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Résumeé :

Teenia soliumest un ver parasite de I’'homme dont la larve, cgensous le nom de
Cysticercus cellulosaeest responsable de cysticercose, maladie trgadnée dans les pays
en voie de développement. La cysticercose humainstitue un grave probleme de Santé
Publique dans les pays d’Afrique, d’Asie et d’Anggre Latine. Dans les pays d’Afrique et
d’Asie, la cysticercose apparait sous la forme glegrque aussi bien que sous la forme extra
neurologique ; alors qu'’en Amérigue Latine, seldsformes neurologiques sont décrites. La
neurocysticercose présente des manifestationgjgésivariées dominées par I'épilepsie. Les
différentes techniques de diagnostic montrent désultats variables selon [lorigine
géographique des antigénes utilisés. En outr€yilanque trés peu d’études portant sur la
diversité génétique dE. soliumet de son implication dans les manifestationsaulies de la
maladie et dans le diagnostic biologique. Nous avanalysé par la technigue Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) des échantillong d. soliumprovenant de 5 pays
(Burundi, Cameroun, Equateur, Madagascar et Me)igdeus avons trouvé qu’il y a une
différence génétique entre les échantillons pronenke ces différents pays. En revanche,
nous n’avons pas observé de variabilité entreysBoerques provenant de régions différentes
d'un méme pays, de méme qgu'entre les cysticerquékev@s sur un méme individu.
L’analyse factorielle des correspondances monteclegiparasites des différents pays peuvent
étre répartis en deux grands groupes. Le prem@mgr est composé de parasites provenant
de I'Equateur, du Mexique, du Burundi et du Camerdue deuxieme groupe est constitué de
parasites provenant de Madagascar. Le premier grpegpt étre subdivisé en 3 sous groupes :
Mexique/Equateur, Burundi et Cameroun. L’existedeadeux groupes génétiques au sein de
T. soliumconcorde avec les études déja réalisées par dggeégaponaises sur les génotypes
d’origines européenne et asiatique. En effet, tilrasonnable de supposer que, de part son

histoire, les ténias provenant de Madagascar puiss®ir des origines asiatiques.

Mots clés: Teenia solium Cysticercose, Random Amplified Polymorphic DNA

(RAPD), polymorphisme.



Title : Intraspecific variation of Teenia solium: genetic analysis by Random

Amplified Polymorphic DNA, relationship with geographical distribution

Abstract :

Taenia soliums an intestinal human tapeworm. Its larval stagewn asCysticercus
cellulosag was responsible for cysticercosis, a parasiseake frequently encountered in the
developing countries of Africa, Asia and Latin Angar Human cysticercosis is a serious
public health problem in these countries. In Afriead Asia, several clinical forms
(neurologic, ocular, muscular, subcutaneous) oti@gcosis were reported whereas only
neurocysticercosis was reported from Latin Amerk@esentations of neurocysticercosis are
various and dominated by epilepsy. The differenbdiagnostic assays give different results
according to the geographical origin of antigensdufBesides, parasitic diversity underlying
clinical manifestation and biological diagnosis hitte explored. We have analyzed samples
from 5 countries (Burundi, Cameroon, Ecuador, Madagr and Mexico) by Random
Amplified Polymorphic DNA. We observed genetic ditnces between samples from these
different countries. On the other hand, there islifference between samples within the same
country, as between samples isolated from the sadigidual. Correspondence analysis
showed two genetic groups. The first group is maalef parasites from Burundi, Cameroon,
Ecuador, and Mexico. Parasites from Madagascar asetpthe second group. The first group
can be subdivided in 3 subgroups : Mexico/EcuaBarundi and Cameroon. These results
correlate with studies carried out by Japaneseoasittho have reported two genotyped of
solium (European and Asian origins). Due to its historyis reasonable to assume thHat
soliumfrom Madagascar could have an Asian origin.

Keywords: Teenia solium Cysticercosis, Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), polymorphism.
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Introduction

L’infection parTeenia soliunest une maladie qui est connue depuis longtemigsa(N
1982 ; Webbe, 1994 ; Wadia et Singh, 2002). Lesgsésur le ver adulte remontent a 2000 ans
avant J.-C. Le papyrus d’Eber montre que les éggptétaient déja conscients de I'existence
de parasites intestinaux dont les vers plats. 285179 ans ap. J.-C) était peut-étre le premier

a utiliser le terme « teenia » qui signifie bande.

L’infection du porc par les cysticerques était aussnue des grecs. Aristote I'a
appelée « rougeole du porc » (384-322 av. J.-@uari®lus, en 1550, était probablement le
premier a rapporté la neurocysticercose humainenentionnant la présence de vésicules
rondes, blanches remplies d’un liquide clair dansbrpus callosum” d’'un homme. En 1558,
Gessner et Rumler étaient les premiers a décrireasnde neurocysticercose chez une
personne épileptique en décrivant les vésiculeavées dans la dure mere lors d'une
autopsie. Le terme « cysticercus » (du grgstis signifiant vésicule etercosqui signifie
queue) a été utilisé pour la premiéere fois par £d€00). En 1809, pensant que les
cysticerques faisaient partie d'une espece indépeadKarl Asmund Rudolphi les a nommeés

Cysticercus cellulosaen raison de leur grande affinité pour les tissugonctifs.

C’est Benden, en 1853, qui a été le premier a stespke lien entre les cysticerques et
Taeniamais ce fut Freidrich Kiichenmeister en 1855 gapporté la preuve queysticercus
cellulosaeest la forme larvaire d€. soliumen faisant ingérer a un prisonnier condamné des
cysticerques prélevés sur un porc ladre et enwedtrd dans son intestin, aprés sa mort, un

ténia adulte.

En 1860, Virchow décrivait ce qu'on appelle acteigient la forme racémeuse de la
neurocysticercose. En 1862, Griesenger, un psyehadlemand, avait écrit un compte-rendu
sur la neurocysticercose. En se basant sur somienpé personnelle et sur la recherche dans
la littérature, il avait établi une classificatiolnique. Le premier groupe était composé de cas
asymptomatiques : présence de cysticerques darervdeau sans autre symptéme lié a leur
présence. Le deuxiéeme groupe présentait des crib@gilepsie sans manifestation



psychiatrique ni d’aucun autre type. Le troisienteuge souffrait d’épilepsie avec des
troubles mentaux marqués comme psychose maniacesdiye, formes variées de délire,
confusion, « affective dulling », et démence. Latgéme groupe comprenait les personnes
avec des troubles mentaux chroniques distincts épihspsie ; et le cinquiéme groupe des
patients qui présentaient des symptomes d’irrtiattérébrale diffuse ou torpeur, mais ne

montraient pas de trouble mental ou d’épilepsie.

Cobbold (1864) apparaissait comme étant le premagdtirer I'attention du danger de
I'infection humaine résultant de I'ingestion d’'ceufs ténia. Il a attiré I'attention sur le fait

que les ceufs dE. soliumpeuvent étre transmis a ’lhomme par I'eau ou lesches.



CHAPITRE | — Teenia solium: parasitologie,

pathologie, eépidémiologie et diagnostic

| - Teenia solium/ Cysticercus cellulosae

1. 1. — Classification

Teenia soliumLinnaeus, 1758 est un métazoaire, triploblastiqaeeelomate. Il fait

partie de 'embranchement des Plathelminthes.

Ce sont des vers a corps long aplati, a symétiaébale dont les différents organes
sont inclus au sein d'un tissu mésenchymateuxnbst pas d’appareil circulatoire, ni
d’appareil respiratoire. Leur appareil excréteuraemstitué de cellules a flammes vibratiles
(ou solénocytes). lIs sont hermaphrodites. L'apibanéle comporte des testicules en nombre
variable (1 a plusieurs centaines), prolongés macanal conduisant au canal déférent, de
vésicule séminale, de canal €jaculateur aboutissantirre (organe copulateur) puis a la
poche du cirre et s’ouvrant dans un atrium génltappareil femelle comporte un ovaire
souvent bilobé, prolongé par un oviducte, des glandtellogénes et un utérus. Les deux

appareils débouchent dans 'atrium génital doniv&rture est le pore génital.

Il appartient a la classe des Cestoidea qui cordptdes parasites dépourvus de tube
digestif et a corps segmenté, et a la sous-classeEdcestoda possédant des organes de

fixation (scolex).

Les représentants des especes de l'ordre des Q@ytllldpa ont une téte globuleuse

appelée scolex, muni de quatre ventouses. lls peéyrésenter ou non des crochets. lls ont



des pores génitaux latéraux mais ne possedenepasrd utérin. Les ceufs sont non operculés
et contiennent un embryon avec trois paires dehetsdembryon hexacanthe). Leur cycle de

vie est exclusivement terrestre.

La famille des Taeniidae a laquelle appartigdntsolium est caractérisée par des
parasites dont les crochets en forme de poignarttaa éléments constitutifs : le manche, la

lame et la garde.

1. 2. — Parasitologie

Teenia soliurrest un ver parasite de l'intestin gréle de 'hometoenmunément appelé
« ver solitaire ». Cette appellation englobe aola T. soliumet T. saginataun autre parasite

de l'intestin humain, tres voisin morphologiquement

T. soliumest un ver plat, de 1 a 8 metres de long. Il esstitué d’'une téte (scolex),
d’'un cou allongé et d’'un corps (strobile). Le sgotst accroché a l'intestin au niveau du
jéjunum et le corps s’étend tout au long de l'iléura scolex mesure approximativement 1
mm de diametre ; il est muni de 4 ventouses et thgtre proéminent portant deux couronnes
de crochets. Il possede 22 a 36 crochets avenaitee de gros crochets (160-180 um) et de
petits crochets (110-140 um). La forme des crockstscaractéristigue de la famille de
Taeniidae Le cou est étroit et n'est pas segmenté. C’'estaome de croissance. Le strobile
est formé par un processus de « bourgeonnemempistia du cou. Il est constitué de 700 a
1000 segments successifs alignés, appelés prggtitianneaux, et peut étre extrémement
long. Les proglottis different en taille, forme,apé de développement des organes de
reproduction internes, et teneur en ceufs. Les qittgylles plus proches du cou sont
immatures et sont sexuellement indifférenciéssaist plus larges que longs. Ceux de la partie
moyenne, en forme de carré, contiennent un appamibducteur complet. Enfin, ceux de la
partie postérieure sont ovigeres ou gravides etieroment des milliers d’ceufs. lls sont plus
longs que larges. Les derniers proglottis gravatesdétachent et sont éliminés régulierement

et passivement en courte chaine dans le milieuientéavec les feces.



1. 3. — Cycle biologique

La figure 1 montre le schéma du cycle biologiquelrdsolium L’homme est I'héte
deéfinitif de T. soliumc’est-a-dire qu’il héberge le ver adulte. En déBtg dans la nature,
'homme disséminent les ceufs dans I'environnemieamtporc — hote intermédiaire c'est-a-
dire qu’il héberge le stade larvaire — s’infecteirgérant les proglottis gravides contenus
dans les feces humains. Les oncospheres — libéeédés paroi des embryophores par les
secrétions gastriques — traversent la paroi imagtiet passent dans les vaisseaux sanguins ou
lymphatiques. Ces embryons sont ensuite transpdatés les muscles par la circulation ou ils
se développent sous forme de vésicules. lls ataigeur développement complet deux mois
apres ingestion des ceufs : c’est la cysticercdbenime s’infecte en mangeant de la viande
de porc ladre crue ou insuffisamment cuite. Leescslévagine de la vésicule et s’accroche a
I'intestin. Le ver adulte se développe a partirstwlex du cysticerque et devient mature,
capable de se reproduire en 5 a 12 semaines l&'sshiose.

Bien que 'hnomme soit le seul hote définitif de solium le parasite se développe
expérimentalement chez le hamster (Alral, 1991), le chinchilla (Maravillet al, 1998),
ou encore la souris NOD-scid (l&b al, 2001). Le stade larvair€( cellulosag se développe
essentiellement chez le porc mais des cas onappités chez I'ours (Thei al, 1996), le
phoque (De Graadét al, 1980), et divers mammiferes. En Asie, le chishume alternative
comme hote intermédiaire et contribue a entretentycle biologique du parasite du fait que

certaines tribus en mangent la viande éltal, 2002).

Les ceufs sont aussi infectant pour ’'homme, setsudist ainsi au porc et devenant

hote intermédiaire : c’est la cysticercose humaine.



Cysticercose

Les cysticerques peuvent
se développer dans n'importe
quel organe, plus communément
dans les tissus sous cutanés,

o g / = les yeux ou le cerveau
Les oncosphéres s'évaginent, / ==

traversent la paroi intestinale
et migrent vers le muscle
de 'homme ou du porc
L'homme s'infecte

en ingérant de la
viande de porc
crue ou mal cuite

KW

A Les oncosphéres se développent
en cysticerques dans les muscles
de 'homme ou du porc

¢
7
Les oeufs embryonnés et / ou - ’ 4
les proglottis gravides sont
ingérés par I'homme ou le porc Le scolex s'attache a I'intestin
Ver adulte dans intestin gréle
A = Stade infectieux Oeufs et proglottis gravides contenus dans
A ; ' feces passent dans I'environnement
= Stade de diagnostic

Figure 1 : Cycle biologique dEsenia solium

(Source: "DPDx: CDC's Web site for parasitology entification
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Cysticercosis.htm)

1. 4. — Pathologie

La cysticercose humaine peut générer chez le sofetté divers troubles. La
pathogénicité des cysticerques est liée a leutisatmn et la gravité des manifestations peut

dépendre de leur nombre.

Le cysticerque se présente dans les tissus comrkgst®, rempli de liquide, a paroi

mince et translucide. Le scolex est invaginé etegdpcomme un nodule opaque excentré. La



taille et la forme du kyste varient en fonction ldepression du tissu environnant. Dans le
muscle, le cysticerque vivant apparait comme utekggale. Dans le cerveau, les kystes sont
ronds mesurant environ 1 cm de diameétre et peldtemtentourés d’'une capsule d’épaisseur
variable composée d’astrocytes et de fibres dagelie ; mais la capsule est généralement de
faible épaisseur pour les localisations nerveuse@aire. La paroi du kyste est constituée de
trois couches : une couche cuticulaire externe,amuehe cellulaire médiane, et une couche
réticulaire interne. Le nodule contient un scolexaiginé (protoscolex), de 4 a 5 mm de long,
et qui a une structure similaire au ver adulte {iguaentouses et un rostre proéminent avec
des crochets). Le protoscolex est relié au kystéepeou et un canal spiral dont la membrane
est aussi trilaminaire. Un petit pore excrétoitaépres de I'extrémité du canal spiral relie le

canal digestif au tissu environnant.

Pour accomplir son cycle biologique, le cysticergoé survivre dans le tissu de son
hote plusieurs semaines voire des mois. Pour dedadéveloppé des mécanismes élaborés
pour échapper aux réponses de I'héte. Selon gtedeance immunitaire de I'h6te est forte
ou faible, le cysticerque évolue plus ou moins dargnt vers la mort (calcification).
Morphologiquement, on distingue quatre étapes deeldppement et de régression du

cysticerque (Escobar et Weidenheim, 2002) :

- stade vésiculaire ou le cysticerque est vialaepdroi est mince et translucide. Le
scolex est visible sur le c6té. Ce stade n’engeqdespeu de réponse inflammatoire de la part
de I'héte.

- stade colloidal correspondant a la nécrose dasparassociée a un processus
inflammatoire. Le cysticerque nécrotique apparainme une structure de polynucléaires
éosinophiles dans laquelle les composants de lawéset du scolex, dans divers stades de

désintégration, sont identifiables.

- stade nodulaire granulaire : le kyste se rétré®te contenu se minéralise et tend a
apparaitre granulaire. La larve devient fragmemi@&s un examen histologique minutieux
permet d’'identifier les parties restantes de la brame et du scolex. La technique trichrome
de Masson permet de les différencier. Avec cetteration, la membrane apparait rouge vif

alors que le scolex est rouge teinté de bleu aecdustissu de collagene. La capsule de



collagene autour du kyste est épaisse, colorédeenfénceé. Elle est entourée et infiltrée de

neutrophiles et d’éosinophiles.

- stade nodulaire calcifié : le matériel granulaide stade précédent devient
completement minéralisé. Le cysticerque nodulaaleifte est petit, d’environ le tiers ou le
quart de la taille du cysticerque vésiculaire. Diansiuscle, le kyste mort peut se collaber par
la pression des tissus environnants et se calsifies forme d’épingle. La capsule fibreuse du
cysticerque lui donne une consistance dure. Loilsggt sectionné, la surface exposée
apparait blanchatre mais peut aussi étre hétérogede couleur jaune-marron. L'infiltrat

inflammatoire aux alentours est minimal ou absent.

Les cysticerques ont été observés dans tous lesmesgChez 'lhomme, ils sont plus
souvent localisés dans les tissus sous-cutanésiussles, I'ceil, et le cerveau. Sauf en cas de
localisation cérébrale et oculaire, I'infection babituellement bénigne. La neurocysticercose
— localisation des cysticerques dans le cerveast aactuellement considérée comme étant la
principale cause des maladies neurologiques damsolede (White, 1997). Sotelet al
(1985) ont classé la neurocysticercose en formeeaet forme inactive selon la nature de la
maladie. Les formes actives sont ['arachnoiditdyydrocéphalie secondaire a une
inflammation du méninge, les kystes parenchymatéumarctus cérébral secondaire a une
vascularite, l'effet de masse due a des kystesesargu en grappe, les kystes intra-
ventriculaires, ainsi que les kystes spinaux. loesés inactives regroupent les calcifications

parenchymateuses et I'hydrocéphalie secondaire dilbnose méningée.

1. 5. — Interactions héte-parasite

Les mécanismes de pénétration des oncosphéressdéumdans I'organisme ne sont
que peu étudiés, mais une idée du processus peué\giquée a partir des études realisées
avec les autres helminthes. Chi¢gmenolepis nandes oncospheres se servent de certaines
protéases en plus des trois paires de crochets grouahir les tissus de I'héte. Chekz
dimunita une activité sérine protéase a été isolée dangldmdes de pénétration. De méme,



des peptidases de sécrétion ont été trouvées darglandes de pénétration Tesaginata
Outre leurs fonctions nutritionnelles, ces enzympagicipent a I'invasion du tissu (Molinari
et Tato, 2002).

L’infection par les ceufs d&. soliuminduit des réponses immunologiques humorales
chez 'homme. Plusieurs classes d'immunoglobings gbnt produites. La plus fréquente est
I'lg G qui peut étre détectée dans le sérum, le 1Lk salive. La réponse en anticorps est
proportionnelle a l'intensité et a la durée deféotion (Flisseret al, 2002). Des études
réaliséedn vitro ont montré que les oncospheres étaient détruete¢ep sérums de patients
souffrant de neurocysticercose apres addition deptament (Molinariet al, 1993a). Chez
les animaux immuns, la destruction des oncosphfaiésappel a la voie classique du
complément. Mais chez I'hdte susceptible, les opicéses sont capables de moduler
I'activation du complément (Whitet al, 1997). Une infection aigué avec des oncospluzes

T. soliumest donc associée a une baisse de la réponse ameuinste.

Les oncosphéres qui arrivent a échapper aux actiessanticorps et du complément
vont se développer en métacestodes qui sont néisista I'action du complément. Les
métacestodes survivent dans les tissus de I'h6tpmuant et en modulant 'immunité de ce
dernier. Il s’établit alors un « équilibre » enligemétacestode vivant et son hote (Flisteal,
2002).

Le métacestode utilise différents mécanismes pewgosistraire a la réponse immune
de I'hote (Flisseet al, 2002) :

- localisation des parasites dans des sites pyie#e immunologiquement: les
cysticerques se développent et persistent mieug Hegil et le cerveau que dans d’autres

tissus ou organes.

- dissimulation des antigénes du cysticerque marnemunoglobulines de I'hote : les

cysticerques présentent a leur surface des Ighéeel’

- immunité concomitante : une infection antérieymotege contre une nouvelle
infection. On peut présumer que les cysticerquesptetement développés peuvent exprimer
des antigenes différents de ceux des cysticerquegie de développement, capables de

résister plus efficacement aux réponses immunéhate.



- mimétisme moléculaire : le parasite synthétise detigenes similaires a ceux de

I'héte.
- suppression ou déviation de la réponse de I'héte.

Les métacestodes utilisent les Ig secrétées parel’bomme source d’acides aminés
pour fabriquer les protéines de structure. La digesie ces Ig se fait par I'action d’enzymes,
en particulier la cystéine protéase, situées dapsiloi du kyste. D’autres enzymes telles que
la glutathion S-transférase, la glutathion rédustées glutathion péroxydase et la supéroxyde
dismutase sont impliquées dans la détoxificatianrddicaux libres (Whitet al, 1997). Une
autre molécule intervenant dans la modulation entunité de I'h6te par les métacestodes
est la MF (« Metacestode Factor »). C'est une nubdesécrétée par les métacestodes, RNA-
like, de poids moléculaire inférieur a 3500 daltfps) (Molinari et Tato, 2002). Elle inhibe
les réponses immunes humorale et cellulaire, @uasila réaction inflammatoire autour des
métacestodes. Des expériences effectieesro montrent qu’elle inhibe aussi la production
d’interféron-y (IFN-y), d’'interleukine 2 (IL-2) et d'interleukine 4 (14) (Molinari et Tato,
2002). De méme, la prostaglanding(EE) inhibe la production de cytokines par les ceBule
Th 1 (Katamuraet al., 1995).

Les hormones sexuelles semblent étre impliquées ldasusceptibilité ou la résistance
a l'infection (Moraleset al, 2002). Ched . crassicepsla gonadectomie augmente la charge
parasitaire chez la souris male alors qu'elle décolez la souris femelle. L'effet
d’androgenes ou d’cestrogenes sur les parasites passdirect puisque la supplémentation

hormonale n’affecte pas la croissaiceitro des parasites (Huergd al, 1992).

Il — Teeniose / Cysticercose

La teeniose est une infection du@&.ssoliumadulte. L’nomme est le seul hote définitif

qui puisse héberger le ver adulte dans son intestin



La cysticercose est une maladie parasitaire dDgséicercus cellulosaestade larvaire
de Teenia soliumC’est une maladie trés répandue dans les paysierde développement et
qui ressurgit dans les pays industrialisés en maitgola facilité des voyages intercontinentaux

et de 'augmentation des migrants provenant des pagiémiques (Sciutttd al, 2000).

2. 1. — Epidémiologie

Les études concernant la prévalence de la teenms&é « handicapées » en raison de
I'inexistence de techniques de dépistage spécsigsensibles et bon marché. Les méthodes
conventionnelles pour évaluer la prévalence de asenicomportent l'interrogation des
individus afin de savoir s’ils ont observé la prisede proglottis dans les selles, et 'examen
parasitologique des selles pour la recherche dodigimbryophores ou de proglottis de ténia.
Toutefois, ces méthodes ne procurent pas une eéstim@écise de I'infection parasitaire car
I’émission des proglottis passe souvent inapertlee différenciation des ceufs de soliumet
de T. saginataest difficile & 'examen microscopique. Au Nigerian a rapporté une
prévalence de 8,6 % de teeniose par I'examen palagdgue des selles sans distinction
d’espece (Onah & Chiejina, 1995). Au Cameroun, prvalence de 0,13 % de teeniose
humaine a été rapportée (Nguekatmal, 2003). En Indonésie, la prévalence de la teeniose
varie entre 0,4 % et 42,7 % (Simanjunétlal, 1997).

