3 for 30 min at 56°C then alkylated in 100 mM iodoacetamide, 100 mM NH4HCO3 for 30 

min at room temperature and shrunken in ACN for 10 min. After ACN removal, gel pieces were 

rehydrated with 50 mM NH4HCO3 for 10 min at room temperature. Before protein digestion, gel 

pieces were shrunken in ACN for 10 min and dried at room temperature. Proteins were digested 

by incubating each gel slice with 10 ng/µl of trypsin (V5111, Promega) in 40 mM NH4HCO3, 10% 

ACN, rehydrated at 4°C for 10 min, and finally incubated overnight at 37°C. The resulting peptides 

were extracted from the gel by three steps: a first incubation in 40 mM NH4HCO3, 10% ACN for 

15 min at room temperature and two incubations in 47.5% ACN, 5% formic acid for 15 min at 

room temperature. The three collected extractions were pooled with the initial digestion 

supernatant, dried in a SpeedVac, and resuspended with 0.1% formic acid for a final 

concentration of 0.05 µg/µL. NanoLC-MS/MS analysis were performed using an Ultimate 3000 

RSLC Nano-UPHLC system (Thermo Scientific, USA) coupled to a nanospray Orbitrap Fusion™ 

Lumos™ Tribrid™ Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, California, USA). Each peptide 

extracts were loaded on a 300 µm ID x 5 mm PepMap C18 precolumn (Thermo Scientific, USA) 

at a flow rate of 10 µL/min. After a 3 min desalting step, peptides were separated on a 50 cm 

EasySpray column (75 µm ID, 2 µm C18 beads, 100 Å pore size, ES803, Thermo Fisher 

Scientific) with a 4-40% linear gradient of solvent B (0.1% formic acid in 80% ACN) in 58 min. The 

separation flow rate was set at 300 nL/min. The mass spectrometer operated in positive ion mode 
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at a 2.0 kV needle voltage. Data was acquired using Xcalibur 4.1 software in a data-dependent 

mode. MS scans (m/z 375-1500) were recorded at a resolution of R = 120000 (@ m/z 200) and 

an AGC target of 4×105 ions collected within 50 ms, followed by a top speed duty cycle of up to 3 

seconds for MS/MS acquisition. Precursor ions (2 to 7 charge states) were isolated in the 

quadrupole with a mass window of 1.6 Th and fragmented with HCD@30% normalized collision 

energy. MS/MS data was acquired in the ion trap with rapid scan mode, AGC target of 3x103 ions 

and a maximum injection time of 300 ms. Selected precursors were excluded for 60 seconds. 

Protein identification and Label-Free Quantification (LFQ) were done in Proteome Discoverer 2.4. 

MS Amanda 2.0, Sequest HT and Mascot 2.4 algorithms were used for protein identification in 

batch mode by searching against a Trypanosoma congolense strain IL 3000 protein database (11 

585 entries, release 50). This database was downloaded from http://tritrypdb.org website. Two 

missed enzyme cleavages were allowed for the trypsin. Mass tolerances in MS and MS/MS were 

set to 10 ppm and 0.6 Da. Oxidation (M) and, acetylation (K) were searched as dynamic 

modifications and carbamidomethylation (C) as static modification. Peptide validation was 

performed using Percolator algorithm [2] and only “high confidence” peptides were retained 

corresponding to a 1% false discovery rate at peptide level. Minora feature detector node (LFQ) 

was used along with the feature mapper and precursor ions quantifier. The normalization 

parameters were selected as follows : (1) Unique peptides (2) Precursor abundance based on 

intensity (3) Normalization mode : total peptide amount (4) Protein abundance calculation : 

summed abundances (5) Protein ratio calculation : pairwise ratio based and (6) Hypothesis test : 

t-test (background based). Quantitative data were considered for master proteins, quantified by a 

minimum of 2 unique peptides, a fold changes above 2 and a statistical p-value lower than 0.05. 

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange 

Consortium via the PRIDE [3] partner repository with the dataset identifier PXD000000. 
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