En 1988, Fan a décrit un ténia similairé.asaginatamais de taille plus petite et dont
le stade larvaire présente un scolex avec un rpsttant des crochets lui faisant ressembler a
celui deT. solium Par ailleurs, la larve de ce ténia parasite ke @b non le bceuf et a une
préférence pour une localisation hépatique. Lact@naation génétique de ce ténia suggere
gue c'est une sous-espéce Tdesaginata(T. saginata asiaticaet non une nouvelle espéce
(Bowles & McManus, 1994). La prédominance de cétéans l'ile de Cheju en Corée et les
résultats d’'une étude de prévalence de la neuioeysbse chez les patients épileptiques
réalisée dans I'lle montrant le taux de positilét@lus élevé en anticorps anti-cysticerques de
toute la Corée, associée aux habitudes alimentd@ssndigénes a manger de la viande de



porc crue en particulier le foie, souléve la questie savoir si ce ténia est capable de causer

une cysticercose humaine (Galan-Puchades & Fueiies).

La cysticercose atteint les deux sexes ; elle lestrwée a tout age y compris chez les
nourrissons. Avant les années 90, les donnéese$iabbncernant la prévalence de la
cysticercose sont limitées. Le développement debntdogies d'imagerie médicale et
I'amélioration des techniques d’analyse sérologiqné montré que la cysticercose est un
important probléme de Santé Publigue mais qu'ateeacore méconnue (Tsang & Wilson,
1995 ; Sciutteet al, 2000 ; Geertst al,, 2002).

La distribution géographique de la cysticercoselagfe. Elle couvre pratiguement
tous les pays en voie de développement, en pagicabux qui élévent le porc et en

consomment la viande.

2. 1. 1. — Amérique Centrale et du Sud

En Amérique Latine, elle a été rapportée au Mexi@aatiet al, 1994 ; Rodriguez-
Canulet al, 1999), au Guatemala (Garcia-Nowlal, 1996), en Equateur (Levat al,
1995 ; Cruzet al, 1999), en Honduras (Sanchatzal., 1998), en Bolivie (Carrigue-Ma al.,
2001), au Pérou (Garcigt al, 1999), au Brésil (Agapejev, 2002). La séroprénved de la
cysticercose humaine est estimée a environ 10 ¥exique (Sarti, 2002), de 10 a 34 % en
Amérique Centrale (Garcia-Novakt al, 2002). Au Pérou, la séroprévalence de la
cysticercose humaine varie de 8 a 24 % et celléadwgysticercose porcine de 13 a 49 %
(Garciaet al, 2002b). Dans I'état de Sao Paulo au Brésilglarocysticercose est responsable
de 13 % des admissions dans les services de ngigradd de neurochirurgie (Agapejev,
2002).



2. 1. 2. — Afrique

En Afrique, des cas de cysticercose ont été ragpaut Sénégal (Dumasal, 1976),
au Bénin (Avodéet al, 1994 ; Adjidéet al, 1996), en Cobte d’lvoire (Giordarei al, 1976),
au Togo (Dumaet al, 1990 ;Grunitzkyet al, 1995), au Ghana (Odamtten & Laing, 1967),
au Burkina Faso (Pretet al, 1996), au Nigeria (Onah & Chiegjina, 1995), denRépublique
Démocratique du Congo (Lekt al, 1992), au Cameroun (Margt al, 1985), au Burundi
(Aubry et al, 1990), au Kenya (Rubertet al, 1985), au Rwanda (Vanderick &
Moboryingabo 1972 ; Gascaat al, 1989), en Tanzanie, en Ouganda (Pretual, 1996), au
Mozambique (Vilhenat al, 1999), au Zimbabwe (Gelfand, 1948 ; Masaral, 1992), en
Afrique du Sud (Tuch & Saffer, 1984 ; Shashiaal, 1986 ; Ziniet al, 1990 ; Sacks &
Berkowitz, 1990). Dans I'Océan Indien, des casé&étrapportés a Madagascar (Andrianjafy,
1910 ; Andriamiandrat al, 1969, Rajaonarisoet al, 2001) et a I'lle de La Réunion (Jay &
Petithorry, 1974 ; Maldonado, 1985; Chamouilledt al, 1997). Une étude
séroépidémiologique dans 6 départements du Bénmomiré une prévalence de 1,3 %
(Houinato et al, 1998). Au Burundi, une étude faite par Newetlal (1997) sur une
population d’épileptiques et les membres de lewilfes a montré que 4,9 % des
épileptiques et 4,2 % des non épileptiques présenies antigenes de solium; alors que
11,7 % des épileptiques et 2,8 % des controleseptést des anticorps ariti-solium Au
Cameroun, on a rapporté des séroprévalences dé 2fdde 11,0 % pour respectivement la
cysticercose humaine et la cysticercose porcineuékigmet al, 2003). Dans deux zones
rurales du Transkei en Afrique du Sud, une sér@beérce de 5,5 % a été rapportée chez des
écoliers (Shasha & Pammenter, 1991). En Afrique-Saitarienne, la prévalence de la
cysticercose varie de 0,23 a 24,0 % (Druet-Cabanak, 2002).

En Zambie, il n'y a pas de données concernant évgbence de la cysticercose
humaine. Toutefois, Phiet al. (2002) ont rapporté une prévalence allant d& 23,8 % pour
la cysticercose porcine a I'abattoir de Lusaka. ghes, comme dans la plupart des pays
touchés par cette maladie, la pratique de I'élevdge porcs en milieu clos est faible,
I'inspection et le contrdle de la viande sont gra¢iment inexistants, la population n’a qu’'une
faible connaissance de la maladie, et les insitafistsanitaires sont rares. Ceci fait suspecter

la présence de porteurs desoliumadulte et un risque élevé de cysticercose humaine.



2.1. 3. - Asie

On sait que l'infection existe en Indonésie, enelndu Vietnam, au Cambodge, au
Laos, au Thailande, en Corée, en Chine, au Népaomgolie, aux Philippines, au Myanmar
(Singhet al, 2002). En Chine, I'étude séroépidémiologique laucysticercose d. solium
réalisée dans le province de Shandong fait ét& 2186 de prévalence (Cab al, 1996). En
Indonésie, Sutisnat al (1999) a rapporté une prévalence de 0,72 % deseent 1,65 % de
cysticercose humaine lors d’'une étude réaliséeliaBans une étude réalisée dans un village
au nord du Vietnam, la recherche d’antigene cirdulee T. soliums’est réveélée positive pour
21 personnes sur 210 (Erhattal, 2002).

2. 1. 4. — Europe et pays industrialisés

A I'exception de quelques pays de I'Europe de |'sstysticercose a été éradiquée en
Europe au début du XX siécle. Mais la généralisation des voyages intemaux, la
facilité des moyens de transport, et 'augmentatmnstante des migrants des pays
endémiques vers les pays occidentaux font que gatésitose se rencontre plus fréquemment

dans les pays développés.

Au Portugal, Monteiroet al (1987) ont rapporté 138 cas de neurocysticercose

diagnostiqués par scanographie cérébrale entrammeel 982 et juin 1986.

Par ailleurs, le nombre de cas de cysticercoselelgrersonnes ayant voyagé dans les
pays d’endémicité est de plus en plus élevé (Haesah 1992 ; Sorvillcet al, 1992 ; Chatel
et al, 1999). Aux Etats-Unis, au cours des derniereemi@ies, la neurocysticercose est
devenue un important probléme de Santé Publiqueugecde I'afflux croissant d'immigrés.
La plupart des cas survient chez les immigrantpdnigues de I'’Amérique Latine, en
particulier du Mexique (Earnest al, 1987). Par ailleurs, des cas ont été rapporéz des



personnes qui n‘ont jamais voyagé (CDC, 1992), oung consomment pas de viande de
porc (Schantzt al, 1992). L'emploi répandu de personnel de maipoovenant des régions
endémiques et le taux de renouvellement élevé decomloyés ont été identifiés comme

étant le facteur majeur de ces transmissions Ils¢dMeoreet al, 1995).

2. 2. — Modes de contamination

L’homme contracte la teeniose en mangeant de ladgiale porc ladre crue ou mal

cuite. Le parasite se développe dans son inteistievéent adulte en quelques semaines.
Deux modes de contamination ont été évoqués paysticercose humaine :

- Contamination par ingestion d’aliments ou d’eauntaminés (péril fécal) par des
ceufs deT. soliumdisséminés dans la nature par un autre humaieyodu ver adulte. La

présence de porteur de soliumadulte dans I'entourage est un facteur de risou®itant.

- Contamination par auto-infection & partir des smrhbryonnés produits par le ténia
hébergé par le sujet lui-méme. Cela peut survenispuillure fécale (mains sales), mais aussi
par digestion d’anneaux remontant de l'intestineggoians I'estomac suite a des mouvements
intestinaux antipéristaltiques. Dans ce cas, laidsen précéde la cysticercose et la

contamination initiale est due a la consommatioridede de porc ladre.

2. 3. — Manifestations cliniques

La teeniose est une infection sans gravité qui passevent inapercue. Les
manifestations cliniques peuvent revétir les asptd plus divers surtout chez les enfants.
Les signes cliniques peuvent étre de nature digests non. Parmi les signes digestifs, on

observe la boulimie ou l'anorexie, la sialorrhéae uéructation, des nausées ou des



vomissements, des douleurs abdominales d’intemaii@ble plus ou moins bien localisées,
ou encore de troubles du transit avec alternancedidehée et de constipation. Les
complications intestinales sont rares. Les signas-@ligestifs sont polymorphes.

Les manifestations cliniques de la cysticercosd gariables et sont déterminées par
plusieurs facteurs: le nombre de cysticerquedpodalisation des parasites, la forme du
cysticerque impliquéQ. cellulosaeou C. racemosus I'étape de développement du parasite,
et l'intensité de la réponse immunitaire / inflamaige de I'hote.

2. 3. 1. — Cysticercose musculaire

C’est la localisation des cysticerques dans le feustie. Elle est le plus souvent
asymptomatique mais parfois on peut observer dedgmeg ou un tableau de myosite avec
douleurs et cedeme musculaire. Elle évolue spontaméwers la calcification. Le diagnostic

est alors le plus souvent le fait du hasard a dsmn d’'une radiographie.

Figure 2 : Cysticercose musculaire — Images radmygues

Les fleches montrent les cysticerques calcifiés damuscle



2. 3. 2. — Cysticercose sous-cutanée

L’atteinte sous-cutanée est caractérisée par laepo& de nodule parasitaire, peu
adhérent au tissu adjacent, peu mobile, indoloséégeant préférentiellement sur le thorax ou
le dos. Le diagnostic se fait par identificationgiurasite aprés biopsie du nodule.

Figure 3 : Cysticercose sous-cutanée

Nodule sous-cufané/

ANOFEI

2. 3. 3. — Neurocysticercose

C’est la localisation des cysticerques dans leesystnerveux. Elle constitue la forme
la plus grave de la maladie. Les cysticerques rseordgrent genéralement dans le parenchyme
(Del Brutto, 1995 ; Monteireet al, 1995 ; Dumaset al, 1997), dans les espaces sous-
arachnoidiens (Sotelo & Marin, 1987), ou dans &4tés ventriculaires (Cuettet al, 1997).
Dans le parenchyme, le parasite est habituelletoeatisé dans le cortex et dans la jonction
de la substance grise et de la substance blandhécdtion dans les ganglions basaux, les
pédoncules cérébraux, ou le cervelet est moinsuéritg. La localisation intramédullaire
(Carydakiset al, 1984 ; Dietemanat al, 1985 ; Isidro-Llorens et al., 1993) et les aites du

systeme nerveux périphérique (Parkeal, 1988) sont rares. Parmi les cavités ventricesair



le IV®™ventricule et les ventricules latéraux sont lesesdles plus fréquemment affectées. I

peut aussi exister des formes mixtes.

La forme larvaire connue sous le nom @eracemosusdésignation proposée par
Zenker en 1882 (du latilmcemus qui signifie grappe), se rencontre moins fréquemim
Dans cette forme racémeuse, les kystes sont plyeslé4 a 12 cm) que ceux @ecellulosae
et le scolex est absent. Cette forme peut appargimme un kyste unique ou, plus
frequemment, comme des kystes de taille varialvBngés en « grappe de raisin ». La forme
racémeuse se situe préférentiellement dans leseitedbasales, la fissure sylvienne et les
cavités ventriculaires. La coexistence @ecellulosaeet C. racemosus été observée dans

environ 10 % de cas de neurocysticercose (Rabietaa@test al, 1985).

Figure 4 : Neurocysticercose

Il 'y a pas de symptomatologie typique permettintaractériser cette parasitose. La
symptomatologie peut aller d’'un trouble neurologigdiscret au trouble cérébral le plus
dramatique. Les manifestations cliniques sont déesnpar ordre de fréquence décroissante,
par les crises épileptiques (Soteloal, 1985 ; Gang-zhét al, 1988 ; Monteircet al, 1995),
les céphalées (Crut al, 1995), les signes d’hypertension intracraniefihgdrocéphalie et
ses complications (Sotelo & Marin, 1987). Mais @&t aussi entrainer la démence ou méme

la mort. Les formes asymptomatiques représentend&9cas.



La neurocysticercose est I'une des maladies em@gest re-émergentes les plus
graves dans le monde. L’'OMS estiment qu’enviror060 personnes par an en meurent (lto,
2002). Elle est une des causes les plus fréqueltd®pilepsie dans les pays en voie de
développement (Garcet al, 1993 ; Andriantsimahavandy al, 1997). Tout type de crise a
éte observé mais les crises généralisées d’emblées ecrises partielles secondairement

généralisées prédominent (Sotetal, 1985).

Neurocysticercose et épilepsie

Dans les pays en voie de développement, la neurceyose est I'une des causes les
plus fréquentes des épilepsies (Gasmtial, 1993 ; Andriantsimahavandst al, 1997). En
Afrique du Sud, on a rapporté que 50,9 % des pati@pileptiques présentent une
neurocysticercose (Campbell & Farrell, 1987). Ldiene étude épidémiologique réalisée
dans le nord du Togo, Dumas al. (1990) ont rapporté que la neurocysticercosecasse
d’épilepsie chez 29,5 % des patients, tout ageotwhf ; et qu’au-dela de 50 ans, elle est a
I'origine de 66 % des épilepsies. A Madagascar ¥4,des enfants présentant une épilepsie
sans étiologie montrent une sérologie positive pawecherche d’anticorps dirigés confre
solium (Grill et al, 1996). En Amérique Latine, la neurocysticercesela cause principale
d’épilepsie retrouvée chez 30 a 50 % des patidbéspfo & Hauser, 2002). En Inde, la
neurocysticercose est impliqguée dans 10 a 20 Yadal@pilepsie (Singh, 1997). En lIrian
Jaya, on a observé une augmentation de cas derdw(té@sultant de crises d'épilepsie

probablement causées par la neurocysticercose ifintaket al, 1997).

2. 3. 4. — Cysticercose oculaire

Le cysticerque peut se rencontrer soit au niveauadeexes, paupieres, conjonctives,
orbites (20 a 25% des cas), soit de facon plusi&ég au niveau du globe oculaire (75 a 80%



des cas) (Auzememst al, 1995). La localisation vitréenne est la plugjfrénte des atteintes

du globe oculaire (Salioat al, 1984 ; Auzemergt al, 1996). En I'absence de traitement,
I'évolution se fait vers des complications inflantoiees majeures entrainant cataracte,
hypertonie, glaucome, décollement rétinien. La lisation sous-rétinienne est l'une des
formes les plus fréquentes de la localisation iotralaire. La localisation du kyste au pole
postérieur entraine une baisse d’acuité visuellproximité du pdle postérieur, il entraine un
décollement de la macula ou un cedeme maculaireidgstSitué en périphérie, il reste muet
plus longtemps. D’autres localisations ont été iter intra-camérulaires, iriennes,

cristalliniennes, mais elles sont exceptionnelles.

La localisation conjonctivale est la plus fréquendles atteintes annexielles. Son
évolution se fait vers I'accroissement progressédcapossibilité de fissuration. Au niveau de
I'orbite, la localisation rétro-oculaire peut étesponsable d’une exophtalmie ; la localisation
intramusculaire entraine un trouble oculomoteupaasable de diplopie. La localisation

palpébrale est rarissime et peut revétir 'aspaat dhalazion.

Figure 5 : Cysticercose oculaire — Localisatioméghne

La fleche montre le scolex évaginé.



2. 3. 5. — Cysticercose généralisée

C’est lI'association des atteintes cérébrale, omjlaous-cutanée, ou musculaire. Elle
peut se manifester de fagon bruyante associamscéigileptiques, baisse de I'acuité visuelle,
céphalées, désorientation temporo-spatiale, myalgienodules sous-cutanés (Avastéal,
1994), ou, au contraire, silencieuse, révélée parcdlcifications fusiformes lors d’un examen
radiologique. Cependant, on retrouve souvent demshtécédents un épisode neurologique

en rapport avec une localisation cérébrale.

2. 4. — Diagnostic

Les techniques de détection des porteurs de té&hiieaconsistent a la recherche
d’ceufs de ténia ou de proglottis par examen patagitjue des selles ou la technique ELISA
pour la détection d’antigenes circulants (Allarakt 1996). Cette derniere est la technique la
plus sensible. Par ailleurs, un résultat positifdo& pas étre considéré comme une preuve
sans équivoque de linfection. Le diagnostic deficoration est apporté par la mise en
évidence d'ceufs ou de proglottis de ténia danssédes. Une des limites de I'examen
parasitologique des selles réside dans lincapatgté@étecter tous les cas de teeniose car
I'émission d’ceufs ou de proglottis dans les fecsst@s irréguliere. Parmi ces techniques,
seule l'identification de proglottis permet un diagtic différentiel des deux espéces
parasitant I'hnomme. Des progres ont été réecemnagpoartés dans la recherche d’ceufs dans
les feces en utilisant la technique d’amplificatiper PCR (Nunes et al., 2003). Une telle
technique pourra permettre de différencier les despeces sans avoir besoin de disposer de

proglottis.

Le diagnostic de la cysticercose, en particulielad@eurocysticercose, est souvent
difficile en raison du caractere polymorphe des ifeatations cliniques. Si un examen
physique et une analyse de I'histoire clinique @ donditions de vie du patient peuvent

s’avérer utile dans certains cas, le diagnostiogepessentiellement sur les résultats de la



neuro-imagerie (tomodensitométrie, Imagerie de R&sce Magnétique : IRM) et des

examens biologiques.

2. 4. 1. — Technigues radiologiques

¢ La tomodensitométrie (TDM) est la meilleure méthogour détecter les

calcifications intracérébrales associées a unetiofe ancienne.

¢ L'IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) est @essible que la TDM aux
stades pathologiques du développement de la IéEiba.peut montrer la progression des
kystes. Dumaset al. (1997) ont utilisé I'IRM pour classer les changaiseobserves dans les
cysticerques parenchymateux afin de décrire leact&istiques de la dégénération des
cysticerques aprés traitement par des médicamatitsyaticerquiens. Elle permet aussi de

mettre en évidence les scolex au sein des lésimigkes.

Les deux méthodes sont appropriées pour les cepties intraparenchymateux. Mais
'IRM est plus indiquée pour les localisations awentriculaires, sous-arachnoidiennes,
cisternales et spinales.

¢ Les radiographies des parties molles a la recbedsh calcifications ne sont

pratiguement plus utilisées.

2. 4. 2. — Diagnostic biologique

2. 4. 2. 1. — Examen anatomo-pathologique



C’est le seul examen permettant un diagnostic dgtude par I'identification du
cysticerque (vivant ou mort) a partir d’'une biopsied’'un prélevement post mortem. Dans le
cas d’'une localisation oculaire, le parasite pénat@u directement (White, 2000).

2. 4. 2. 2. — Techniques immunologiques

Les techniques immunologiques utilisées actuellénoemsistent a rechercher des
anticorps dirigés contré. soliumou des antigénes circulants lesoliumdans le sérum ou le
liquide céphalo-rachidien (LCR) (Garaéh al, 1998). Les techniques décrites sont le test de
fixation du complément, I'hémagglutination indirec{HAI), [l'agglutination au latex,
'Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), I'Bme-linked Immunoelectrotransfert
Blot assay (EITB) (Larraldet al, 1986 ; Tsan@t al, 1989). L'EITB consiste a détecter les
bandes de glycoprotéines spécifiquesTatsolium Sept bandes ont été identifiées pour le
diagnostic de la cysticercose. Il s’agit de glyai@imes de poids moléculaires 13 kilodaltons
(kDa), 14 kDa, 18 kDa, 21 kDa, 24 kDa, 39-42 kDieb@ kDa (Tsanget al, 1989 ; Diazet
al., 1992 ; Rodriguez-Caneit al, 1997). Les rapports initiaux font état d’une sbitité de
98% et d’'une spécificité proche de 100% (Tsahgl, 1989). Mais des études ultérieures ont
rapporté que si 'EITB reste trés sensible chezpkgents présentant des lésions multiples,
elle est beaucoup moins sensible chez les patey@s des lésions uniques ou des Iésions
calcifiées (Wilsoret al, 1991). La technique ELISA a I'inconvénient d’avan taux élevé de
faux positifs et de faux négatifs. Ceci est dludilisation d’antigenes présents dans I'extrait
soluble ou le liquide vésiculaire des cysticerquestechnique ELISA, bien que de sensibilité
et de spécificité plus faibles que celles de 'EI'EBt la technique la plus utilisée car elle est
simple, pratique pour le terrain, et de faible c(itvan et al, 1982). Alors, des études sur
I'amélioration de la solution d’antigénes ont étéreprises pour remédier a cet handicap.
L’utilisation d’antigenes recombinants a été rapgp@rcomme une bonne alternative (Hubert
et al, 1999 ; Sateet al, 2003). D’autres équipes ont travaillé sur laedgbn d’antigenes
circulants par des anticorps monoclonaux ou pohalx (Correaet al, 1989). Brandet al
(1992) ont trouvé que des anticorps monoclonauigétircontre des produits d’excrétion —

sécrétion deT. saginatamontraient une forte réactivité avec les antigeriesulants deT.



solium L’ELISA pour la détection d’antigénes circula®té évaluée par plusieurs auteurs
(Garciaet al, 1998 ; Nguekanet al, 2003a, b et c). Ces différents auteurs ont nd@pe
cette technique a une tres grande sensibilité tetréss spécifique. La technique utilisée par
Garcia et al. (1998) ne détecte pas le cysticeviplde unique ainsi que les Iésions en cours
de dégénération ; celle utilisée par Nguelamal (2003a, b et c) a détecté tous les individus
hébergeant des cysticerques vivants. Elle a uneellerte corrélation avec Ila
tomodensitométrie et peut procurer des informationgortantes sur la viabilité des parasites.
Le taux d’antigenes circulants étant proportiormehombre de parasites vivants, elle permet
de suivre d’évolution des patients ayant recu witetment antiparasitaire et d’évaluer
I'efficacité d’un tel traitement. Elle peut contuiér a la compréhension de la pathogenése de
la neurocysticercose humaine, en particulier lecggsus de dégénération du parasite. Elle
peut aider a la conduite a tenir. Comme elle neadétque les porteurs de cysticerques
vivants, elle donne une meilleure idée de la penva@ de la cysticercose active que les tests
de détection d’anticorps. Ceci peut étre néanmaoimsnconvénient car elle sous estime la
prévalence de la cysticercose puisque les cystiesrqgalcifiés ne sont pas détectésettal
(1998) ont rapporté que l'utilisation de la fractipH 9,2-9,6 de la solution d’antigene
préparée a partir de liquide vésiculaire ou decudsientier du stade larvaire dle soliumet
séparée par isoélectrofocalisation est une méthinage, tres sensible et tres spécifique pour
une application dans les pays ou la maladie sévit.

2. 4. 2. 3. — Technique d’amplification de 'ADN

La technique d’amplification de 'ADN par PCR (Pwoigrase Chain Reaction) est un
outil trés utile et tres spécifique pour différercides especes tres proches. Elle a été utilisée
avec succes pour différencier l'infectiormasaginatade l'infection aT. solium(Gonzalezet
al., 2000 ; Rodriguez-Hidalget al, 2002). La différenciation des deux espétesaginataet
T. soliumest importante du point de vue médical étant doqune les deux parasites ne
présentent pas la méme pathogénicité et que lmaktig différentiel peut étre difficile dans
certains cas. En outre, la PCR permet aussi derecmifdes cas de cysticercosd .asolium
(Theiset al, 1996).



2. 5. — Traitement

La teeniose intestinale est traitée médicalemenitgministration de niclosamide a la
dose de 4 comprimés répartie en deux prises are kiéatervalle, ou de praziquantel en dose
unique de 10 mg/kg. Chez la femme enceinte, orepréftiliser le sulfate de paromomycine a
la posologie de 16 sachets de 250 mg en une sasldPwlowski (1991) a rapporté que des

doses faibles de praziquantel restent efficaces.

Pour la neurocysticercose, I'intervention chiruedgca été, il n’y a pas si longtemps, le
seul traitement disponible. Le praziquantel estiathné oralement a la dose de 50 mg/kg/j
divisé en deux prises pendant 15 jours. Il est dgsoapidement par I'organisme et est
éliminé dans les urines. Il n'a pas deffets toxguconnus. Les effets secondaires sont
généralement légers et disparaissent dans lesizdshé.es symptomes les plus fréquemment
rapportés sont une douleur épigastrique, une gédenainale diffuse, une nausée, I'anorexie,
une constipation ou une diarrhée, des vertiges,namsx de téte, des éruptions cutanées
(prurigo ou urticaire), et de la fievre. L'albendéz est un anti-helminthe a large spectre. Il
est utilisé en dose unique ou en cures de 15 mgikgtant 8 jours. Il est rapidement, bien
que partiellement, absorbé par I'organisme, eélstiné par les urines. Il est tres bien toléré
et les effets secondaires n'apparaissent que cheés @les cas. L'administration de
praziquantel ou d'albendazole nécessite une slameéd neurologique ; il est recommandé
d’y associer une corticothérapie pour limiter lIéaations inflammatoires provoquées par la
lyse parasitaire. Il n’est pas recommandé de ldéisartchez la femme enceinte car des tests

sur les animaux ont montré des effets embryotox@uératogénique.

S'’il est communément admis que les médicamentpaasitaires n'ont aucun effet
sur les lésions calcifiées, les cliniciens ne spas d’accord sur la nécessité de traiter
médicalement les autres cas de neurocysticercoseai® auteurs ont observé que
l'utilisation de praziquantel et d’albendazole attemment amélioré le pronostic de la
neurocysticercose essentiellement dans les lotiahsaparenchymateuses (Leget al,

1985 ; Soteloet al, 1985 ; Zardiet al, 2000), d’autres ont rapporté que le traitement



médicamenteux de la neurocysticercose apporte gluconvénients que d’avantages
(Takayanagui et Jardim, 1992). Salinas et al. (18898 conclu, aprés meta- analyse de toutes
les publications portant sur le traitement de lsticgrcose, qu'il n’y a pas suffisamment de
preuve démontrant que la thérapie par des médidamentiparasitaires apporte un
quelcongue bénéfice clinique au patient. Gaetial. (2002a) présentent les conduites a tenir
recommandées : (a) le traitement de la neurocystise doit prendre en compte aussi bien le
nombre et la localisation des lésions que la \itébiles parasites ; (b) un accroissement des
cysticerques parenchymateux n’est pas un fait cametipeut étre mortel ; un parasite qui
augmente en taille mérite une conduite active paitdes médicaments antiparasitaires, soit
par intervention chirurgicale ; (c) chez les pasegorésentant une hypertension intracranienne
secondaire a une neurocysticercose, le traitemantigs médicaments antiparasitaires n’est
jamais la priorité dans la réduction de la pressiavee. La priorité est de résoudre le
probleme d’hypertension avant d’envisager toutereaudbrme de thérapie; (d) les
médicaments anti-épileptiques constituent la thérppncipale des crises d'épilepsie dans le
neurocysticercose. En général, les crises d’'épdepmivent étre gérées de la méme maniére
que les autres causes de crises d'épilepsie sdoemdgrises d’épilepsie antérieures)
puisqu’elles sont dues a un foyer organique dé&agnt depuis longtemps. Toutefois, apres la
résolution de linfection parasitaire, les patiemts présentant plus de crises d’épilepsie
peuvent cesser de prendre les médicaments argpépiles. Les médicaments
antiparasitaires ne doivent pas étre considérésmeomne alternative a une thérapie
médicamenteuse anti-épileptique. Pour les patigmtssentant des formes mixtes de
neurocysticercose, une considération des risquegssbénéfices doit étre fait pour choisir

I'ordre des interventions.

Dans le cas de la cysticercose porcine, I'oxfeni#gazo030 mg/kg en prise unique
(Gonzaleset al, 1996) ou l'albendazole a 30 mg/kg/j pendant B&gose sont révélés tres
efficaces (Gonzalest al, 1995). Toutefois, I'utilisation a grande échealke'albendazole est
limitée par les effets secondaires et la contraletdose multiple.



2. 6. — Prévention — Vaccination

La teeniose / cysticercose chez I'homme et le pstcreconnue comme étant une
maladie "potentiellement éradicable” pour diversssons : a)- 'homme est nécessaire au
maintien du cycle biologique, b)- l'infection pag Wer adulte chez I'homme est la seule
source d’infection des hotes intermédiaires, ¢)éte intermédiaire est un animal domestique
et peut étre donc controlé, d)- il n'existe pasrélgervoirs sauvages significatifs, e)- une
intervention pratique est disponible sous formeckieniothérapie de masse des porteurs de
ténia par des médicaments sans danger et effi@obsantzet al, 1993). Les moyens de
diagnostic des porteurs de ténia adulte ont étdiemde et simplifiés par la technique ELISA
pour la détection de copro-antigenes (Alltnal, 1996). Les mesures de contréle a court
terme consistant a identifier les foyers et adramedicalement tous les cas diagnostiqués ou
suspects de teeniose ne sont vraiment efficacesialies sont supportées par les campagnes
d’éducation sanitaire et les améliorations de libgg individuelle et des installations
sanitaires a l'intérieur de la zone d’endémiciteavflpwski, 1990). En effet, lors des
programmes de traitement, il faut prendre la préocaude ne pas augmenter le risque de
contamination locale de I'environnement ce qui aorait a des résultats contraires aux
intentions initiales (Sciuttet al.,2000). L’amélioration des systémes sanitaire®dttation
de la population nécessitent aussi bien un progreaomique qu’une volonté politique dans
la détermination des priorités communautaires (idgfers, 1999). Malheureusement, le
développement social est un processus lent, en'sitlut pas toutes les classes sociales,
I'infection a T. solium subsistera. Par ailleurs, il est nécessaire ddreneh place une
surveillance médicale car les formes non symptajuat de la cysticercose peuvent étre
exacerbées par le traitement médical (Sciettal, 2000). En outre, il faut tenir compte de la
possibilité de développement de résistance aux gaguwints, aussi bien que des effets
secondaires potentiels chez les personnes tragé@eparticulier, les enfants (Sciutéd al.,
2000).

Des efforts de contréle focalisés sur I'éradicatifenla cysticercose porcine a travers
I'amélioration les conditions d’élevage du porcl'@ispection de la viande de porc aux
abattoirs ont été entrepris. Si cette approcheraiee I'éradication de I'infection &. solium

aux Etats Unis et en Europe, aucune amélioratiarété pratiguement observée dans les pays



du Tiers Monde pour différentes raisons dont las ptaportante est économique. Dans ces
pays, I'élevage de porcs dans un endroit closehlapéchant ainsi d’avoir acces au feces
humaines, constitue une dépense supplémentairedfuar les animaux. Par ailleurs, afin de
ne pas subir une perte économique, les éleveursyapris a diagnostiquer la cysticercose
porcine et préferent vendre leurs animaux contasnilais les filieres clandestines plutot que
de les envoyer aux abattoirs ou la viande est gi8peet de risquer ainsi une saisie (White
al., 1997).

Un autre stratégie pour controler la cysticercasesiste a traiter médicalement tous
les porcs infectés. Mais elle a pour inconvéniengédnérer une augmentation du commerce
de la viande ladre qui serait alors difficile aedd¢r, et de rendrait inefficace I'inspection
vétérinaire (Lightowlers, 1999).

Les vaccins offrent un outil potentiel pour aideramtroler la transmission du parasite
(Sciuttoet al, 2000). La vaccination des porcs est une stratgigervention faisable étant
donné que la durée de vie du porc avant I'abatRageailleurs, I'acquisition de la protection
est relativement courte chez la plupart des pd@ecspeut supposer que la vaccination serait
mieux acceptée par les éleveurs de porcs puisgueranaux ne seront pas saisis. La
vaccination est aussi une méthode qui peut avaiasiantages économiques, car méme si les
porcs continueraient a étre nourris de fagon rustiqvec des ordures ménageres, ils
pourraient résister a l'infection. Leurs propriétai pourraient alors les vendre a un prix plus
élevé puisque la viande serait indemne de cystiesrdSciuttoet al, 2000). L’efficacité
potentielle de la vaccination des porcs a été dédempar des tests expérimentaux (Molinari
et al, 1983) et des tests menés sur le terrain (Maoliearal, 1993, 1997) en utilisant
différents extraits du parasite. L'antigene d’orgiteye a montré le niveau de protection le
plus élevé (Pathaket al, 1990). Toutefois, leur application est limitéearp
I'approvisionnement et le contréle de qualité desgenes dérivés directement du parasite
(Lightowlerset al, 2000). L'utilisation d’antigenes recombinantdiwié offrent le plus grand
potentiel pour surmonter ces limitations d’apprmnsement en antigene. Les représentants
de la famille des Taeniidae ont plusieurs traitsicmns dans leur relations immunologiques
hote-parasite (Lightowlerst al, 1999), la préparation d’antigene a partir d'esitespeces de
ténia plus facile a obtenir que soliuma été évaluée. Plancageal (1999) ont trouvé une
protection de 93 % contre le développement de agrsfues vivants et une protection de 74 %



sur le nombre total de cysticerques en utilisastaigigenes recombinants préparés a partir de
T. ovis Le test sur le terrain de trois peptides syntjuéts basés sur des séquences
peptidiques df. crassicep®st trés prometteur (Huera al, 2002). Une diminution de 98,7

% du nombre total de cysticerques et une prévaldaagysticercose diminuée de 52,6 % ont
été rapportées. Les essais de production en grapdetité de ces peptides sont
encourageants ; leurs immunogénicités sont accpees I'expression dans le phage
filamenteux M13, dans les plantes transgénique®ttes, papaye), et par association a des

protéines immunogenes bactériennes transportecitgt(cet al, 2002).

Pour étre efficace, les stratégies d’éradicatiotadeeniose / cysticercose nécessitent
des programmes qui combinent a la fois le contléke risques, le traitement des porteurs de
ver adulte, et la vaccination des porcs (Sciattal, 2000).



Il — Travaux personnels: Diagnostic biologique etenquétes

épidémiologiques

3. 1. — Introduction

Dans la plupart des pays africains, il y a tres gewneurologues et la majorité des
médecins généralistes ne connaissent pas la agstiee L'accés aux techniques modernes de
neuro-imagerie et aux diagnostics sérologiques liesté. Les formes cliniques de la
neurocysticercose sont extrémement variables reémeldragnostic difficile. La cysticercose a
été rapportée dans plusieurs pays en Afrique. Eiqud sub-saharienne, trés peu d’études
épidémiologiques avait été réalisées sur la popualagénérale. Au Bénin, notre équipe a pu
effectuer une étude épidémiologique au niveau natidlle nous a permis de rendre compte
de la prévalence globale de la cysticercose dapsy® Une autre étude a été ensuite réalisée
afin d’'identifier des petites zones ou la prévatemour la cysticercose est trés élevée.
L’identification de ces zones permettra de prendes mesures qui vont aider a la

planification de la politique de santé a appliqu@ns ces régions.

En Afrique, la majorité des études rapportées danbttérature sont des études
effectuées sur des malades neurologiques. De ceEesgton a observé que les crises
d’épilepsie étaient citées comme étant la manifiestaclinique la plus fréquente de la
neurocysticercose. De méme, plusieurs études &éalisn Amériqgue Centrale et du Sud

montraient que la neurocysticercose est la causkeisacommune d’épilepsie chez les adultes.

Les études réalisées en Afrique avaient suscitgdiess de vue contradictoires en ce
qui concerne la relation entre neurocysticercosépéepsie. Dans notre étude au Burundi,

nous avons essaye de voir s'il existe une relaidre la neurocysticercose et I'épilepsie.

Les prévalences rapportées dans les différents gg&fsque montrent une grande
variabilité entre les différentes régions d’Afriqu€ette variabilité est peut-étre due au

manque de méthodes épidémiologiques appropriéad’absence de technique de diagnostic



standardisée. Dans une étude réalisée a Madagasaaravons comparé les résultats obtenus
par trois laboratoires différents sur des échami#llde sérum et de LCR prélevés sur des
patients épileptiques et non-épileptiques.

3. 2. — Enquétes realisées

3. 2. 1. — Au Bénin (publications 2 et 3)

Au Bénin, une étude séroépidémiologique est réaliad niveau national. Un
échantillonnage en trois niveaux (sous-préfectu@smunes et habitations) est effectué dans
les 6 départements du Bénin (Atacora, AtlantiquergBu, Mono, Ouémé et Zou). Au
premier niveau, 1 sous-préfecture sur 4 est sélaote de facon aléatoire dans chaque
département. Au second niveau, 1 commune sur 4hessie au hasard dans chaque sous-
préfecture considérée. Au troisieme niveau, darequd commune choisie une premiere
habitation est sélectionnée a partir d'une listeamnsement. Puis une habitation sur 4 est

choisie a partir de la premiére.

Aprés avoir obtenu le consentement des sujetsrélaye@ment sanguin est réalisé. Le
sérum est recueilli apres centifugation puis comseér —20°C jusqu’a I'analyse. Deux mille
six cents vingt-cing sérums sont recueillis surdl8mmes et 1296 hommes. Les anticorps
dirigés contre les cysticerques Besoliumsont d’abord recherchés par la méthode ELISA en
utilisant un extrait brut soluble de. cellulosaecomme antigéne. Puis, les 41 échantillons
positifs (1,6%) sont ensuite analysés par la mé&Held B. Trente-cinq échantillons donnent
des résultats positifs soit une séroprévalence, 8% IIntervalle de confiance a 95% [IC a
95%] : 0,9 — 1,9). La séroprévalence est de 1,%@(P5% : 1,2 — 2,7) chez les hommes et
0,8% (IC a 95% : 0,4 — 1,5) ches les femmes. Ligmdifice observée entre les hommes et les
femmes est significative (P<0,05). On observe auwssiaccroissement progressif de la

séroprévalence avec I'age. Les prévalences lesghwges ont été observées en Atacora et



Atlantique, deux départements non musulmans (3133086 respectivement). Ceci démontre

gue la cysticercose est un important probleme dééJFRubliqgue au Bénin.

Une autre étude a été ensuite réalisée dans lerteiéeat de I'Atacora afin
d’identifier des petites zones de prévalence él@oée la cysticercose, soit supérieure a 4%.
D’aprés I'étude précédente, la prévalence pouystiaercose était de 1,6% au Bénin. On peut
donc estimer que le double de cette prévalence4$bitonstitue un seuil a partir duquel la
cysticercose peut étre considérée comme un probdenganté Publique. L'identification de
telles zones permet d’aider a la planification deoblitique de Santé. Pour effectuer cette
étude, nous avons choisi la méthode LQAS (Lot Qualssurance Sampling). Cette méthode

est tres utilisée dans I'industrie pour identifiler petites zones de faible performance.

Le département de I’Atacora comporte 14 sous-préfes. Seize communes situées
dans 4 sous-préfectures ont été choisies pourdéetChaque commune constitue un lot.
Soixante-cinq sujets sont choisis de facon aléatoians chacune des 16 communes
sélectionnées. Le lot est classé comme rejetéaitient au moins un sujet qui a un résultat
positif pour la recherche d’anticorps dirigé contes cysticerques d&. solium Cette
recherche d’anticorps est réalisée d’abord pardthade ELISA. Puis, tous les échantillons

donnant des résultats positifs par ELISA sont éagestés par la méthode EITB.

Sur les 1 040 sujets inclus dans cette étude, 438%) sont des hommes et 606
(58,2%) des femmes. Quarante-un sujets dont 14 leen(&)2%) et 27 femmes (4,5%) ont un
résultat positif pour la recherche d’anticorps -&hticellulosae soit une séroprévalence
globale de 3,9% (IC 4 95% : 2,9 — 5,4).

Sur les 16 communes sélectionnées, nous en aventfi@ 13 qui présentent une
séroprévalence supérieure a 4% (elles ont au mansujet dont la sérologie pour la

cysticercose est positive).



3. 2. 2. — Au Burundi (publication 4)

Au Burundi, plusieurs foyers de cysticercose oétiéentifiés (provinces de Kayanza,
de Bururi, de Cibitoke, et de Ngozi) mais peu diésiont été réalisées sur la relation possible

entre cysticercose et épilepsie.

L’objectif de notre étude est d’évaluer le rbleldecysticercose dans la survenue de

I'épilepsie au Burundi.

C’est une étude de cas — témoins appariés réalaée la commune de Kiremba au
Burundi pendant les mois de mars et d'avril 200h. das épileptique est apparié a deux
témoins selon I'age. Les cas sont des sujets gyasenté au moins deux crises d’épilepsie
non provoquées survenant sur une durée de plud Heutes et résidant dans la commune de
Kiremba. Les témoins sont des sujets résidant ausiemba qui n'ont jamais présenté de
maladie neurologique et n'ont pas de lien de paremvec les cas afin de prévenir toute
propension géeneétique a I'épilepsie parmi les tésoira séropositivité pour la cysticercose

par la méthode ELISA est I'exposition mesureée.

Trois cents vingt quatre cas avec un début d’épideentre 1950 et 2000, et 648

témoins appariés avec I'adge sont inclus dans l&tud

La sérologie pour la recherche d’anticorps dirigatee la larve del. soliums’est
révélée positive pour 59,6% des personnes prégedésncrises d'épilepsie et 31,5% des
témoins (p<0,001). La séropositivité pour la cymtiose a une relation avec la survenue de
I'épilepsie (odds ratio = 3,8 ; IC a 95% : 2,5 4)5Dans une analyse multivariée qui prend en
compte les autres facteurs potentiellement respbesade la survenue de [I'épilepsie,
I'association entre cysticercose et épilepsie remgnificative (odds ratio = 4,1 ; IC a 95% :
3,0 - 5,6).

Notre étude a aussi permis de mettre en évidemapditance de la cysticercose dans
la survenue de I'épilepsie dans la commune de Kieerpuisque 31,5% des témoins

montraient un résultat positif pour la recherchanticorps dirigé contre la larve de solium



dans le sérum. Le risque attribuable a la cystasradans cette population est 50% (IC a
95% : 42 - 57).

3. 2. 3. — Au Kenya (publication 5)

La cysticercose humaine n'a pas encore été démut&enya. Lors de notre étude
réalisée durant le second semestre 1998, des fintisdont suspecter que le parasite existe
au Kenya. Notre étude consiste a une étude casftgrappariés. Les cas sont des patients
ayant présenté des crises d’épilepsie. Un patsntansidéré comme épileptique s'il répond
aux criteres de la Commission d’Epidémiologie etRitenostic de la Ligue Internationale
Contre I'Epilepsie dans « Directives pour les étudgidémiologiques sur I'épilepsie »
(Commission on Epidemiology and Prognosis, Intéeonal League Against Epilepsy, 1993).
Les témoins sont des personnes ne présentant gpitedsie et vivant dans la méme région

que les cas depuis leur naissance. Les témoinsappatiés aux cas selon I'age et le sexe.

Tout patient traité pour épilepsie dans une orgdiois de soins non gouvernementale
pour I'épilepsie d’'une région rurale (Nyahururu)daine région urbaine (Nairobi) du Kenya
est examiné et interrogé en utilisant le Questiman@our I'Investigation de I'Epilepsie dans
les Pays Tropicaux (Institut d’épidémiologie neagijue et de neurologie tropicale,
Association panafricaine des sciences neurologjoR@30). Les témoins sont interrogés en
utilisant un questionnaire séparé conc¢u pour ceTuites les personnes incluses ont donné
leur consentement a participer a I'étude. Le praltoa été examiné et approuvé par le Comité
d’Ethique Nationale de Kenyatta et de I'Univergii& Nairobi. Quatre-vingt-dix-neuf cas et
124 témoins sont recrutés pour I'étude. La sérel@giur la cysticercose est réalisée par une

méthode ELISA utilisant un extrait brut solublemtigéne deC. cellulosae

Les cas et les témoins sont identiques pour lect@aistiques démographiques. Cing
cas sur 99 (5,1%) et 3 témoins sur 124 (2,4%) antuee seérologie positive pour la
cysticercose. Il est admis qu’il existe une cotréta positive entre I'épilepsie et la

neurocysticercose. La prévalence plus élevée obsalrez les patients présentant des crises



d’épilepsie par rapport aux témoins suggere queysicercose peut étre un des facteurs
responsables de la survenue des crises d’épildpserait alors raisonnable de faire de fagon
systématique une recherche d’anticorps antsoliumou d’antigénes de celui-ci et au moins

une recherche de nodules sous cutanés pour toempsduffrant de crises d’épilepsie.

3. 2. 4. — A Madagascar (publication 6)

Des échantillons de sérums et de liquide céphaloidien (LCR) ont été prélevés sur
80 patients présentant des crises d’épilepsie @afignts n'ayant jamais eu d'épilepsie. Les
échantillons ont été analysés par trois laboratailiéférents. Au total, six méthodes ont été
utilisées : une méthode EITB, une méthode HAI, eate méthodes ELISA (ELISA-1,
ELISA-2, ELISA-3, ELISA-4). ELISA-3 utilise commenéigéne une solution préparée a
partir de cysticerques provenant du Togo. Les taoises méthodes ELISA, de méme que
'EITB et I'HAI, utilisent une solution préparée partir de cysticerques provenant de
Madagascar. Les trois méthodes ELISA utilisant desdicerques provenant de Madagascar
different par la préparation de la solution d’aatig. ELISA-2 utilise le liquide vésiculaire

alors que les deux autres les vésicules entieres.

Quelle que soit la technique utilisée, les réssiltdittenus chez les patients épileptiques
ne montrent pas de différence significative avaxaies patients non épileptiques que ce soit

dans le sérum ou dans le LCR.

En comparant les différentes méthodes entre édeggsultats obtenus dans le sérum
ne concordent pas entre elles ni avec la méthod®&.8En revanche, les résultats obtenus
dans le LCR montrent une excellente concordanae déed difféerentes méthodes sauf avec

'ELISA utilisant des cysticerques provenant du d¢gLISA-3).

En recalculant la sensibilité et la spécificité [dAl et des différentes ELISA par
rapport a 'EITB, que nous avons considéré comrastéa référence, nous avons trouvé que

les différentes méthodes ont une spécificité élenais une faible sensibilité a I'exception de



ELISA-1. Cette derniére, au contraire, montrent grende sensibilité avec une spécificité

modérée.

Il est vraisemblable que les différences observa@ient liées au protocole de
'ELISA. Toutefois, il est aussi possible que desctéurs génétiques (entrainant des
différences des différences antigéniques) lieo@agine géographique des cysticerques ainsi
gue des facteurs génétiques liés aux différentssh@ntrainant des réponses immunologiques

différentes) jouent un role.



CHAPITRE Il — Teenia solium/ Cysticercus

cellulosae:; Etude de la biodiversité

| — Introduction

Plusieurs faits font penser a I'existence de vdralgénétique au sein de solium

Tout d’abord les études épidémiologiques effecta@es les pays de 'Amérique Centrale et
du Sud rapportent une prédominance de la localisatgrébrale ; alors qu’en Afrique et en
Asie, toutes les localisations ont été observéestIpossible que cette différence ne soit que
le résultat des différences dans les moyens deo&ig utilisés dans ces pays. Singh (1997) a
évoqué la possibilité que la difference d’incidemteypertension cranienne et des formes
racémeuses liées a une cysticercose observéd'ameeet 'Ameérique Latine soit due a une
sous-estimation des méningites d’origine cysticengue du fait que la coloration de Wright,
une technique qui permet de les différencier desimyées tuberculeuses, n’est pas toujours
réalisée en Inde. En outre, [utilisation des teghas dimagerie médicale
(tomodensitométrie et IRM) pour le diagnostic den&urocysticercose est trés courante en
Amérique Latine ; alors qu’en Afrique, ces techmigiuisont rarement disponibles, et que
seulement l'analyse des liquides biologiques, kheeche de nodules sous cutanés, et la

pratique du fond d’ceil sont les techniques de diata les plus utilisées.

Une étude récente a rapporté que les facteursge@pfhéte comme I'age, le sexe, le
statut génétique, et I'exposition participent d@ilgersité de la manifestation de la maladie en
modulant la susceptibilité a I'infection et en imhnt une réaction inflammatoire (Fleury,
2002).

D’autres facteurs liés au parasite lui-méme pamici aussi a cette diversité en

influant sur la réponse immunitaire de I'h6te dbdge du parasite. Il est reconnu qu’au cours



du temps, le parasite évolue spontanément verotasuggerant qu’il perd progressivement
son aptitude a détourner les mécanismes de défiensen hote. Comme chez I'héte, le statut

génétique du parasite est un des parametres int@arivdans cette diversité.

En 1982, Correat al ont rapporté que les cysticerques prélevés $idreints patients
n'ont pas la méme composition dans leur antigensudce. Yakolefet al (1982) ont déja
rapporté que la diversification antigénique du pieapourrait étre la cause des différences

dans la réponse immunitaire observées chez 'homme.

Par ailleurs, les cysticerques @esoliumprélevés sur différents porcs naturellement
infectés montrent des différences morphologiquegletsiologiques. Lorsqu'on met les
cysticerques en présence de sérum d'origine pqrééseréactions observées varient allant
d’'un Iéger changement du taux de consommationcdgdene a une altération généralisée du
tégument de la paroi vésiculaire associée a ungctiéd de la capacité a évaginer et a une

diminution du taux de consommation d’oxygene (Caeteal, 1987).

Il — Généralités sur I'étude de la biodiversité

2. 1. — Méthodes

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pouiettial biodiversité des organismes
(plantes ou animales). Parmi ces méthodes, on @tutles isoenzymes, I'analyse RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), le stmage de I'ADN, I'analyse PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction—RFLP), l'analyse SSCRngksStrand Conformation
Polymorphism), la RAPD (Random Amplified PolymorphDNA), I'ALFP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), ou encore [utiizat des minisatellites et des
microsatellites. La plupart de ces techniques rsitegd la connaissance préalable de la

séquence d’ADN a étudier. Pour notre étude, nows pooposons d’étudier les isoenzymes



par la technique d’isoélectrofocalisation d’'unetperl’ADN par la technique dite "Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD)" d’autre part.

2. 2. — Isoélectrofocalisation

L’isoélectrofocalisation (IEF) est une technique permet de séparer les protéines en
se basant sur la différence des charges électrigjuelies portent.

Les isoenzymes sont les différentes formes molé&eslal’'un systeme enzymatique
avec la méme fonction catalytique. Cette différeesedue a une mutation, une délétion ou
une insertion d'un ou plusieurs acides aminés. @angement dans la structure
polypeptidique de I'enzyme peut entrainer une mcatibn de la structure tridimensionnelle
ou un changement de la charge électrique globatégpar la molécule. Les isoenzymes qui
n'ont pas la méme charge globale peuvent étre rdiifdées par la technique
d’isoélectrofocalisation car elles n'ont pas la neémobilité lorsqu’elles sont soumises a une
électrophorése. Sous l'action d’un champ électrigeisoenzymes vont migrer vers I'anode
ou vers la cathode selon la charge globale queltée, et s’arréteront lorsque cette charge est
nulle (c’est le point isoélectrique). En utilisaenhsuite des techniques de coloration

spécifiques a I'enzyme que I'on veut étudier, ontpasualiser la position de I'enzyme sur le

gel.

La technique d’isoélectrofocalisation s’est révéée une technique trés utile pour la
détection de différences inter et intra spécifigdes organismes. Elle a été tres utilisée pour
caractériser différentes souches de protozoaifexoplasma gondi(Dardéet al, 1992),
Leishmania (Piarroux et al, 1994 ; Canto-Laraet al, 1998 ; Oskamet al, 1998 ;
Shamsuzzamaet al, 2000),Trypanosoma cruZZillmann & Ebert, 1983)Cryptosporidium
(Ogunkoladeet al., 1993).

Les isoenzymes ont été aussi utilisées pour étddgervariations génétiques chez

différentes especes de mollusques du geymenaeaCoutellec-Vretcet al, 1994).



Chez les helminthes, elles ont permis de révélsrvdeations genétiques que ce soit
chez les trématodes (Agatsurea al, 1992 ; Paniaguat al, 1999) ou les nématodes
(Mydynski & Dick, 1985 ; Ibrahinet al, 1994 ; Snabedt al, 1998).

Chez lesTeenia elles ont été utilisées pour difféerencier leseess entre elles (Le
Riche & Sewell, 1978 ; Allsopet al, 1987). Okamotet al (1995) ont utilisé les isoenzymes
pour étudier les variations intra spécifiquesTdenia teeniaeformiafin d’établir la relation

génétique entre les souches sauvages et les santhetenues au laboratoire.

2.3.—RAPD

La RAPD est une technique dérivée de la technig@® RPolymerase Chain
Reaction). La PCR est une technique qui consistanplifier un segment de I’ADN en
utilisant deux amorces. Les amorces sont des ségsi@le 20 a 50 oligonucléotides qui vont
se fixer sur les deux brins d’ADN, a chaque extténde la région a amplifier. Leurs
séquences sont choisies de telle sorte qu’ellensobmplémentaires a la séquence d’ADN
cible. L’ADN double brin est dissocié par effet température (c’est la dénaturation).
Lorsque la température atteint une certaine vatpurdépend de la composition et de la
longueur des amorces, ces derniéres vont se fixeADN (c’est I'hybridation) et vont
initier la copie du segment d’ADN a amplifier. Leconstitution du brin complémentaire de
I’ADN est effectuée par une enzyme appelée ADN mpéisase (c’'est I'élongation). Les deux
brins d’ADN vont donner deux ADN double brin idepies a I'ADN initial. En
recommencant le cycle, chaque ADN double brin dmmeer deux autres ADN double brin.

Au bout de n cycles, on obtiendraZDN a partir d’'un seul segment de celui-ci.

Dans le cas de la RAPD, on n'a besoin que d'unéesamorce. Cette amorce est
constituée de quelques nucléotides et sera chamisieasard. Elle s’hybride de facon aléatoire
sur les deux brins de I’ADN et initie 'amplificat de la région d’ADN comprise entre deux
amorces. Bien que les amorces utilisées soientsiglsoau hasard, leur composition doit

respecter certaines régles pour que l'amplificatmisse se produire : (a) I'amorce doit



contenir au moins 9 nucléotides, (b) la composigorC+G est de 40% au moins (en général,
on utilise 50 a 80% de C+G), (c) il ne faut pasisgi des séquences auto-complémentaires
pour éviter la formation d’amorce dimére (Bowditthal, 1993).

En outre, il faut que certaines conditions soientplies : (a) 'amorce doit reconnaitre
de facon assez spécifique une séquence de I’ADN;afmorce doit s’hybrider sur les deux
brins de I'ADN, et (c) la distance entre les amersar les deux brins de '’ADN ne doit pas
étre trop grande (quelques milliers de bases).

La technique RAPD a l'avantage de ne pas nécedaiteonnaissance préalable du
génome étudié. Elle est facile a manipuler et ropiest qu'une petite quantité d’ADN
(Williams et al, 1990 ; Welsh & McClelland, 1990). En revanclefréquence d’avoir une
hybridation non spécifique est élevée étant donméles amorces utilisées sont de petite taille
et nécessitent donc une basse température d’hyibrid#ar ailleurs, la reproductibilité des

profils de bandes est tres sensible aux conditéastionnelles utilisées.

Chez les protozoaires, la technique RAPD a étésédilpour étudier aussi bien les
variabilités génétiques de différentes especesstejleLeishmania infantunfToledoet al,
2002), ouEntamoeba histolytic§Gomeset al, 2000), que les relations phylogénétiques de
Cryptosporidium(Morganet al, 1999), delrypanosoma cruziGomeset al, 1998). Elle a
aussi été tres utilisée pour identifier et caramtérdes especes et des souchdseighmania
donovani(Andreseret al, 1996), deCandida(Lehmanret al, 1992).

Elle a été aussi utilisée chez les mollusques duegulinus(Langandet al,, 1993).

Chez les helminthes comme les gerirashinella (Bandiet al, 1995 ; Andrewet al,
1995), les oxyures (Jobedt al, 1998), les Metastrongylus (Leignet al, 1997), les
Schistosomes (Barrak al, 1993 ; Sireet al, 1999), leDicrocoelium dendriticunfSandoval
et al, 1999), elle a permis de distinguer différenteacbes. Chez les cestodes, elle a été
utilisée pour des études intra spécifiques (Silesaket al, 1993 ; Kral'ova & Spakulova,
1996).



2. 4. — Etudes réalisées sur la biodiversitd dsolium

Les études sur la diversité génétiquelrdsoliumsont rares. Rishi et McManus (1988)
étaient probablement les premiers a rapporterdterce de variations intra spécifiques chez
des isolats d&. soliumen utilisant la technique d’hybridation et de #femt par Southern. En
travaillant sur la séquence nucléotidique des geémaschondriaux du cytochrome b (Cyt b)
et de la sous unité 1 de la cytochrome ¢ oxyda€kLJCdes équipes japonaises ont confirmé
I'existence de cette diversité génétique au seifedpece del. solium(Okamotoet al,
2001 ; Nakacet al, 2002 ; Yamasalet al, 2002 ; Itoet al, 2003). Ces équipes ont rapporté
que T. soliumpeut étre divisé en deux groupes géenétiques pgrasiatique d’'une part et
groupe africain et américain d’autre part. En corabt ces résultats aux données historiques
sur la domestication et la distribution des poetsur la colonisation, ils ont émis I’hypothese
que T. soliuma été introduit recemment en Amérique Latine etAdnque pendant la
colonisation qui a commencé il y a environ 500 ;aesqu’unT. soliumd’'une autre origine

s’est dispersé indépendamment dans les pays asistiq

lll — Travaux personnels

3. 1. — Objectifs

3. 1. 1. — Objectif principal

Montrer qu’il existe une diversité genétique aungie I'especd aenia solium



3. 1. 2. — Objectifs secondaires

Montrer que cette diversité génétique est lieearapartition géographique.

Evaluer si cette variation intra spécifigue ested@inante dans la localisation
anatomique du parasite, influencant ainsi sa pé&thioge.

3. 2. — Etude réalisée au Mexique (publication 7)

Cette étude est réalisée en collaboration avecuipéq de [I"Instituto de
Investigaciones Biomedicas de la Universidad Naichutonoma de México (UNAM)"
(Directeur : Dra Edda Sciutto).

3. 2.1 — Matériels

Dans cette étude, nous avons analysé des échamtd®T. soliumprélevés sur des

porcs provenant du Mexique et de Madagascar.

Au Mexique, les porcs proviennent de deux régions :

Mexique Central : 35 cysticerques isolés sur 13cpagorovenant de deux Etats
(Morelos et Puebla ) ont été analysés. Les cysfieey de I'Etat de Morelos ont été recoltés
dans deux localités (Zacatepec et Cuantepec), gleseux de I'Etat de Puebla ont été isolés

de Huatlatlauca.



Sud Est du Mexique : 16 cysticerques prélevés sporgs ont été analysés. Ces

cysticerques proviennent de la localité de Koclawisdl'Etat de Yucatan.

A Madagascar, 39 cysticerques prélevés sur 9 morceté etudiés. Les cysticerques

proviennent de deux provinces (Antananarivo et&iantsoa).

Un autre échantillon d€&. crassiceps- ORF a été aussi analysé.

3. 2. 2 — Méthodes

L’ADN des cysticerques est extrait en utilisant'@®@enomic Prep Cells and Tissues

Isolation kit" (Amersham Biosciences), puis quaétgar spectrophotométrie.

La RAPD a été effectuée en utilisant le "Ready to BAPD Analysis Beads"
(Amersham Biosciences) en suivant les instructidasfabricant avec 20 ng de l'extrait

d’ADN et 9 amorces différentes. Les séquences aesaes utilisées sont les suivantes :
- Amorce A0l : 5'-GGTGCGGGAA-3’
- Amorce A02 : 5-GTTTCGCTCC-3’
- Amorce AO3 : 5-GTAGACCCGT-3’
- Amorce A04 : 5’-AAGAGCCCGT-3
- Amorce AO5 : 5'-AACGCGCAAC-3’

- Amorce A06 : 5'-CCCGTCAGCA-3’



- Amorce OPA-03 : 5-AGTCAGCCAC-3’
- Amorce OPA-07: 5-GAAACGGGTG-3’
- Amorce OPA13 : 5-CAGCACCCAC-3

Les amorces AO01, A02, A03, A04, A05, A06 proviennga Amersham Biosciences.
Les amorces OPA-03, OPA-07 et OPA-13 provienner@jperon Technologies.

Les produits d’amplification sont ensuite séparésédéctrophorése sur gel d’agarose
a 2% contenant du bromure d’éthidium a 0,8 ng/pélelctrophorése est réalisée a 60 V
pendant 3 heures 30 min. Les gels ont été enshdawgraphiés et les photographies ont été

scannées.

La détection de la présence ou d’absence de bamd#é effectuée pour chaque
individu grace au logiciel Gene Profile (Scanalyti€airfax, VA). Le profil d’amplification

de chaque cysticerque est ensuite analysé daneRopgehet al, 1997).

3. 2. 3. — Résultats

Avec les 9 amorces, nous avons obtenu 113 loci 4@r{tt3,36%) sont polymorphes.
Les trois régions analysées (Madagascar, Mexiquer€et du Sud Est) sont bien séparées.
Nous avons trouvé une différence génétique sigttifie entre Madagascar et le Mexique, et
entre les deux régions du Mexique. Cette différease moindre entre les cysticerques
provenant de difféerentes localités du Mexique. Auwecdlifférence n’a été trouvée entre les
cysticerques provenant des deux provinces de Madagaainsi qu’'entre les cysticerques

prélevés sur un méme animal.



Comme on s’y attendait, le flux génétique est ibhtre les deux pays. En effet, la
probabilité de migration des porteurs humains d@atéinsi que le commerce de porcs entre
Madagascar et le Mexique est faible étant donngrdade distance géographique entre ces
deux pays. Le flux génétique est aussi faible dese@égions du Mexique. En revanche, entre
les trois localités du Mexique Centre, nous aveoave un flux génétique élevé mais une
faible différence génétique. La proximité géograpiei de ces localités favorise la migration
de population et un commerce actif de porcs infeetérainant ainsi un mélange de matériel

génétique entre les parasites.

3. 3. — Etude réalisée a Limoges

3. 3. 1. — Matériels

3.3.1. 1. — Echantillons de solium

Les échantillons d&. soliumprovenant de différents pays sont obtenus aupess d
différents collaborateurs de [IInstitut d’Epidénogie neurologique et de Neurologie
Tropicale. Un protocole de prélevement a été étabh d’uniformiser la méthode de

préléevement des parasites (voir annexe 1).

Pour les échantillons d'origine porcine, les cytiries viables sont prélevés dans
différentes parties anatomiques de chaque animai@res antérieur et postérieur, langue,
coeur, masseéter, diaphragme, cerveau) en faisamtiatt a ne pas prélever le tissu
environnant afin d’étudier la relation éventuellee@ les manifestations cliniques de la
maladie. lls sont ensuite conservés dans de I'éthan/0%. Si on dispose de moyen de
conservation a —20°C, un double de chaque échlantlt congelé et conservé a —20°C. Ces

échantillons sont destinés aux études des isoerszyme



Un échantillon de viande dépourvu de cysticerquaeteayraisse est aussi prélevé sur

les porcs ladres et traité de la méme maniereagieyisticerques.

Pour les échantillons d'origine humaine, les cygstices sous-cutanés ont été excisés
chirurgicalement apres que le sujet concerné ainéson consentement. Nous n’avons pu

obtenir qu’un cysticerque par individu.

Un échantillon de cysticerque provenant de Madaga@dADA, voir annexe 2) est

utilisé comme témoin positif car la technique ardige au point avec cet échantillon.

Etant donnée la difficulté de disposer de I'azajaitle et de carboglace dans les pays
ou la maladie sévit, nous n’avons pu obtenir queddtzantillons (10 échantillons provenant
de Madagascar, 1 échantillon du Mexique, et 1 dilan du Togo) pour I'étude des

isoenzymes.

Cent neuf échantillons de cysticerques Baenia soliumd’origine porcine, 11
cysticerques d’origine humaine, ainsi que deux lottig deT. soliumadulte ont été analysés
par la techniqgue RAPD. La répatrtition de ces cgstjoes par pays est la suivante :

- Madagascar, 37 échantillons ont été prélevé2amorcs.

- Burundi, 15 échantillons prélevés sur 4 porcé @thantillons d’origine humaine.
- Cameroun, 8 échantillons ont été obtenus surdspo

- Mexique, 49 échantillons provenant de 14 porcs.

- Equateur, 7 échantillons de cysticerques provieda® porcs et deux proglottis @e

soliumadulte isolés chez deux hommes.

- Togo, 4 cysticerques d’origine humaine. Il estoder que les cysticerques d’origine
humaine provenant du Togo ont été conserveés dafmol et non dans de I'éthanol comme

les autres échantillons.



Les proglottis deT. solium ont été identifiées par des criteres biochimiques

(isoenzymes), génétiques (PCR) et morphologiquasifine de ramifications utérines).

Pour les cysticerques d'origine humaine, aucuneeapteuve que des critéres

morphologiques n'ont été apportes.

Des échantillons de tissu ont été aussi préleveg thote afin de servir de témoin

négatif.

La liste des échantillons analysés dans cette @sideprésentée dans I'annexe 2.

3. 3. 1. 2. — Echantillons de saginata

Dix échantillons deT. saginatadont 8 ont été obtenus auprés du laboratoire de
Parasitologie du Centre Hospitalier UniversitaltéiJ) Dupuytren de Limoges et 2 nous ont
été gracieusement donné par le Professeur Washifgnitez du "Centro Internacional de

Zoonosis" de Quito en Equateur.

Les proglottis d&. saginateont été identifiés par des criteres morphologicusavoir

le nombre de ramifications utérines, le nombreadternance des pores génitaux.

3. 3. 1. 3. — Origine géographique des échantillons

¢ Les échantillons provenant de Madagascar provendéedeux provinces
- Antananarivo : 20 porcs

- Fianarantsoa : 2 porcs



¢ Au Burundi, les 4 porcs sur lesquels les cystigesgont été prélevés provenaient
tous de la province de Kayanza. Les prélevementsams ont été obtenus lors d’'une enquéte

sur une étude épilepsie / cysticercose effectugs ldaméme région.

¢ Nous n‘avons aucune information sur la provenades porcs prélevés au

Cameroun.
¢ Au Mexique, les différents porcs provenaient destEtats

- Etat de Morelos : 7 porcs provenaient de laevie Zacatepec et 3 autres

provenaient de la ville de Cuentepec,
- Etat de Puebla : 2 porcs ont été obtenus d#iéade Huatlatlahuaca,
- Etat de Yucatan : les 2 porcs provenaient ddlade Kochol.

¢ Nous n‘avons aucune information concernant la ligaton anatomique ni la
provenance des cysticerques provenant d’'EquateiantCaux deux vers adultes Besolium
'un a été isolé chez une personne habitant la \dlAtuntaqui (province d’'Imbabura) et
I'autre la ville de Quito (province de Pichinchhags deuxT. saginataproviennent de la ville

de Bolivari (province de Carchi) et de la ville Qaito (province de Pichincha).

Le tableau 1 résume l'espece, le nombre, I'origjéegraphique, I'héte chez lequel on

a prélevé I'échantillon, ainsi que le stade évobliis échantillons.



Tableau 1 : Origine des échantillonsTeniaspp. étudiés

2S

S

Especes Origine Ville, Province Hoéte (Nb)  Nb échilmis | Stade
analysés
T. solium | MadagascarAntananarivo porc (20) 35 cysticerques
Fianarantsoa porc (2) 2 cysticerques
T. solium | Burundi Kayanza homme (7) 7 cysticerques
Kayanza porc (4) 15 cysticerques
T. solium |Cameroun porc (4) 8 cysticerque
T. solium | Mexique Zacatepec, Morelos |porc (7) 49 cysticerques
Cuantepec, Morelos | porc (3)
Huatlatlahuaca, Pueblaporc (2)
Koshol, Yucatan porc (2)
T. solium |Equateur Atuntaqui, Imbabura |homme (1) 1 proglottis
Quito, Pichincha homme (1) 1 proglottis
porc (6) 7 cysticerques
T. solium |Togo homme (4 4 cysticerque
T. saginata France Limoges, France homme (8) 8 proglottis
T. saginata Equateur Bolivari, Carchi homme (1) 1 proglottis
Quito, Pichincha homme (1) 1 proglottis




3. 3. 2. — Méthodes

3. 3. 2. 1. — Isoélectrofocalisation

3.3.2.1. 1. — Préparation des extraits de pgarasi

Chaque cysticergue est broyé dans 50 pl de soldtimmogénéisation (EDTA 1 mM
— Acide aminocaproique 1 mM — DTT 1mM) afin de aamer les activités biochimiques des
enzymes. Les extraits de parasites sont ensuifecadis par 12 pl et gardés a —80°C jusqu’a

'analyse.

3.3.2. 1. 2. - Enzymes étudiées

Dans un premier temps, 22 enzymes ont été séleésna partir des enzymes qui ont
déja été testées au laboratoire de ParasitologieHlu Dupuytren de Limoges pour 'étude
de Toxoplasma. gondiiSur les 22 enzymes étudiées, neuf ont été reiepor les études
ultérieures car elles donnaient des bandes clairesproductibles. Les autres enzymes, ne
présentant pas de bandes ou étant difficlemeetpndtables, ont été éliminées. Les neuf
enzymes retenues sont: Glucose-6-Phosphate dégiéydise (G6PDH, E.C.1.1.1.49),
Lactate déeshydrogénase (LDH, E.C.1.1.1.27), Hexslan(HK, E.C.2.7.1.1), Adénylate
kinase (AK, E.C.2.7.4.3), Aldolase (ALD, E.C.4.1.2), Phosphoglucomutase (PGM,
E.C.2.7.5.1), Malate déshydrogénase (MDH, E.C.13T)1 Malic Enzyme (ME,
E.C.1.1.1.40) et 6-Phosphogluconate déshydrogé6eRE&D, E.C.1.1.1.43).



3. 3. 2. 1. 3. — Electrophorese

L’électrophorése est effectuée soit sur gel de gmgamide, soit sur gel d’agarose
d’environ 5 mm d’épaisseur. La nature du gel @ilen fonction de I'enzyme étudiée est
décrite dans le tableau 2. Pour éviter la surckatdf gel et préserver I'activité biochimique

des enzymes, I'appareil d’électrophorese est &eli circuit de réfrigération réglé a 6°C.
¢ Gel de polyacrylamide

Le gel de polyacrylamide est préparé comme déarisdannexe 4. Le gel est ensuite
démoulé puis monté sur I'appareil d’électrophorésesuivant les instructions fournies avec
I'appareil pour un gel de polyacrylamide. Apresiavégler les parameétres de migration (U =
2000 V; I = 50 mA ; Puissance constante = 25 Wjppareil est branché et une pré
focalisation de 20 min est effectuée. Le courahtiggté et 10 pl de chaque solution d’extrait
de parasite sont déposés sur le gel. L'appareidestouveau branché et la migration est

réalisée pendant encore une heure (annexe 5).
¢ Gel d'agarose

Le gel d’agarose est préparé comme décrit dansdian 4. Le montage est fait en
suivant les instructions fournies avec I'appareilipun gel d’agarose. Apres avoir éponge le
gel a I'aide de papier absorbant, 10 ul de chagtraiede parasites sont ensuite déposés sur
le gel. Les parameétres de migration sont régléb@0 IV pour le voltage, 50 mA pour
l'intensité et 15 W pour la puissance (constarite)migration est ensuite poursuivie pendant

environ 1 heure 20 min (annexe 5).

Le tableau 2 résume la composition de la solutibnrdogénéisation ainsi que le type

de gel utilisés en fonction de I'enzyme a étudier.



Tableau 2 : Nature du gel et composition de latswiud’homogénéisation en fonction de

I'enzyme étudiée.

Enzymes Code Gels / pH Solution d’homogénéisation

Glucose-6-Phosphate E.C.1.1.1.49|AGAR / 3-10 |EDTA — Acide aminocaproique

déshydrogénase (G6PDH) DTT (1ImM)

Lactate déshydrogénase (LDHIE.C.1.1.1.27| AGAR / 3-10 |EDTA — Acide aminocaproique
DTT (1mM)

Hexokinase (HK) E.C.2.7.1.1 |PAG/3-10 EDTA — Acide aminocaproique
DTT (ImM)

Adénylate kinase (AK) E.C.2.7.43 |PAG/3-10 EDTA — Acide aminocaproique
DTT (1mM)

Aldolase (ALD) E.C.4.1.2.13|PAG/ 3-10 EDTA — Acide aminocaproique
DTT (ImM)

Phosphoglucomutase (PGM) [E.C.2.7.5.1 |PAG/ 3-10 EDTA — Acide aminocaproique
DTT (1mM)

Malate déshydrogénase (MDHE.C.1.1.1.37| PAG / 3-10 EDTA — Acide aminocaproique
DTT (ImM)

Malic Enzyme (ME) E.C.1.1.1.40| AGAR / 3-10 |EDTA — Acide aminocaproique
DTT (1mM)

6-Phosphogluconate E.C.1.1.1.43|AGAR / 3-10 |EDTA — Acide aminocaproique

déshydrogénase (6-PGD)

DTT (ImM)

PAG : gel de polyacrylamide

AGAR : gel d’'agarose

EDTA : acide éthylene diamine tetra acétique

DTT : dithiothréitol




3.3.2.1. 4. — Révélation

Lorsque I'électrophorése est terminée, le gel est anincuber dans une solution
contenant des réactifs spécifigues a chaque enpysge’a I'apparition des bandes (annexe
6). Puis le gel est mis dans une solution de fxafjacide acetique 7%) pendant 30 min,
ensuite dans une solution contenant de I'éthanobeetl’acide acétique (25% et 8%

respectivement) pour enlever I'excés de coloratiogst ensuite laissé sécher a I'air.

3.3.2. 2. - RAPD

3.3.2.2.1. — Extraction d’ADN

L’ADN de chaque échantillon est extrait en utilisd® "GenomicPrep Cells and
Tissue DNA isolation kit" (Amersham BiosciencesjidBement, le matériel parasitaire ou le
tissu (environ 20 mg) est broyé a l'aide d’'un pgiston dans un tube type Eppendorf
contenant 600 pl de la solution de lyse refroidiagdde la glace pilée. Apres avoir ajouté 5 pl
de protéinase K a 10 mg/ml (annexe 7), les tubesiaoubés a 56°C pendant toute la nuit.
Puis, 5 pl de RNAse A sont ajoutés avant une intaa 37°C pendant 30 min. Les tubes
sont ensuite mis pendant quelques minutes dare glade pilée pour abaisser la température
et 200 pl de la solution de précipitation de prodsi sont ajoutés. Apres avoir vortexé
guelques secondes, ils sont centrifugés pendarh 216 000 g et a +4°C. Le surnageant est
versé dans un autre tube stérile contenant 600igd-propanol. Aprés avoir mélangé par
environ 50 retournements, les tubes sont centrfugénouveau a 16 000 g et a 4°C pendant 3
min. Puis, le surnageant est jeté et les tubeslamses a égoutter quelques minutes sur du

papier absorbant propre. Six cents ul d’éthand) &o7sont alors ajoutés ; puis, les tubes sont



retournés plusieurs fois pour laver le culot d’ADMNres une autre centrifugation a 16 000 g
et a +4°C pendant 3 min, le surnageant est jefésetubes sont mis a égoutter pendant
guelques instants sur du papier absorbant avamedaissés sécher a I'air pendant environ 15
min. Le culot d’ADN est ensuite dissout dans 50dgel la solution d’hydratation. Si le

précipité n'est pas completement dissout, 50 ps$alation d’hydratation sont ajoutés. Pour

dissoudre completement ’ADN, les tubes sont instd€5°C pendant 15 min.

Remarque : A I'exception de la protéinase K, deoFpropanol et de I'éthanol, toutes

les solutions utilisées sont incluses dans le’kittdaction.

3. 3. 2. 2. 2. — Quantification de I'extrait d’ADN

La solution d’ADN est ensuite quantifiée sur geghrose a 1% dans du tampon Tris-
Borate-EDTA (TBE) contenant du bromure d’éthidiun®,& pg/ml (annexe 8). Le bromure
d’éthidium est un agent intercalant et fluorescpntpermet de visualiser ’ADN sous lumiére
UV. La solution d’ADN est diluée en série. Dix d dhaque dilution sont mélangés a 1 ul de
la solution de charge (10X) (annexe 7), puis dépdsés un puits du gel. Parallelement, 6 pl
des solutions standards a concentrations connufes téchnologies) sont déposées dans le
gel. La migration est ensuite réalisée pendant #ban¥5 volts (annexe 8). L'intensité de la
fluorescence obtenue est proportionnelle a la géadtADN présente dans la solution. La
concentration de 'ADN a quantifier est calculée camparant I'intensité de sa bande avec
celles des standards. Cette concentration esttenajuistée a 6 — 8 ng/pl. Les solutions
d’ADN peuvent étre gardées a +4°C pendant quelegqueis. Pour une conservation plus

longue, elles doivent étre conservéees a —20°C.

Nous avons choisi de quantifier TADN de cette néaeicar elle permet aussi de se
rendre compte de I'état de '’'ADN extrait (dégradatou non).



Notons que nous n'avons pas pu obtenir de I'ADN adtip des échantillons de

cysticerques provenant du Togo.

3. 3. 2. 2. 3. — Amplification

¢ Amorces

Les amorces sont des séquences de 10 oligonudgatishtenant 60 a 70 % de C+G.
Elles ont été choisies arbitrairement. Nous avdrmsst d'utiliser les amorces provenant des
kits A et B commercialisés par Quantum Appligenar 32 amorces testées, 15 ont été

utilisées pour cette étude.

¢ Conditions d’amplification

Pour chaque amorce utilisée, les conditions opémdk la réaction sont déterminées
en faisant varier les différents parametres pouviafiuencer l'analyse (température
d’hybridation, concentration en ADN, concentratiem MgCh, et nombre de cycles
effectués). Pour les 15 amorces retenues poudgéties conditions sont les mémes a part la
concentration en Mggl Ces conditions sont, pour un volume réactionrel50 pl, les

suivantes :
-10 mM Tris HCI pH 9
- 50 mM KClI
- 0,2 mM chacun de dATP, dCTP, dGTP et dTTP

- 2 Unités de Taq DNA polymérase



- 0,8 uM d’amorce
-6 -8 ng d’ADN.

Le tampon d’amplification de la Taq DNA polymérdsernit le Tris HCI, le KCI et
1,5 mM de MgCJ. Si une concentration élevée en Mge&dt nécessaire, celle-ci est ajustée en
ajoutant une quantité suffisante de Mg@l 25 mM également fournie avec la Taq DNA

polymérase.
La concentration en Mggltilisée pour chaque amorce est indiquée darabledu 3.

Pour que la composition de la solution réactiormnstlit homogene pour les différents
échantillons testés ensemble, une solution glob#lé est préparée comme décrit dans
'annexe 10. Quarante-neuf pl de cette solution oXt mis dans des tubes d’amplification.
Puis, 1 pl de la solution d’ADN (6 a 8 ng/ul) a difigr est ajouté.

Un témoin négatif d’amplification est inclus darigeaque analyse. Pour ce témoin, la

solution d’ADN est remplacée par 1 pl degH

Le tableau 3 montre la séquence des amorces esligidsi que la concentration en

MgCl, correspondante.



Tableau 3 : Séquences et concentrations en Migslamorces utilisées en RAPD

Amorces Séquences 5’-3’ [Mglen mM
A02 5-TGCCGAGCTG-3’ 2,0
AO03 5-AGTCAGCCAC-3 15
A04 5-AATCGGGCTG-3 2,0
AO07 5-GAAACGGGTG-3 15
Al3 5'-CAGCACCCAC-3 15
BO1 5-GTTTCGCTCC-3 2,0
B04 5-GGACTGGAGT-3 2,0
B0O5 5-TGCGCCCTTC-3 2,0
BO6 5-TGCTCTGCCC-3’ 15
BO7 5-GGTGACGCAG-3’ 2,0
B0O8 5-GTCCACACGG-3’ 1,5
BO9 5-TGGGGGACTC-3 2,5
B12 5-CCTTGACGCA-3’ 15
B13 5-TTCCCCCGCT-3’ 2,0
B16 5-TTTGCCCGGA-3 2,0




¢ Programmation de I'appareil

Deux appareils ont été utilisés pour 'amplificatio

- DNA Thermal cycler 480 (Perkin Elmer) ; la progmaation utilisée avec cet

appareil est la suivante :
94°C pendant 5 min,
45 cycles de 94°C pendant 1 min, 36°C pendant 1r@tC pendant 2 min,
72°C pendant 10 min.
Maintien a +4°C jusqu’a I'arrét de I'appareil.

Avec cet appareil, 'échantillon a amplifier estoavert d’'une goutte d’huile minérale

pour éviter I'évaporation.
- GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems} tboprogrammation est :
94°C pendant 5 min,
45 cycles de 94°C pendant 30 sec, 36°C pendarg3F2°C pendant 1 min,
72°C pendant 7 min.
Maintien a 4°C jusqu’a l'arrét de I'appareil.

Les produits d’amplification peuvent étre conseraé®C si la migration se fait dans

les 24 heures suivant 'amplification. Sinon, imsconservés a —20°C.

3. 3. 2. 2. 4. — Electrophorese des produits d’diogtion



Les produits d’amplification sont séparés par ébgtiorese sur gel d’agarose a 1%
dans du tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) contenant Q@/ml de bromure d’éthidium
(annexe 9). Quinze pl de produits d’amplificatiamtsmélangés a 3 ul de solution de charge
(6X) (Sigma) puis déposés dans un puits du gelpUits est réservé au témoin de poids
moléculaire PM (2 ul de PM + 3 ul solution de clafX + 13 pl tampon TBE). L’ADN
amplifié est soumis a migration pendant 2 heuresn#ftba 50 volts (annexe 9). Le gel est
ensuite observé sous lumiére UV, photographié #isantt un appareil BioCaptMW (Vilbert

Lourmat, France).

3. 3. 2. 2. 5. — Analyse des données

Les bandes sont détectées en utilisant le loggi@lD++ (Vilbert Lourmat, France).
Le poids moléculaire de chaque bande est calcutérg@port a un standard de poids
moléculaires connus. Pour chaque amorce, les grafds différents échantillons sont
comparés en utilisant le logiciel BiolD++. Un derghamme est ensuite construit en
considérant les coefficients d’homologie de NeLiefDice) avec un intervalle de confiance

de 5% pour la taille des bandes.

Une analyse factorielle des correspondances austs affectuée sur 'ensemble de
données. Cette analyse a été réalisée grace aielogenetiX version 4.04 (Berkhiet al,
2002)

3. 3. 3. — Résultats

3. 3. 3. 1. — Isoenzymes



Parmi les neuf enzymes étudiées, seule 'adénWdatse (E. C. 2. 7. 4. 3) nous a
permis de voir une différence entre la souche pramt du Togo et celles provenant du
Mexique et de Madagascar. Les différents échansllprovenant de Madagascar n'ont pas

montré de diversité avec les systemes enzymatigjueges.

3.3.3.2. - RAPD

Les échantillons provenant du Togo n'ont pas pe étralysés par cette technique car
nous n’'avons pas pu obtenir de 'ADN apres extosctLes ADN ont été dégradés.

3. 3. 3. 2. 1. — Reproductibilité

Les bandes de forte intensité ont une tres borpredactibilité alors que les bandes

de faible intensité ne sont pas toujours retroudagse série a une autre.
Pour les différentes amorces retenues, on obtient :
- un profil identique pour le méme extrait d’ADN plifié dans la méme série.

- le méme profil de bandes pour les extraits d’Apridvenant d’échantillons différents

prélevés sur le méme individu et a la méme lodidisa

- le méme profil de bandes pour le méme extraitDRAamplifié par les deux

appareils.

¢ Pour I'amorce A02, les bandes de faible intersitét reproductibles a 80% (4 fois

sur 5).



¢ Pour I'amorce A03, la reproductibilité est de 78/4ois sur 8).

¢ Pour 'amorce A07, la reproductibilité est de 7834ois sur 4).

¢ Pour I'amorce A13, elle est de 86% (6 fois sur 7).

¢ Pour I'amorce B01, les bandes ont une reprodiitéilnie 100% (3 fois sur 3).

Les bandes de faible intensité, montrant une fadgpeoductibilité, ne sont pas prises

en compte pour les différentes comparaisons.

3.3.3.2.2. - Amorces

Sur les quinze amorces testées, six ont permisetieteér des polymorphismes dans
les profils de bandes. Ce sont les amorces A02, AD4, AO7, Al3, et BO1. Toutefois,
I'amorce AO4 ne sera pas prise en compte pourita das analyses car elle montre une tres
faible reproductibilite. Méme les bandes princigatke forte intensité ne sont pas toujours
reproductibles. Les différences observées poulttraiens provenir de la technigue et ne pas
étre le reflet d’'une diversité intra spécifique.

Nous avons noté que les profils générés par lé&reiftes amorces sont bien distincts

d’'une amorce a une autre.

Pour l'interprétation des profils, nous avons cdés que chaqgue bande représente un

« locus ».

3. 3. 3. 2. 3. — Types de profils obtenus



Pour chague amorce, les types de profils sont restéshiffres romains a partir de I,

mais le type | de I'amorce A02 est différent dudaymle I'amorce AO3, etc...

¢ Amorce A02: deux types de profils (types | et dijit été obtenus avec les
échantillons df. soliumet trois types de profils (types Il a V) avec xele T. saginatalLes
échantillons provenant du tissu n'ont donné qu’'enl gype de profil différent de ceux
obtenus aved@. soliumet T. saginata(type TA02). Ces différents profils sont représsrur

la figure 6.

¢ Amorce A03: quatre profils différents (types IIN& ont été observés pour les
échantillons dg. soliumet deux autres profils (types V et VI) pour ceexTd saginata Les
échantillons de tissu ont donné un profil différétype TAO03). La figure 7 montre les

différents profils obtenus par 'amorce A03.

¢ Amorce AQ07: les échantillons d&. solium et de T. saginataont montré
respectivement six (types | a VI) et deux profilalents (types VII et VIII). Les tissus n'ont
donné qu’un seul type de profil (type TAO07). Celfédents profils sont montrés sur la figure
8.

¢ Amorce A13: nous avons observé cinq profils difés (types | a V) pour.
solium et trois profils (types VI a VIII) poull. saginata L'analyse des tissus n'a générée

gu’un type de profil (type TA13). Ces profils ssaprésentés sur la figure 9.

¢+ Amorce BO01 : trois profils différents (types | 1) lont été générés pdr. soliumet
cing autres (types IV a VIII) par. saginatalLes échantillons de tissu ont donné un autre type
de profil (type TBO1). Les différents profils obtenavec 'amorce BO1 sont montrés sur la

figure 10.



Figure 6 : Les différents profils obtenus par I'aoce AO2 (interprétation du code des

échantillons dans I'annexe 2)

2000 bp

1 : Profil des tissus, type TA02 (échantillon MGIO1I01)
2 : Profil de type | (échantillon MADA)

3 : Profil de type Il ( échantillon EC-P07-C01)

4 et5: PM 250 bp-ladder

6 : Profil de type Ill (échantillon TSAG-09)

7 . Profil de type IV (échantillon TSAG-06)

8 : Profil de type V (échantillon TSAG-07).



Figure 7 : Les difféerents profils obtenus par I'aoeo AO3 (interprétation du code des

échantillons dans I'annexe 2)

123456

2000 by

1000 bp

1et7:PM 250 bp-ladder

2 : Profil de type | (échantillon MADA)

3 : Profil de type Il (échantillon BU-P04-CO05)

4 : Profil de type Il (échantillon CM-P03-C01)

. Profil de type IV (échantillon MX-P07-C06)

. Profil des tissus, type TAO3 (échantillon BU4PD04)

. Profil de typeV (échantillon TSAG-02)

© 00 o O

: Profil de type VI (échantillon TSAG-03).



Figure 8 : Les différents profils obtenus par I'aoceo AO7 (interprétation du code des

échantillons dans I'annexe 2)

128385 6 7 8

1000 bp

500 bp

1 : Profil de type | (MG-111-C01)

2 : Profil de type 1l (BU-P04-C01)

3 : Profil de type 11l (MX-P05-C01)

4 : Profil de type IV (EC-P02-C01)

5 : Profil de type V (MX-P12-C04)

6 : Profil de type VI (MX-P13-C03)

7 : Profil des tissus, type TA0O7 (MG-120-T01)
8 : PM 250 bp-ladder

9 : Profil de type VII (TSAG-06)

10 : Profil de type VIII (TSAG-07)

11 : PM 100 bp-ladder



Figure 9: Les difféerents profils obtenus par I'aoeo A13 (interprétation du code des

échantillons dans I'annexe 2)

1 234567

1 : Profil de type | (échantillon MADA)

2 : Profil de type Il (échantillon BU-P04-C05)

3 : Profil de type Il (échantillon CM-P04-C02)
4 : Profil de type IV (échantillon MX-P16-C02)
5 : Profil de type V (échantillon EC-P02-C01)

6 : Profil des tissus, type TA13 (BU-P04-T04)
7 et 8 : PM 250 bp-ladder

9 : Profil de type VI (échantillon TSAG-01)

10 : Profil de typeVIl (échantillon TSAG-04)

11 : Profil de type VIII (échantillon TSAG-06)



Figure 10 : Les différents profils obtenus par l@aoe BO1 (interprétation du code des

échantillons dans I'annexe 2)

6 7.8 9 10 11

1 : Profil de type | (échantillon MG-108-C01)

2 : Profil de type Il (échantillon MX-P07-C06)

3 ; Profil de type Il (échantillon CM-P02-C01)

4 : Profil des tissus, type TB0O1 (échantillon MX5PT)
5et11: PM 250 bp-ladder

6 : Profil de type IV (échantillon TSAG-01)

7 : Profil de type V (échantillon TSAG-04)

8 : Profil de type VI (échantillon TSAG-03)

9 : Profil de type VII (échantillon TSPP-02)

10 : Profil de type VIl (échantillon TSPP-03)



Les différents types de profils obtenus par chaammerce sont bien distincts de ceux

des autres amorces.

Les tableaux 4 et 5 représentent la répartitiondiféérents types de profils obtenus

pour chaque échantillon et par amorce.

Trois échantillons (MX-P12, MX-P13 et MX-P14) n'opas pu étre typés par les
amorces A02, A03, A13 et BO1 car ils montrent desilg différents entre eux et entre les
différentes localisations anatomiques. De pluspledils qu’ils génerent sont différents des
profils observés chez les autres échantillons. &foig avec A07, seul I'échantillon MX-P14

n'a pas pu étre classé pour les mémes raisons.

Par ailleurs, les échantillons BU-93, BU-105, BWB1BU-114, BU-117, et BU-175

ne sont pas considérés car leur profil est ideatauprofil du tissu.



Tableau 4 : Type de profils trouvés par amorce dfgenia soliunfinterprétation du code des
échantillons dans I'annexe 2)

Pays Echantillons A02 A03 AQ7 Al3 BO1
MADA I I [ I I
MG-101 Il I I I
MG-102 I I
MG-103 I I
| |
| |

MG-104
MG-105
MG-106 Il Il Il Il Il
MG-107 | I I | I
MG-108 | I I | I
MG-109 | I I | I
MG-110 Il I\ 11 Il Il
MADAGASCAR MG-111 | I I I I
MG-112 | I I | I
MG-113 Il Il \Y Il Il
MG-114 |
MG-115 |
MG-116 |
MG-117 |
MG-118 |

|

|

I

|

MG-119
MG-120
MG-121
MG-122
BU-PO1 Il Il Il Il Il
BU-P02 Il Il Il Il Il
BURUNDI BU-PO3 Il Il Il Il Il
BU-P0O4 Il Il Il Il Il
BU-63 1 I\ Il Il 1
CM-P02 Il [l Il 1] 1]
CM-P0O3 Il [l Il 1] 1]
CM-P0O4 [l [l Il 1] 1]
CM-P0O5 Il [l Il 1] 1]

CAMEROUN




Pays Echantillons A02 A03 AQ7 Al3 BO1
MX-P0O3 [l v A v [l
MX-P04 [l v 11l \Y] [l
MX-P05 [l v 11l v [l
MX-P0O6 [l v 11l \Y] [l
MX-PO7 [l v 11l v [l
MX-P0O8 [l v 11l v [l
MEXIQUE MX-P09 Il \Y 11 \Y Il
MX-P10 Il \Y 11 \Y Il
MX-P11 Il \Y 11 \Y Il
MX-P12 ? ? V ?
MX-P13 VI ?
MX-P14 ? ? ? ? ?
MX-P15 [l v A v [l
MX-P16 [l v A \Y) [l
EC-P02 [l Y \) \% I
EC-P03 [l Y \) \% I
EC-P0O4 [l Y \) \% I
EQUATEUR EC-P05 [l Y \) \% I
EC-P06 [l v v \ I
EC-PO7 I \Y \Y V Il
TSPP-01 Il \Y 1Y V Il
TSPP-04 Il \Y Y V Il

? . profil atypique




Tableau 5 : Type de profils trouvé pour chaque amchezlaenia saginatéinterprétation du

code des échantillons dans I'annexe 2)

Pays Echantillons A02 AO03 AO07 Al3 BO1
TSAG-01 1] V VIII VI \Y
TSAG-02 1] V VIII VI V
TSAG-03 1] \ VIII VI VI
FRANCE TSAG-04 1] \ VIII Vi V
TSAG-06 \Y \ il VIII V
TSAG-07 V \% VIII \ \
TSAG-08 11 \% VIl VI V
TSAG-09 11 \% VI VI VI
EQUATEUR TSPP-02 11 \% Vi VI il
TSPP-03 11 \% VI VI VIII

3. 3. 3. 2. 4. — Effet de la calcification des @my&tgues

Lorsque le cysticerque est en cours de calcifioabio completement calcifié, le profil
obtenu montre soit une superposition du profil gsticerque avec celui de I'héte, soit

uniquement le profil de I'hote.

Par ailleurs, certains échantillons ne sont pasifea ni en cours de calcification,
pourtant leurs profils sont identiques a celui tissus ou montrent une superposition de
bandes du tissu avec ceux du parasite. L'expliocgtimbable est que les échantillons sont
contaminés par les tissus de I'héte. En fonctionl'idgportance de la contamination, les
profils ressembleront plus ou moins a ceux du tisSiest le cas pour la plupart des
échantillons prélevés dans le cerveau car il éstdifficile pour les localisations cérébrales
d’obtenir des cysticerques exempts du tissu cérébhes figures 11, 12, 13, 14, et 15
montrent respectivement les profils obtenus aveameorces A02, A03, A07, A13 et BO1.



Figure 11 : Effet de I'état du cysticerque sur pesfils obtenus par A02 (interprétation du
code des échantillons dans I'annexe 2)

2000 bp

1000 bp

1:MG-119-TO1 — Tissu ( type TA02)

2 : MX-P15-C01 — Membre postérieur (type Il)
3 : MX-P15-C02 — Membre antérieur (type 1)
4 : MX-P15-C03 — Cerveau (Profil du tissu)

5: PM 250 bp-ladder



Figure 12 : Effet de I'état du cysticerque sur fpesfils obtenus par A03 (interprétation du

code des échantillons dans I'annexe 2)

2000 bp

1000 bp

1: PM 250 bp-ladder
2 : BU-P04-C05 — Membre antérieur (type II)

: BU-P04-C06 — Diaphragme (superposition avgodél du tissu)

A W

: BU-P04-C0O7 — Cou (type II)

5 : BU-P04-T04 — Tissu (type TA03)



Figure 13 : Effet de I'état du cysticerque sur pesfils obtenus par A07 (interprétation du

code des échantillons dans I'annexe 2)

500 bp

1: PM 100 bp-ladder

2 : MX-P15-C01 — Membre postérieur (type IlI)
3 : MX-P15-C02 — Membre antérieur (type IlI)
4 : MX-P15-C03 — Cerveau (Profil du tissu)

5: MG-120-TO1 — Tissu (type TAQ7)



Figure 14 : Effet de I'état du cysticerque sur fpesfils obtenus par A13 (interprétation du
code des échantillons dans I'annexe 2)

— N M T IO O N O O

1 : BU-P04-C05 — Membre antérieur (type Il)

2 : BU-P04-C06 — Diaphragme (tissu, type TA13)
3 : BU-P04-C0O7 — Cou (type 1)

4 : MADA (type 1)

5 : MG-102-C03 — Poitrine (type 1)

6 : MX-P15-C01 — Membre postérieur (type 1V)

7 : MX-P15-C02 — Membre antérieur (type 1V)

(oe]

:MX-P15-C03 — Cerveau (profil du tissu)

©

: MX-P16-C01 — Membre postérieur (type V)
10 : MX-P16-C02 — Membre antérieur (type V)
11 : BU-P03-C02 — Cuisse (profil du tissu)

12 : MX-P15-T — Tissu (type TA13)

13 : PM 250 bp-ladder



Figure 15 : Effet de I'état du cysticerque sur peefils obtenus par BO1 (interprétation du
code des échantillons dans I'annexe 2)

— N M S 1O O N O O\

- -, 2000 bp

1000 bp

1 : BU-P04-C05 — Cuisse (type II)
2 : BU-P04-C06 — Diaphragme (superposition aveurddl du tissu)
: BU-P04-C07 — Cou (type II)

A W

: MX-P15-C01 — Membre antérieur ( type Il)

62

: MX-P15-C02 — Membre postérieur ( type II)

6 : MX-P15-C03 — Cerveau ( superposition avec tdilpdu tissu)
7 : BU-P04-C02 — Cceur (type 1)

8 : BU-P04-C04 — Masseter (type II)

9 : MADA (type 1)

10 : MG-102-C03 — Poitrine (type I)

11 : MG-113-C01 — Langue (type II)

12 : MX-P15-T — Tissu (type TB01)

13 :PM 100 bp-ladder



3. 3. 3. 2. 5. — Relation avec la localisation amatjue

L’'analyse de la relation avec la localisation amdtue ne concerne que les
prélévements porcins car chez ’homme, nous n'aymnsbtenir qu’'un seul échantillon par

individu.

Nous n’avons pas pu trouver de différences de Ipgnofre les cysticerques d’un méme
porc préleves sur différentes localisations a kpton des cysticerques provenant de trois
porcs de l'état de Morelos (MX-P12, MX-P13 et MX41 Toutefois, les différences
observées chez ces derniers ne peuvent pas étresrél la localisation anatomique des
cysticerques puisque les trois échantillons moniules profils différents. Les figures 16, 17,
18, 19 et 20 montrent les profils obtenus par AQ23, A07, A13 et BO1 respectivement pour

différentes localisations anatomiques.



Figure 16 : Profils obtenus par A02 pour les cgstiaes prélevés sur différentes localisations

anatomiques (interprétation du code des échardilifams I'annexe 2)

8 9 10 11

2000 bp

—

000 bp

1 : Langue (BU-P04 — type 1)

2 : Coeur (BU-P04 —type II)

3 : Cuisse (BU-P04 — type 11)

4 : Masseter (BU-P04 — type II)

5 : Membre antérieur (BU-P04 — type 1)
6 : Cou (BU-P04 —type 1I)

7 et 11 : PM 250 bp-ladder

8 : Membre antérieur (MX-P11 — type Il)
9 : Membre postérieur (MX-P11 —type II)

10 : Cerveau (MX-P11 — type 1)



Figure 17 : Profils obtenus par AO3 pour les cgstiaes prélevés sur différentes localisations

anatomiques (interprétation du code des échardilifams I'annexe 2)

2000 bp 28

1000 bp Bl

1 : PM 250 bp-ladder

2 : Membre postérieur droit (MX-P07 — type 1V)

3 : Membre postérieur gauche (MX-PQO7 — type V)
4 : Diaphragme (MX-PQ7 — type V)

5 : Membre antérieur droit (MX-P0O7 — type V)

6 : Membre antérieur gauche (MX-P0O7 — type 1V)

7 : Cerveau (MX-P0O7 — type IV)



Figure 18 : Profils obtenus par AO7 pour les cystices prélevés sur différentes localisations

anatomiques (interprétation du code des échardilifams I'annexe 2)

1234567

1000 bp

1: PM 100 bp-ladder

2 : Membre postérieur droit (MX-P0O7 — type IlI)

3 : Membre postérieur gauche (MX-P07 — type III)
4 : Diaphragme (MX-PQ7 — type III)

5 : Membre antérieur droit (MX-PQ7 — type III)

6 : Membre antérieur gauche (MX-P0O7 — type IlI)

7 : Cerveau (MX-P0O7 — type IlI)



Figure 19 : Profils obtenus par A13 pour les cgstiaes prélevés sur différentes localisations

anatomiques (interprétation du code des échardilifams I'annexe 2)

1 2 3 45 6 7

1 : Membre antérieur gauche (MX-P0O7 — type IV)
2 : Cerveau (MX-P0O7 — type IV)

: Membre postérieur droit (MX-P07 — type V)

A W

: Membre postérieur gauche (MX-P0O7 — type 1V)

62

: Diaphragme (MX-P0O7 — type 1V)
6 : Membre antérieur droit (MX-PQO7 — type V)

7 : PM 250 bp-ladder



Figure 20 : Profils obtenus par BO1 pour les cgstjaes préleves sur différentes localisations

anatomiques (interprétation du code des échardilifams I'annexe 2)

1234567

1: PM 250 bp-ladder
2 : Langue (BU-P04 — type II)

: Coeur (BU-P04 — type 1)

A~ W

: Cuisse (BU-P04 — type II)

(62

: Masseter (BU-P04 — type II)

6 : Membre antérieur (BU-P04 — type 1)
7 : Cou (BU-P04 —type 1I)

8 : Membre postérieur (MX-P11 —type II)
9 :Membre antérieur (MX-P11 — type 1)
10 : Cerveau (MX-P11 — type 1)

11 : PM 100 bp-ladder



Aussi pour les études de comparaison, nous n‘avarssidéré qu'une seule
localisation par porc. La localisation choisie estle pour laguelle on n’observe pas de
contamination du tissu de I'héte.

3. 3. 3. 2. 6. Comparaison des différents profils

Pour chaque amorce, les différents types de prebist comparés en utilisant le

logiciel BiolD++ (Vilbert Lourmat, France).

Les figures 21 a 25 représentent les dendrogranohesnus pour les différentes
amorces en tenant compte des coefficients d’honidg Lei et Ni (Dice) avec un intervalle
de confiance de 5%. Toutefois, on a obtenu desrdgraimmes similaires en considérant les

coefficients d’homologie de Jaccard et 5% d’intdevde confiance.



Figure 21 : Comparaison des différents types délpabtenus par 'amorce A02

|lz|w|a]is|w
L1 |1.00 {057 [0.50 [0.25 |0.50 0.40‘
L2 1.00 [0.57 (0.86 |0.36 |0.44
L3 1.00 [0.75 |0.67 |0.80
L4 1.00 |0.50 |0.60
L5 1.00 |0.86
L6 1.00

g e A 0 iy

Tissu (type TA02)

type IV ————
Teenia saginata { type III

type V

Teenia solium {Type I 4}*

type I

En haut, coefficients d’homologie (Nei et Li) obtisnavec un intervalle de confiance
de 5%. L1 : Tissu (type TAO02) ; LZT. saginata(type IV) ; L3 :T. saginataltype V) ; L4 :T.
saginata(type Ill) ; L5 : MADA (type I); L6 : MX-P15 (typ Il) (pour l'interprétation du
code des échantillons, cf. annexe 2).

En bas, dendrogramme déduit a partir des differprafils obtenus avec I'amorce
AO02. Le tissu ainsi que les types Il et IV @esaginatasont bien distincts des deux types de
T. soliumalors que le type V semble plus proche. lls ontagfficient d’homologie de 83%



Figure 22 : Comparaison des différents types délpabtenus par 'amorce A03

L1 | L2 | L3 | LA | L | L6 | L7
L1 |1.00 |0.60 |0.50 |0.46 |0.60 |0.73 |0.80
52 1.00 |0.60 |0.36 [0.50 (0.67 |0.75
L3 1.00 |0.92 |0.40 [0.55 (0.60
L4 1.00 [0.36 |0.50 |0.55
L5 1.00 |0.89 |0.75
L6 1.00 (0.89
L7 1.00
0PRSS J e R0
oy
Teenia solium fype IV
pe I p—
type IIL
Tissu (type TA03)
Teenia saginu‘ta{wpz v j
type V

En haut, coefficients d’homologie (Nei et Li) obtsnavec un intervalle de confiance
de 5%. L1: BU-PO4 (type Il); L2 : Tissu (type TA)G L3 :T. saginata(type V) ; L4 :T.
saginata(type VI) ; L5: MADA (type I); L6 : CM-P03 (typell) ; L7 : MX-P16 (type IV)
(pour I'interprétation du code des échantillons acinexe 2).

En bas, dendrogramme déduit a partir des différprifils obtenus avec I'amorce
A03. Les différents types dE. soliumsont bien différenciés de ceux de saginataet du
tissu. lls se répartissent en deux groupes avewogfficient d’homologie de 89% entre les
types | et lll et un coefficient d’homologie de 8@Xtre 1l et IV.



Figure 23 : Comparaison des différents types délpabtenus par 'amorce AQ7

L1 |12 | 13| L4 15| 16| L7 18|19
L1 [1.00 |0.86 [0.00 |0.00 [0.33 |0.29 [0.29 |0.67 |0.75
L2 1.00 [0.00 {0.00 |0.00 |0.33 |0.00 [0.50 |0.86
L3 1.00 (0.00 {0.00 |0.00 |0.00 |0.00 |0.00
L4 1.00 |0.67 |0.00 |0.00 (0.33 |0.00
L5 1.00 [0.40 |0.40 |0.57 |0.00
L6 1.00 |0.67 |0.50 |0.57
17 1.00 |0.50 |0.29
L8 1.00 |0.67
L9 1.00

100%E590 il 0! 0 5 [ 30 20 1090
type I
pem—
type IV —mMm—

type II

VII
Teenia saginata {fype
type VIII

Taenia solium - type VI
Tissu (type TA07)

Teenia solium - type V

Teaenia solium

S—

S—

En haut, coefficients d’homologie (Nei et Li) obtisnavec un intervalle de confiance
de 5%. L1 : MG-111 (type I) ; L2 : MX-PO05 (type)Ill L3 : MX-P12 (type V) ; L4 : MX-P13
(type VI) ; L5 : Tissu (type TAQ7) ; L6T. saginatatype VII) ; L7 : T. saginatatype VIII) ;

L8 : BU-P0O4 (type II) ; L9 : EC-PO2 (type IV) (poliinterprétation du code des échantillons,
cf. annexe 2).

En bas, dendrogramme déduit a partir des differprafils obtenus avec I'amorce
AO07. Les types | a IV d&. soliumsont bien différents de ceux @esaginataet du tissu. Les
profils de types | et Ill sont les plus proches@ua coefficient d’homologie de 86%. Les
profils de types V (MX-P12) et VI (MX-P13) n’ont guyeu de ressemblance avec les types |
a IV. lls sont toutefois bien distincts de ceuxXldeaginata



Figure 24 : Comparaison des différents types délpabtenus par 'amorce A13

L1 | L2 | L3 | L4 | L5 | L6 | L7 L8 | L9

L1 |1.00 057 |0.63 |0.36 |0.88 |[0.78 |0.89 |0.71 |0.78

12 1.00 |0.83 [0.00 (0.67 [0.57 [0.71 |0.62 |0.71

L3 1.00 [0.22 |0.71 |0.63 (0.75 |0.67 |0.88

L4 1.00 [0.22 |0.36 [0.18 (0.20 |0.18

L5 1.00 {0.75 |0.88 [0.53 |0.75

L6 1.00 |0.78 |0.59 |0.67

L7 1.00 (0.59 |0.89

L8 1.00 |0.71

L9 1.00
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En haut, coefficients d’homologie (Nei et Li) obtsnavec un intervalle de confiance
de 5%. L1: CM-PO5 (type Ill) ; L2 : BU-PO4 (typB | L3 : MX-P15 (type IV) ; L4 : Tissu
(type TA13) ; L5 :T. saginata(type VI) ; L6 : T. saginata(type VII) ; L7 : T. saginata(type
VIIl) ; L8: MADA (type 1); L9: EC-P02 (type V) gour linterprétation du code des

échantillons, cf. annexe 2).

En bas, dendrogramme déduit a partir des differprafils obtenus avec I'amorce
Al3. Les types |, Il, IV et V sont bien distinctesdceux dd. saginataet du tissu. Les types
I, IV et V forment un groupe avec une homologieé&teure a 70%. Alors que le type Il est
regroupé avec ceux de saginata



Figure 25 : Comparaison des différents types délpabtenus par 'amorce BO1

|| 3|ta|ws|w|Lz| 18| e
L4 |1.00 067 |0.25 [0.67 {0.55 |0.62 |0.62 [0.53 |0.57
L2 1.00 [0.80 [0.67 |0.50 |0.40 [0.40 (0.33 |0.36
L3 1.00 |0.80 |0.29 (0.22 [0.22 |0.18 |0.20
L4 1.00 |0.25 [0.20 [0.20 |0.17 |0.18
L5 1.00 |0.83 [0.83 [0.71 |0.77
L6 1.00 |0.86 |0.88 |0.93
L7 1.00 |0.88 |0.93
L8 1.00 |0.94
L9 1.00
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En haut, coefficients d’homologie (Nei et Li) obtsnavec un intervalle de confiance
de 5%. L1 : Tissu (type TBO1) ; L2 : MG-115 (type L3 : CM-PO02 (type Ill) ; L4 : BU-PO4
(type II) ; L5 : T. saginata(type 1V) ; L6 :T. saginata(type V) ; L7 :T. saginata(type VI) ;
L8 : T. saginata(type VII) ; L9 : T. saginata(type VIII) (pour linterprétation du code des
échantillons, cf. annexe 2).

En bas, dendrogramme déduit a partir des différprifils obtenus avec I'amorce
BO1. Les types | et Ill sont proches (coefficieftiamologie de 80%) et se distinguent bien
des T.saginataet du tissu. En revanche, ils sont tres éloignéstype Il. Les différents
échantillons d§. saginatase regroupent avec un coefficient d’homologie sepéa 70%.



3. 3. 3. 2. 7. Analyse factorielle des correspordan

Une analyse factorielle des correspondances dfétiuge en considérant 'ensemble
des données. Cette analyse été réalisée en utileséwgiciel Genetik. Dans cette analyse,
les échantillons de profils atypiques (MX-P12, MX3Ret MX-P14) ainsi que les échantillons
donnant des profils identiques a celui du tissu-&,JBU-105, BU-110, BU-114, BU-117 et
BU-175) ont été exclus.

La figure 26 montre la représentation graphiqueelte analyse de correspondance

avec les échantillons de solium

La figure 27 montre le résultat obtenu en consiutdiess échantillons dé&. solium de

T. saginateet les tissus.



Figure 26 : Représentation graphique de Il'analysetofielle des correspondances des
échantillons ddeenia solium
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Globalement, on peut dire que les parasites proweteal’Equateur, du Mexique, du Burundi
et du Cameroun forment un groupe. Les parasitédatiagascar, a I'exception de MG-106, MG-110
et MG-113, forment un autre groupe. Le premier geopeut étre subdivisé en 3 sous-groupes :

Equateur-Mexique, Burundi, et Cameroun (MG-110, M3, BU-63 et TSPP-04 constituent des
formes intermédiaires entre Equateur-Mexique etiBdi).



Figure 27 : Représentation graphique de l'analysetofielle des correspondances des

échantillons dd aenia soliunetT. saginata

Les échantillons d&. soliumsont bien distincts de ceux @lesaginateet des tissus de I'hote.



3. 3. 4. — Interprétation et discussion

3. 3. 4. 1. — Choix des techniques

Nous avons choisi l'isoélectrofocalisation pourtide des isoenzymes car cette
technique a montré qu’elle a un pouvoir de disaration €élevé pour différencier diverses
souches de parasites allant des protozoairesuel§rgpanosoma cruziToxoplasma gondii
ou encord_eishmania aux helminthes commérichinella. Par ailleurs, elle est déja utilisée

dans notre laboratoire pour I'étude de la diverd@@&oxoplasma gondijDardéet al,, 1992).

Quant a la technique RAPD, notre choix a été dpaé le fait qu'aujourd’hui, la
connaissance du génome THesoliumest tres succinte. La RAPD est une technique eapid
simple a mettre en ceuvre et permet d’analyserléeogénome de lI'organisme a étudier. Le
probleme de reproductibilité observée avec la RAEHD essentiellement di a la faible
température d’hybridation des amorces utiliséesis Lde I'hybridation des amorces au
segment d’ADN a amplifier, une faible températugvdrise les reconnaissances non
spécifiques. Toutefois, nous avons vu que poulafasrces qui ont permis de montrer des
différences, seules les bandes de faible intensitéont pas reproductibles. En excluant ces

bandes dans I'analyse des résultats, la RAPD pedtveler étre une technique trés fiable.

3. 3. 4. 2. — Conservation des échantillons

Pour pouvoir collecter le maximum d’échantillonsua avons choisi de conserver les
échantillons dans de I'éthanol a 70%. Cette métrdmleonservation permet de garder les
échantillons a +4°C ou a température ambianteiti@tilainsi le transport des échantillons car
dans la plupart des pays d’endémie, il est treficitlf d'avoir de I'azote liquide ou de la

carboglace pour préserver les échantillons desgrdiices de températures pouvant survenir



au cours du transport. Toutefois, cette consematiest pas I'idéal car au cours du temps,
I’ADN se dégrade. Ceci est observé par la diminutie la quantité d’ADN récupérée apres
une extraction et par I'obtention de trainée logeslal quantification de I’ADN extrait. Il est

donc conseillé de congeler les échantillons des detvée a destination pour éviter de les

perdre.

Ceci expliquerait alors le fait que nous n'avons pa obtenir d’ADN a partir des
échantillons du Togo. En effet, ces échantillont &® conservés depuis plusieurs années.
Pour l'extraction, le formol n’agit que sur l'adté& de la protéinase K en [linhibant.
Toutefois, apres un ringcage soigneux des eéchamiillle formol est éliminé et la protéinase K

retrouve toute son activité.

3. 3. 4. 3. — Isoenzymes

Dans la littérature, tres peu d'études rapportarttlisation des isoenzymes pour
détecter les diversités inter- ou intraspécifiqciesz lesTaenia L'étude réalisée par Le Riche
& Sewell (1978) a été parmi les premiéres. Danteo&tiude, les auteurs ont rapporté que
Echinococcus granulosu$aenia hydatigendl eenia multicepsTaenia ovisTeenia pisiformis
Teenia saginata Teenia solium et Teenia teeniaeformis peuvent étre différenciés par
'adénylate kinase (AK, E. C. 2. 7. 4. 3), la glsealéshydrogénase-NAD dépendante (GDH,
E. C. 1. 4. 1. 2), la glucose phosphate isomér&del,(E. C. 5. 3. 1. 9), la malate
déshydrogénase-NAD dépendante (MDH, E. C. 1. 37)Let 'hexokinase (HK, E. C. 2. 7. 1.
1). En 1995, Okamote@t al ont trouvé des variations intraspécifiques aun sk Teenia
teeniaeformigen utilisant 'adénosine désaminase (ADA, E. (5.34. 4), I'énolase (ENO, E.
C. 4. 2. 1. 11), la glucose phosphate isomérasé, FC. 2. 6. 1. 2), la glutamate pyruvate
transaminase (GPT, E. C. 2. 6. 1. 2), 'hexokin@#¢, E. C. 2. 7. 1. 1), la peptidase B (PEP
B, E. C. 3. 4. 11. 1), la 6-phosphogluconate désigg&hase (6-PGD, E. C. 1. 1. 1. 44) et la
phosphoglucomutase (PGM, E. C. 1. 15. 1. 1). Date rétude, nous avons observeé qu’avec
'adénylate kinase I'échantillon provenant du Tagain profil de bandes différent de celui
observé pour les échantillons provenant du Mexejute Madagascar. Comme nous n'avons



pu analyser qu’'un petit nombre d’échantillons,aus est difficile de dire si cette difféerence
est liée a une répartition géographique. Toutefm#ie technique nous a permis de montrer
que des différences intraspécifiques existent an de I'espéceT. soliumet que cette

diversité peut étre révélée par une étude isoenzyunea

3.3.4.4. - RAPD

3.3.4.4. 1. - Diversité et localisation anatameiq

Dans notre étude, nous n'avons pas pu mettre elerse |'existence d’'une diversité
entre les différents échantillons prélevés danserdes localisations anatomiques.
Apparemment, la répartition des cysticerques dasgissus et les organes de I'hote est le

fruit du hasard.

Il est probable que les échantillons que nous aaoasysés proviennent d’'une méme
source c’est-a-dire que les ceufs a l'origine dedétion ont été émis par la méme personne.
Comme T. solium est hermaphrodite, l'auto-fécondation est fréqgeerit I'apport de
nouveaux matériels géeneétiques est plus faible ques de cas ou il y a une « fécondation

externe ».

Nous ne pouvons pas pour autant conclure que digtesité n’existe pas. Seulement,
les différentes amorces que nous avons choisidflisbu dans notre étude n’ont pas pu la
mettre en évidence. Avec d’autres primers, il essfpble qu'une différence puisse étre mise

en évidence.

Par ailleurs, nous avons supposé qu’une bandesemesun « locus ». Or, nous ne
pouvons pas affirmer que deux bandes de tailletigie® proviennent d’'un méme segment
d’ADN. Pour cela, il aurait fallu faire un séquegeades produits d’amplification de '’ADN

et comparer les séquences.



3.3.4. 4. 2. -Comparaison des profils

¢ Amorce A02 : les deux types de profil @iesoliumforment deux groupes distincts
bien que proches (coefficient d’homologie supériauB80%). Toutefois, I'utilisation de
I'amorce A02 uniguement ne permet pas de diffémmavec certitude les deux espécks (
soliumet T. saginata puisque le type VT saginatd est plus proche des types | et Tl (
solium).

¢ Amorce AO3: on observe que les 4 types de puaifienus aved. soliumse
regroupent deux a deux. Les échantillons de tygButundi, MG-106, MG-110 et MG-113)
et de type IV (Mexique et Equateur) d’'une part amecoefficient d’homologie de 80% et les
échantillons de type | (Madagascar) et de typ€ddmeroun) d’autre part avec un coefficient
d’homologie de 89%. L’amorce AO03 permet de diff@ien les deux especes puisque les
quatre types de profil obtenus avEcsoliumsont bien distincts des profils obtenus avec les

échantillons dd. saginata

¢ Amorce AQ7 : Poufl. solium les types | a IV sont liés avec une forte relagotre
les types | (Madagascar, Burundi, Cameroun) efMiéxique), alors que les profils type V
(MX-P12) et type VI (MX-P13) en sont tres éloign&lobalement, les deux espécés (

soliumetT. saginata sont bien distinguées avec I'amorce AQ7.

¢ L’'amorce Al3 est la seule amorce qui nous pernuatelistinguer les différents
échantillons en fonction de leur origine géographigSi les échantillons provenant du
Mexique (type IV) et ceux provenant d’Equateur @yp) sont trés proches avec un
coefficient d’homologie de 95%, ils sont plus élag de ceux provenant de Cameroun (type
[Il) et encore plus de ceux provenant de Madaga@gpe 1) et du Burundi (type Il). En

revanche, elle ne sépare pas bien les échantdehssoliumde ceux d§. saginata

¢ Pour 'amorce BO1, les types | (Madagascar) e{Tiameroun) del. soliumsont

proches (coefficient d’homologie de 86%). Alors dgigetype Il (Burundi, Mexique et



Equateur) est bien séparé des deux précédentscihgdypes del. saginataforment un
groupe avec des coefficients d’homologie supériau#8% et bien distincts de profils obtenus
avec les échantillons de solium

Sur les 11 cysticerques isolés chez 'hnomme (7 gmamt du Burundi et 4 du Togo),
seul un cysticerque (BU-63) a donné des résultaesprétables. Les 6 autres cysticerques
provenant du Burundi ont généré un profil identigueelui du tissu quelle que soit 'amorce
utilisée. Pour les 4 cysticerques du Togo, il réas pté possible d’obtenir de 'ADN. Quelle
que soit 'amorce, nous n‘avons pas trouvé de miffée entre les profils obtenus avec les
cysticerques isolés chez le porc et BU-63 (proi@ntique a I'un des profils obtenus avec les

cysticerques isolés chez le porc).

Nous avons observé trois échantillons dont lesilprebnt atypiques. Pour ces trois
échantillons, les différences observées ne pelpanétre reliées a un critére de localisation
anatomique ou de répartition géographique. Commen’yl a pas de certitude que
'immunisation acquise lors d’'une infection antérie protege de fagcon permanente contre
une nouvelle infection, les cysticerques analysgsrpient provenir d’une infection multiple

provenant de plusieurs sources de contamination.

Quelle que soit 'amorce considérée, les deux espde Taenia montrent des profils
différents. Par ailleurs, les profils obtenus alescéchantillons prélevés sur I'hnéte sont bien
distincts des profils obtenus avec les deux esp&mte technique permet donc de mettre en

evidence les diversités intraspécifiques et lesrgites interspécifiques.

3. 3. 4. 4. 3. — Diversité et répartition géograpiei

L'analyse factorielle des correspondances montre lgs souches mexicaines et
équatoriennes sont les plus proches. On peut sepdosc qu’elles proviennent d'une méme
origine et que les difféerences observées sont tesgion d’'une évolution propre a chaque

souche dans un environnement donné. Les souchesnamt d’Afrique sont beaucoup plus



éloignées de celles d’Amérique Latine, en parteukelles provenant de Madagascar a
I'exception de trois souches (MG-106, MG-110 et NIG3).

En travaillant sur ’ADN mitochondrial d€. solium Ito et al. (2003) ont rapporté que
les souches d’Amérique Latine et d’Afrique provienth d’'une méme origine ;. génotype
européen qui est bien distinct du génotype asiatogu a évolué indépendamment en Asie.
En se basant sur des données historiques de lastocatien du porc et d'une étude
d’évolution moléculaire, ces auteurs supposent lifeque et 'Amérique Latine ont été

contaminés par. soliumlors de la période de la colonisation.

Si on adhére a cette hypothése, les différencesnadss dans notre étude entre
diverses zones géographiques seraient alors duaeeaadaptation du parasite a son
environnement. Les souches américaines sont plshes car leurs environnements sont

similaires. Pour les souches africaines, les diffées sont plus prononcées.

Le cas de Madagascar est intéressant de part stmirdiet ses origines. Nous avons
trouvé que les souches de Madagascar sont tréméés de celles d’Amérique et d’Afrique.
Ceci rejoint un peu les résultats obtenus par degpés japonnaises. En effet, la population
malgache a des origines a la fois asiatiques (ercpiéer, indonésienne et malaisienne) et
africaines. D’aprés I'histoire malgache, ce sorst p&cheurs indonésiens et malaisiens qui
sont les premiers a s'installer a Madagascar. @ewxt migré vers l'intérieur des terres et
ont colonisé le haut plateau. Les africains sonuseplus tard et se sont installés sur la cote.
Lors de leur migration, ces gens auraient appmeé aux des specimens @esoliumqui ont

évolué dans I'le.

Dans cette étude, les échantillons que nous avoalys#@s proviennent tous de la
région du haut plateau de Madagascar (Provincestdfanarivo et de Fianarantsoa), qui est
constituée majoritairement de personnes d’origsiatigue. Les échantillons de soliumde
Madagascar, a I'exception des trois souches cikesshaut, pourraient donc étre de génotype
asiatiqgue. Malheureusement, nous ne disposionsdpaspecimens d’origine asiatique qui
nous auraient permis d’étayer cette hypothése.



3. 4. — Notes sur les techniques utilisées a Lim@jau Mexique

Des amorces différentes et des protocoles d’anatijérents ont été utilisés a
Limoges et au Mexique car pour réduire le risquea®amination, il a été décidé d'utiliser
au Mexique des kits de RAPD (Amersham Bioscienc€gntrairement a Limoges, le
laboratoire au Mexique ne dispose pas de sallerviésepour la préparation du MIX.
L'utilisation des Kits réduit le nombre d’étapesessaires a la préparation des échantillons a
amplifier. Les amorces A01, A02, A03, A04, AO5,A€6 utilisés au Mexique sont fournies
avec le kit. Le protocole utilisé correspond aut@eole recommandé par le fabricant. Il est a
noter que les amorces A01 a A06 ne sont pas leses@ue les amorces de méme nom
utilisées a Limoges. Outre ces six amorces, tngikea amorces OPA-03, OPA-07 et OPA-13
sont utilisées. Ces amorces supplémentaires comdspt respectivement aux amorces A03,

AQ7 et A13 utilisées a Limoges.

Les profils obtenus avec les amorces OPA-03, OPA&t0DPA-13 sont différents de
ceux obtenus avec les amorces A03, AO7 et Al3 ctispaent. Une des limites de la
technique RAPD réside dans le fait que toute vanatdans le protocole entraine un
changement du profil généré. Toutefois, en ne danant que le résultat global, les deux
études aboutissent a des conclusions comparabss/air qu'aucune différence n'a été
observée entre les différentes localisations angies ; les échantillons provenant de
Madagascar et ceux provenant du Mexique formentx dgtoupes assez éloignés

génétiquement.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les prévalences de la cysticercose rapportées lganslifférents pays d'Afrique
montraient une grande variation. Cette variationt @dre due aussi bien aux biais introduits
dans la méthodologie étant donné que la plupartétledes effectuées en Afrique sont des
études basées sur la population hospitaliére, guéadnéthode biologique utilisée pour
mesurer I'exposition. L'étude réalisée a Madagascantre que I'origine géographique des
cysticerques utilisés pour la préparation de laitsml d’antigene pourrait influer sur la
détection des anticorps dirigés contte cellulosae Ceci nous a amené a étudier une

biodiversité possible chéz solium

Bien que nous n'ayons pu analyser qu’'un tres peiihbre d’échantillons par la
technique d’isoélectrofocalisation, nous avons mir \jue les isoenzymes peuvent étre
utilisées pour détecter des variations intraspfeifs. Elles sont déja trés utiles pour les

variations interspécifiques.

Par la technigue RAPD, nous n’avons pas trouvé atetons entre les différents
échantillons deT. soliumprélevés sur le méme individu. Etant donné quesolium est
hermaphrodite, la fréquence de l'auto-fécondatish @evée. Or, l'auto-fécondation ne
favorise pas I'’échange de matériel génétique, etqaséquent, la diversité.

Dans I'étude réalisée a Limoges, nous n‘avons pasvé de différence entre les
échantillons provenant de régions difféerentes dhéme pays alors que I'étude effectuée au
Mexique a montré une faible différence entre lesticgrques provenant de la région du
Mexique Centre et ceux provenant du Mexique du Bstd En ne considérant pas les bandes
de faible intensité dans l'analyse réalisée a Liespgnous avons diminué le pouvoir
discriminatif de la RAPD. Toutefois, nous avons ishde procéder ainsi car la technique

RAPD est trées sensible aux variations, méme infintes différents paramétres de la



réaction ; or, les concentrations des solutionsDiNAque nous avons utilisées pour I'étude
effectuée a Limoges sont des valeurs approximatipasqu'elles ont été évaluées
visuellement par rapport a une gamme étalon. Un@atian de concentration entre les
différents échantillons expliquerait en partie ldficulté d’obtenir des bandes de faible

intensité reproductibles.

En revanche, les études réalisées au Mexique d@tnages n’ont pas montré de
différence entre les échantillons provenant dex dégions de Madagascar (Antananarivo et
Fianarantsoa). Cette absence de différence esteelb®nséquence d’'un flux de migration
soutenu entre les deux régions étant donné quedees régions sont géographiquement
proches ? Par ailleurs, elles sont composées earithafle population ayant des origines
asiatiques. Ou bien, nous n'avons pas trouvé déréifce entre ces deux régions parce que
nous n’‘avions pas analysé suffisamment d’échansllpour permettre la mise en évidence

d’une variation.

Par ailleurs, une absence de différence de prefisignifie pas qu'il n'y ait pas de
diversité. En effet, avec la RAPD, seul les polypmismes engendrant une différence de
tailles des produits amplifiés sont détectablesnOsandes de méme taille peuvent avoir des
compositions différentes. Pour se rendre comptenenat de 'amplitude du polymorphisme,

il serait intéressant de faire un séquencage dedelsaamplifiées. Ceci peut étre aussi réalisé

sur les produits d’amplification d’amorces n’ayaas montré de variabilité.

Dans l'étude réalisée au Mexique, un flux génétidaible a été trouvée entre
Madagascar et le Mexique. La grande distance gpbigrae entre ces deux pays fait que la
probabilité de migration des porteurs de ténia hioreat faible ; de méme, le commerce de
porcs. En revanche, un flux génétique élevé etfaibée difference génétique ont été trouvés
entre les trois localités du Mexique Centre. Lawxpnité géographique favorise la migration

de population et un commerce actif de porc entrdina mélange de matériel génétique.

Que ce soit dans I'étude réalisée au Mexique og delte effectuée a Limoges, nous
avons observé une difféerence génétique entre lesnétions provenant de différents pays.

Les échantillons de Madagascar se révelent éte dl@ignés de ceux d’Amérique et



d’Afrique. Dans des études sur 'ADN mitochondri® T. soliumeffectuées par ltet al
(2003), les auteurs ont rapporté qu'il existe degéxotypes de cysticerques : le génotype
européen et le génotype asiatique. lls ont augpordé que les parasites provenant
d’Amérique et d’Afrique proviendraient du génotypmuropéen, et que ['Afrique et
I’Amérique Latine auraient été contaminées pentiapériode de la colonisation. Est-ce que
les cysticerques provenant de Madagascar sont ggodh génotype asiatique ? Il nous

faudrait analyser des cysticerques d’'origine agi@ipour vérifier cette hypothese.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Protocole de prélevement de cysticerques pour un&uée de

polymorphisme génétique

Objectifs :

- Récolter des cysticerques non calcifi€ygticercus cellulosaeal’origine porcine ou
humaine pour une étude de polymorphisme génétique.

- Récolter des échantillons du tissu environnahi/&te.

| - Prélevement d’échantillons d’origine porcine:

- Aussitbt que possible apres la mort de l'aninmElever dans diverses parties
anatomiques de I'animal un morceau de viande i@éepar des cysticerques.

- Mettre les morceaux prélevés dans des sachetigoies propres (un morceau par sachet).

- Identifier chaque sachet en inscrivant desstaidel d’'un marqueur indélébile un code bien
lisible. Le code commence par les deux lettresgd@sit le pays (voir tableau I) suivi de P (comme
"pig") puis d’'un numéro a deux chiffres (le n° 01 désidm premier individu prélevé, le n° 02, le
deuxieme, etc...) et enfin la localisation anatomideda viande (voir tableau Il). Par exemple :

MX-P0O1-TO (morceau de langue provenant du porclpaQ Mexique)

MX-PO1-HE (morceau de coeur provenant du porc na0Mexique)

- Garder les sachets dans de la glace pilée pemelaransport éventuel jusqu’'au lieu de
dissection.

Dissection:

Pendant la dissection, garder les morceaux de @iamsi que les tubes qui recevront les
échantillons dans de la glace pilée.

Pour chaque morceau de viande, préparer 4 tub2srdiétype NUNC).

1 — Prélever les cysticerques un a un et de fagbhrgy ait aucune trace de tissu de I'héte.
Pour cela, procéder comme suit :

+ A l'aide d’un scalpel, dégager le cysticerque idsu qui I'entoure en faisant attention de ne
pas le percer.

+ Avec une pince, tirer doucement sur le cysticer@iedui-ci doit se détacher facilement. Si
ce n'est pas le cas, il reste encore un peu de disd’hdte. Ne pas forcer pour ne pas faire éclate
cysticerque. Dégager un peu plus avec le scalpel.



+ Rincer rapidement le cysticerque dans de I'eatsiplggique (NaCl a 0,9% : 9g de NaCl
dans 1 litre d’eau distillée).

+ Essuyer légerement le cysticerque sur du papiesrdupropre pour éliminer I'exces d'eau
physiologique.

+ Le mettre dans un tube de 2 ml (type NUNC) que fardera dans la glace pilée.

+ Mettre les cysticerques dans deux tubes a rais@0ccysticerques par tube. Si on ne peut
pas avoir les 20 cysticerques, répartir le nombtera dans deux tubes. Reporter sur les tubeglk co
donné au morceau de viande suivi de la lettre Giajune la date de prélevement (DD/MM/AA).
Exemple :

MX-P01-TO-C (cysticerques prélevés la langue de m301), 23/07/00.

+ Dans I'un des tubes, ajouter 1 ml d’éthanol & 1@% ml d’éthanol absolu + 30 ml d’eau
distillée). L'autre tube sera immédiatement congelé au moins conservé aussi froid que possible
avant la congélation. Une fois congelé, il ne gbis étre décongelé.

2 — Prélever aussi quelques échantillons du tissirannant sans la graisse et sans les
cysticerques (une dizaine de petits morceaux daille d’'un petit pois répartis également
dans deux tubes). Rincer rapidement dans de I'bgsiglogique (NaCl a 0,9%). Eliminer
I'excés d’eau en essuyant légérement sur du péoieard. Reporter sur les tubes le code
donné au morceau de viande ainsi que la date (DODAWY Comme pour les échantillons de

cysticerques, ajouter 1 ml d'éthanol a 70% dans ldes tubes. L'autre tube sera
immédiatement congelé.

[l — Prélevements d’origine humaine:

» Echantillons de cysticerques :

- Les cysticerques issus de localisations diff@enseront mis dans des tubes
difféerents méme s'ils proviennent du méme patient.

- Identifier les tubes par un code lisible et ldedde prélevement (DD/MM/AA). Le
code commence par les deux lettres désignant ls @eyr tableau 1) suivi de H (comme
"humart) puis d’'un numéro a deux chiffres (le numéro dedividu) et enfin la localisation
anatomique (voir tableau Il). Par exemple :

MX-HO1-BA (cysticerque(s) prélevé(s) dans le dod'aelividu n° 01, au Mexique),
23/07/00.

- Si on peut avoir plusieurs cysticerques pourlonalisation donnée, les répartir dans
deux tubes. L'un des préléevements sera conserve ltthanol a 70% et l'autre tube sera
congelé.

Si on ne peut prélever qu'un seul cysticerque sumatient, il faut privilégier la
conservation dans I'éthanol a 70%.



» Prélévement de sang :
- Le prélevement se fait au bout du doigt aveclaneette.

- Le sang sera recueilli sur du papier filtre égaipe Whatmann 3MM). Disposer 4 a
5 taches de sang de 1 cm de diameétre (3-4 gouttesriy par tache) sur un rectangle de
papier filtre de 5 x 10 cm. Bien imbiber le paditre.

- Identifier chaque papier filtre par un code biisible suivi de la date de prélévement
(DD/MM/AA). Le code commence par les deux lettrésignant le pays (voir tableau |), suivi
de H (comme'humari) puis d’'un numéro a deux chiffres (le numéro dedividu). Par
exemple :

MX-HO1 (prélevement de sang de I'individu n° Ot,Mexique), 23/07/00

- Laisser sécher le papier filtre avant de le coresedans un endroit sec, a I'abri de la
lumiére et de la poussiére.

Il - Conservation :
- Les tubes contenant de I'éthanol a 70% peuver ébnservés a température
ambiante. S'assurer que les tubes sont bien fepmérséviter que I'alcool ne s’évapore.

- Les autres tubes doivent étre conservés a uneetature inférieure a -50°C dans un
congélateur ultra froid. Les échantillons serontlesment conservés a -20°C lorsque aucune
alternative n’est possible. Eviter de soumettre tidlses a des cycles de congélation /
décongélation.

- Si on ne dispose pas de possibilité de congélatiodes échantillons seront
uniquement conservés dans de I'éthanol a 70%.

IV - Transport / Envoi :

- Les tubes contenant de I'éthanol a 70% et lesepagiltres imprégnés de sang
peuvent étre transportés dans des boites de rangemerespectant les regles d’envoi de
matériel biologique.

- Les tubes congelés peuvent étre placés dans aitee dn polystyréne remplie de
carboglace. Cette boite sera ensuite placée danauire boite plus grande remplie elle aussi
de carboglace.

- L’envoi des tubes se fera par transporteur spg€iéDHL ou équivalent).

V - Fiche de renseignement

Pour chaque prélevement, remplir une fiche de rgnement (voir modele apres les
tableaux).



Tableau | :

Tableau Il :
Localisation Code
Abdomen AB
Cerveau BR
Coeur HE
Dos BA
Langue TO
Membre postérieur. droit RIL

Membre postérieur. gauche LLL
Membre antérieur. droit RULL
Membre antérieur. gauche LUL
(Eil droit RE
(Eil gauche LE
Thorax TH

Pays Code
Angola AO
Bénin BJ
Bolivie BO
Brésil BR
Burundi BI
Cameroun CM
Congo CG
Cote d'lvoire Cl
Equateur EC
Guatemala GT
Honduras HN
Inde IN
Indonésie ID
Madagascar MG
Mexique MX
Pérou PE
Portugal PT
Togo TG
Uruguay Uy
Vietham VN
Date :
Code :

Lieu du prélévement (ville, pays) :

Fiche de renseignement

Origine du prélevement (humaine ou porcine) :

Si origine humaine, renseignement sur la personne :

- Nom:

- Prénoms :
- Age:

- Sexe :

- Profession :

- Lieu d’habitation :



Si origine porcine, lieu ou I'animal a été éleviep@ssible) :

Remarque éventuelle :



Protocol of sampling cysticerci for studying genet polymorphism

Objectives:

- To collect not calcified cysts @&. cellulosagfrom pigs or humans to study genetic
polymorphism.

- To collect samples from tissue surrounding the.cy

| - Sample collection from pig:

- As soon as possible after the death of the anitalat in diverse parts of the animal
(tongue, heart, brain, back, limb,...) a piece of mief@cted with cysticerci.

- Put each piece of meat in a plastic bag and iigetite plastic bag by a code. The
code should be written with permanent ink, watergpion plastic surface.

- The code begins by two letters which refer to ¢bentry (see table I), then P (as
"pig"), a two figure number (e.g. 01 for the fimy, 02 for the second,...) and the anatomical
site (see table II).

For example :
- MX-P0O1-TO (piece of tongue of the pig number idliexico).
- MX-P01-BA (meat taken from the back of the pignber 01, in Mexico).

- Keep the plastic bag on ice (or refrigerated amar) during the transport to the
laboratory or the place where dissection will beceeded.

Dissection:

NB : The piece of meat and the tubes in which #draes will be collected must be
kept on ice or in refrigerated container during dissection.

For each piece of infected meat, prepare 4 tub@saf(type NUNC).
1 — Take the cyst one by one and without hostsigsTo do this, proceed as follow :

+ Extricate the cyst from the host’s tissue withcalgel. Care must be taken to avoid
perforing the cyst.

+ With tweezers, pull carefully on the cyst. It sitbuaome free easily. If it's not the
case, there would be some host’s tissue aroundyste Do not force it to avoid bursting of
the cyst. Extricate a little more with the scalpel.



+ Rinse rapidly the cyst in physiological salineusan (0.9% w/v NaCl : 9 g of NaCl
into 1 liter of water).

+ Remove excess water by a light contact with anclssorbent paper.
+ Put the cyst in a 2 ml tube. The tube must be &apte (or refrigerated container).

+ Proceed the same way untill getting two tubes(tysts each. If one can’t got 20
cysts per tube, divide the cysts obtained into tamaes. Report to the tubes the code given to
the meat followed by C and the date of sampling/f{DR/YY). For example :

MX-P0O1-TO-C (cysticerci from the tongue of thg pic01), 23/07/00.

+ In one of the tubes, add 1 ml of 70% ethanol (40absolute ethanol + 30 ml
distilled water). The other tube should be frozemmiediately, or at least kept as cold as
possible prior to freezing. Once frozen, they stiowdt be allowed to thaw.

2 — Take also some samples of the tissue surrogrtie cysts witout fat or cysts
(about 10 bits of peas size). Excess fat shouldtitmened from the tissue. Rinse the tissue in
physiological saline (0.9% NaCl). Remove excessewdl a light contact with a clean
absorbent paper. Divide the tissue samples intottlwes. Report to the tubes the code of the
meat and the date of sampling (DD/MM/YY). In onetbé two tubes, add 1 ml of 70%
ethanol. The other tube should be frozen immediatel

Il - Sample collection from humans:

» Samples of cysts :

- The cysts of different localisations must be pudifferent tubes even if they come
from the same patient.

- Identify the tube(s) by a legible code and theed# sampling (DD/MM/YY). The
code begins by two letters referring to the couritge table 1), then H (as "human®), a two
figure number (the number of the individual : e.gl for the first person, 02 for the
second,...) and finally the anatomical site (seeetdlp] For example :

MX-HO1-BA (cysticerci taken from the back of thatent n°01, in Mexico),
23/07/00.

- If one can got more than one cyst for a givernt@naal site, divide them into two
tubes. In one of the tubes, add about 1 ml of 7@8&rml. The other tube should be frozen
immediately, or at least kept as cold as possibt# o freezing.

- If only one cyst was taken from the patienthibsld be stored in 70% ethanol.

» Blood samples :

- Sample is done by fingerpricks by a lancet.



- Blood is collected on a thick filter paper (tyéhatmann 3MM). Lay 4 to 5 spots of
1 cm diameter (3 to 4 drops of blood per spot) fititex paper of 5 x 10 cm. Moisten well the
filter paper.

- Identify the filter paper by a legible code am@ date of sampling (DD/MM/YY).
The code begins by two letters referring to thentgu(see table 1), then H (as "human"), and
a two figure number (the number of the individual).

- For example : MX-HO1 (blood sample from the pearsammber 01, in Mexico),
23/07/00.

- Let the filter paper drying before storing in gy gblace sheltered from daylight and
dust.

Il — Storage :

- The tubes containing 70% ethanol can be storedomt temperature. Make sure that
the tubes are closed conveniently to avoid evajoralf the ethanol.

- The other tubes should be stored below —50°Cnirulra-cold freezer. Samples
should only be stored at —20°C where no alternasivavailable. Cycle of freezing / thawing
must be avoided.

- If there is no possibility of freezing, the samms will only be stored in 70%
ethanol.

IV — Transport / Dispatching :

- The tubes containing 70% ethanol and the filegpgrs impregnated with blood can
be transported in a storage box, by respectingdiepatching regulations of biological
materials.

- Frozen tubes can be conveniently transportedtiort trip (i. e. less than 12 hours)
in a polystyrene container filled with dry ice. Honger trips a small polystyrene container
inside a large container both filled with dry icGde used.

- Sending will be made by specialized carrier (Dbtlequivalent).

V — Information card :

For each sample, fill an information card (see examttached).



Table | :
Country Code
Angola AO
Benin BJ
Bolivia BO
Brazil BR
Burundi BI
Cameroon CM
Congo CG
Ivory Coast Cl
Ecuador EC
Guatemala GT
Honduras HN
India IN
Indonesia ID
Madagascar MG
Mexico MX
Peru PE
Portugal PT
Togo TG
Uruguay Uy
Vietham VN

Information card

Date :
Code:
Origin of the sample (human or swine) :

Place of sampling (town, country) :

If human origin, information about the person :

- Name :

- First name :
- Age :

- Sex:

- Occupation :

- Place of residence :

Table Il :

Anatomical site Code
Abdomen AB
Back BA
Brain BR
Heart HE
Left eye LE
Left lower limb LLL
Left upper limb LUL
Right eye RE
Right lower limb RLL
Right upper limb RU
Thorax TH
Tongue TO




If swine origin, place where the animal was brégdissible) :

Comments :



ANNEXE 2 : Liste des échantillons analysés en RAPD

N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
M MADA Cysticerque Antananarivo
1 MG-101-C01 Cysticerque Langue Calcification : ++
2 MG-101-C02 Cysticerque Echine .
Antananarivo
3 MG-101-C03 Cysticerque Poitrine
4 MG-101-C04 Cysticerque Ventre
5 MG-102-C01 Cysticerque Cuisse
6 MG-102-C02 Cysticerque Oreille Antananarivo
7 MG-102-C03 Cysticerque Poitrine
8 MG-103-C01 Cysticerque Coeur .
- Antananarivo
9 MG-103-C02 Cysticerque Langue
10 MG-104-C01 Cysticerque Ventre Antananarivo
11 MG-105-C01 Cysticerque Muscle Antananarivo
12 MG-106-C01 Cysticerque Langue Antananarivo
13 MG-107-C01 Cysticerque Filet Antananarivo
14 MG-108-C01 Cysticerque Muscle Antananarivo
15 MG-109-C01 Cysticerque Oreille Antananarivo
16 MG-110-C01 Cysticerque Epaule Antananarivo
17 MG-111-C01 Cysticerque Langue .
- Antananarivo
18 MG-111-C02 Cysticerque Ceeur
19 MG-112-C01 Cysticerque Dos Antananarivo
20 MG-113-C01 Cysticerque Langue Tissu : ++
21 MG-113-C02 Cysticerque Ceeur Antananarivo
22 MG-113-C03 Cysticerque Filet Tissu : +
23 MG-114-C01 Cysticerque Langue .
- Antananarivo
24 MG-114-C02 Cysticerque Ceeur
25 MG-115-C01 Cysticerque Langue )
- Antananarivo
26 MG-115-C02 Cysticerque Coeur
27 MG-116-C01 Cysticerque Filet .
Antananarivo
28 MG-116-C02 Cysticerque Filet
29 MG-117-C01 Cysticerque Filet Fianarantsoa
30 MG-118-C01 Cysticerque Filet Fianarantsoa
31 MG-119-C01 Cysticerque Langue )
Antananarivo
32 MG-119-C02 Cysticerque Coeur
33 MG-120-C01 Cysticerque Langue .
- Antananarivo
34 MG-120-C02 Cysticerque Coeur
35 MG-121-C01 Cysticerque Langue )
- Antananarivo
36 MG-121-C02 Cysticerque Coeur
37 MG-122-C01 Cysticerque Coeur Antananarivo




N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
38 BU-P01-C01 Cysticerque Langue
39 BU-P01-C02 Cysticerque Coeur Kayanza
40 BU-P01-C03 Cysticerque Cuisse
41 BU-P02-C0O1 Cysticerque Langue Kayanza
42 BU-P03-CO1 Cysticerque Langue
43 BU-P03-C02 Cysticerque Cuisse Tissu : +
- Kayanza
a4 BU-P03-C03 Cysticerque Masséter
45 BU-P03-C04 Cysticerque Membre antérieur
N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
46 BU-P04-C01 Cysticerque Langue
a7 BU-P04-C02 Cysticerque Ceeur
48 BU-P04-C03 Cysticerque Cuisse
49 BU-P04-C04 Cysticerque Masséter Kayanza
50 BU-P04-C05 Cysticerque Membre antérieur
51 BU-P04-C06 Cysticerque Diaphragme Tissu : +++
52 BU-P04-C07 Cysticerque Cou
N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
68 MX-P03-C01 Cysticerque Membre post. droit
69 MX-P03-C02 Cysticerque Membre post. gche | Zacatepec, Morelos
70 MX-P03-C03 Cysticerque Diaphragme
71 MX-P04-C01 Cysticerque Membre post. gche
72 MX-P04-C02 Cysticerque Membre ant. droit
73 MX-P04-C03 Cysticerque Membre ant. gche Huatlatlahuaca, Puebla
74 MX-P04-C04 Cysticerque Membre post. droit
75 MX-P05-C01 Cysticerque Membre post. droit
76 MX-P05-C02 Cysticerque Membre post. gche [Huatlatlahuaca, Puebla
77 MX-P05-C03 Cysticerque Diaphragme
78 MX-P06-C01 Cysticerque Membre post. droit
79 MX-P06-C02 Cysticerque Membre post. gche
80 MX-P06-C03 Cysticerque Diaphragme Zacatepec, Morelos
81 MX-P06-C04 Cysticerque Membre ant. droit
82 MX-P06-C05 Cysticerque Membre ant. gche
83 MX-P07-C01 Cysticerque Membre post. droit
84 MX-P07-C02 Cysticerque Membre post. gche
85 MX-P07-C03 Cysticerque Diaphragme
- - Zacatepec, Morelos
86 MX-P07-C04 Cysticerque Membre ant. droit
87 MX-P07-C05 Cysticerque Membre ant. gche
88 MX-P07-C06 Cysticerque Cerveau
89 MX-P08-C01 Cysticerque Membre post. droit
90 MX-P08-C02 Cysticerque Membre post. gche
Zacatepec, Morelos
91 MX-P08-C04 Cysticerque Membre ant. droit
92 MX-P08-C05 Cysticerque Membre ant. gche
93 MX-P09-C01 Cysticerque Membre antérieur
94 MX-P09-C02 Cysticerque Membre postérieur Koshol, Yucatan
95 MX-P09-C03 Cysticerque Cerveau




N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
96 MX-P10-C01 Cysticerque Membre antérieur
97 MX-P10-C02 Cysticerque Membre postérieur Koshol, Yucatan
98 MX-P10-C03 Cysticerque Cerveau
99 MX-P11-C01 Cysticerque Membre antérieur
100 MX-P11-C02 Cysticerque Membre postérieur | Zacatepec, Morelos
101 MX-P11-C03 Cysticerque Cerveau
102 MX-P12-C01 Cysticerque Membre post. droit
103 MX-P12-C02 Cysticerque Membre post. gche
Zacatepec, Morelos

104 MX-P12-C03 Cysticerque Diaphragme
105 MX-P12-C04 Cysticerque Membre ant. gche
106 MX-P13-C01 Cysticerque Membre postérieur
107 MX-P13-C02 Cysticerque Membre antérieur Zacatepec, Morelos
108 MX-P13-C03 Cysticerque Cerveau
N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
109 MX-P14-C01 Cysticerque Membre postérieur
110 MX-P14-C02 Cysticerque Membre antérieur Cuantepec, Morelos
111 MX-P14-C03 Cysticerque Cerveau
112 MX-P15-C01 Cysticerque Membre postérieur
113 MX-P15-C02 Cysticerque Membre antérieur Cuantepec, Morelos
114 MX-P15-C03 Cysticerque Cerveau
115 MX-P16-C01 Cysticerque Membre postérieur

- - Cuantepec, Morelos
116 MX-P16-C02 Cysticerque Membre antérieur
N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
54 CM-P02-C01 Cysticerque Membre post. gche
55 CM-P02-C02 Cysticerque Dos Calcification : ++
56 CM-P03-C01 Cysticerque Thorax
57 CM-P03-C02 Cysticerque Dos
58 CM-P04-C01 Cysticerque Membre ant. droit
59 CM-P04-C02 Cysticerque Dos
60 CM-P05-C01 Cysticerque Cerveau
61 CM-P05-C02 Cysticerque Dos
N° Code Nature Localisation Lieu de pvt Remarque
119 EC-P02-C01 Cysticerque
120 EC-P03-C01 Cysticerque
121 EC-P04-C01 Cysticerque
122 EC-P05-C01 Cysticerque
123 EC-P05-C02 Cysticerque
124 EC-P06-C01 Cysticerque
125 EC-P07-CO1 Cysticerque
T10 TSPP-01 Anneau Atuntaqui, Imbabura
T13 TSPP-04 Anneau Quito, Pichincha




N° Code Nature Lieu de pvt Remarque

TO1 TSAG-01 Anneau Limoges, Hte-Vienne

T02 TSAG-02 Anneau Limoges, Hte-Vienne

T03 TSAG-03 Anneau Limoges, Hte-Vienne

T04 TSAG-04 Anneau Limoges, Hte-Vienne

T06 TSAG-06 Anneau Limoges, Hte-Vienne

TO7 TSAG-07 Anneau Limoges, Hte-Vienne

TO08 TSAG-08 Anneau Limoges, Hte-Vienne

T09 TSAG-09 Anneau Limoges, Hte-Vienne

T11 TSPP-02 Anneau Bolivari, Equateur

T12 TSPP-03 Anneau Quito, Equateur

N° Code Nature Type de pvt Lieu de pvt Remarque
BU-63 Cysticerque Humain Kayanza, Burundi
BU-93 Cysticerque Humain Kayanza, Burundi
BU-105 Cysticerque Humain Kayanza, Burundi
BU-110 Cysticerque Humain Kayanza, Burundi
BU-114 Cysticerque Humain Kayanza, Burundi
BU-117 Cysticerque Humain Kayanza, Burundi
BU-175 Cysticerque Humain Kayanza, Burundi
SIKAG Cysticerque Humain Togo Conservé dans formol
GNYAO Cysticerque Humain Togo Conservé dans formol
NAMAR Cysticerque Humain Togo Conservé dans formol
ELYEV Cysticerque Humain Togo Conservé dans formol




ANNEXE 3 : Préparation des solutions utilisées par la techniqud’|EF

Solution d'acrylamide & 29,1%
Acrylamide............oooiiiii 582¢g
Eau distillée..............ccooiiiiiiiii s 15 mi
Dissoudre sur agitateur magnétique

Filtrer sur nitrocellulose a 0,45 pm

Conserver a +4°C dans un flacon brun (15 jours mami).

Solution bis-acrylamide a 0,9%
N,N’-Méthyléne bis-acrylamide........... 180 mg
Eau distillée..............cooeiiiiins 20 ml
Dissoudre sur agitateur magnétique

Filtrer sur nitrocellulose 0,45 pm

Conserver a +4°C dans un flacon brun (15 jours marmi)

Persulfate d'ammonium a 10%
Persulfate d’ammonium.................... 500 mg

Eau distillée..........ccoooviiiiiiiiiin, 5ml
1M Tris HCI pH 8 (Solution mére pour 0,2 M Tris HGhH 8)
Eau distillée..........ccoooviiiiiiiiinnnn, 80 ml

Ajuster le pH & 8 avec HCI

Compléter le volume 4100 ml avec de I'ED.



0,1 M Tris HCI pH 7,4

Eau distillée qsp.......cceevveviiiininnnnnn. 100 mi

Ajuster a pH 7,4 avec HCI (1N).

ac. Malique (2 M) pH 7 :

ac. Malique..........coccoeeii i 13419
NaOH (paillettes)..........cccccovvinnnnnn. 8¢
Eau distillée gsp......covovvevviiinnnn.n. 50 ml

Mettre I'acide malique dans un bécher en verre etrmle tout dans un bac contenant de la
glace pilée que I'on pose ensuite sur un agitategnétique.

Verser 20 ml d’eau sur I'acide malique.

Mélanger puis verser tout doucement le NaOH. (Lmt®m ne doit ni se troubler ni
s’échauffer)

Quand le NaOH est dissout, compléter le volume @l50

Ajuster le pH a 7 avec NaOH en paillettes



ANNEXE 4 : Préparation des gels pour IEF

e Préparation des gels d'acrylamide : PAG 3-10//8G 4 - 6,5

Acrylamide (29,19%0).......ccoiriiiiiiie e 3,5ml
Bis-acrylamide (0,990)..........coviiiii i 3,5 ml
Pharmalyte 3-10 0u 4-6,5..........cccoi i, 1,5ml
Eau distillée............oooviiiii e 12 mi

On dégaze 5 a 10 min, puis on ajoute :

Persulfate d’ammonium (APS) (1,5%).................. 0,5 ml

Aprés avoir mélangé brievement tout en évitant tcbouire des bulles d’air, couler
immédiatement entre deux plaques de verres espdeégsnm a l'aide d’'une seringue munie d’'un
petit tuyau.

Laisser le gel se polymériser a température ambip@bhdant 30 min environ. Puis, le mettre
dans une chambre humide, a 4°C, pendant au moikaure.

e Préparation des gels d'agarose 3-10/ 4-6,5

Agarose pour IEF..........coooiiiii i 0,39
Sorbitol.....o 3,60
Eau distillée..........oviiii e, 27 ml

Chauffer jusgqu’a ce que la solution devienne lirepid
Laisser tiédir & 75°C, puis ajouter :

Pharmalyte 3-10 0u 4-6,5............ccovviiiiii e, 1,9ml
Mélanger rapidement a I'aide d’un agitateur magjuti

Couler sur film GelBond pour gel d’agarose préchauffé en répartissantdiamge sur toute
la surface et en veillant a avoir une épaisseetleonstante.

Laisser solidifier a température ambiante pend&niin au moins. Puis, mettre a 4°C dans
une chambre humide pendant au moins une heure.



ANNEXE 5 : Conditions opératoires de I'lEF

e Conditions opératoires pour gels d’acrylamide

ANODE (+) : 1 M BPGQ, (1,4 ml PO, dans 25 ml eau distillée)
CATHODE (-) : 1 M NaOH (1 g NaOH dans 25 ml eauitiéz)
Voltage : 2000 V

Courant : 50 mA

Puissance : 25 W (constante)

Réfrigération : 6°C

Pré focalisation : 20 min

Durée totale : 1 heure 20 min.

e Conditions opératoires pour les gels d'agarose

ANODE (+) : 0,05 M HSQ, (135 pl HSO, dans 50 ml eau distillée)
CATHODE (-) : 1 M NaOH (1 g NaOH dans 25 ml eauitiéz)
Voltage : 1500 V

Courant : 50 mA

Puissance : 15 W (constante)

Réfrigération : 6°C

Pas de pré focalisation.

Durée : 1 heure 20 min.

Remarque : avant de commencer la focalisation,ggrde gel a I'aide d’un papier absorbant.



ANNEXE 6 : Solution de révélation des enzymes

e Phosphoglucomutase (PGM) EC275.1

D’aprés Pasteur

0,2MTrHS HCI pHB...ce e 10 ml
MG Cl (0,5 M) 1,5ml
Glucose 1-phosphate*....... ... 150 mg
NAD (L0)... e e e 0,5 ml
NADP (190) .. .ot et 0,25 ml

Au dernier moment ;

Glucose 6-phosphate déshydrogénase (250 unités/ml)....... 10 pl
MTT (L20) .. e oot 0,5 ml
PMS (190). .. e et 0,25 ml
AGArOSE (290) ... et e 10 ml

Incuber & 37°C et a I'obscurité jusqu’a I'apparitide bandes bleues.

*Glucose 1-phosphate contient au moins 1% de ghutg-diphosphate.

e Aldolase (ALD) EC4.1.2.13

D’apres Harris & Hopkinson

0, 2MTHSHCIPH 8. e, 10 mi
Fructose 1,6-diphosphate, IN&H,O...........ccooviiiiiiii . 40 mg
NAD (198 ..o e e, 0,8 ml
ATSENALE, NaA. ..ot e e e e e e e e 24 mg

Au dernier moment :
Glyceraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (80&sImi)...... 20 pl

MTTCLYB). .+ ettt 300 pl



PIMS(120) ... et eeeeee et e e e e e e e 100 pl
AQAr0SE (290) ... cen ettt e e e 10 mi

On incube a 37°C et a I'obscurité jusqu’a I'appanitde bandes bleues.

e Adénylate kinase ou Myokinase (AK) EC27.43

D’apres Pasteur

0,2MTHSHCIPH 8. e 15 mil
O-D(+)-GlUCOSE... ..o e 100 mg
MOCLs (0,5 M) e, 1 ml
AP . 30 mg
NAD (10). ..o et 1 ml
NADP (190)... et oot 0,5 ml

Au dernier moment ;

Glucose 6-phosphate déshydrogénase (250 unités/iml)........ 20 ul
Hexokinase (500 unites/ml)..........coooiiiiiiiiiie e 20 pul
PMS (120). .. e e e 500 pl
MTT (L20). .. e et e, 500 pl
AGAr0SE (290) ... en et et e e e 10 mi

Incuber a 37°C et dans I'obscurité jusqu’a I'apfiami de bandes bleues.

e Glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) E Q.1.49

D’aprés Pasteur

0, 2MTrHSHCIPH 8. e e e, 10 ml
D-Glucose 6-phosphate, Na..........cocoviii i, 20 mg
NADP (190)... ..o et e, 0,4 ml
MOCL2 (0,5 M) e 4 ml

Ajouter au dernier moment :



NBT (190). . oottt 0,2 ml
MTT (226). . e et et 0,2 ml
PMS (126) . e+ttt ettt et 0,6 ml

Incuber a I'obscurité et & 37°C jusqu’a I'apparitide taches bleues.

e Hexokinase (HK) EC27.11

D’aprés Pasteur

0,2MTHSHCIPH 8. e e, 10 mi
O-D(+)-GlUCOSE... .o 150 mg
AT P e 25 mg
NAD (196)... ... e e et 0,3 ml
MOCL2 (0,5 M) e e 0,2 ml
NADP (190) .. .o e ettt 0,15 ml

Au dernier moment :

Glucose 6-phosphate déshydrogénase (250 unités/ml).......15 pl
MTT (L20) .. e oot e, 150 pl
PMS (120). .. e e, 60 pl

Incuber & 37°C et a I'obscurité jusqu’a I'apparitide bandes bleues.

e Lactate déshydrogénase (LDH) EC1.1.1.27
O, AMTrHSHCIpH 7,4. ... e e, 25 ml

[ I = Vs 7= | (< I 750 mg
NAD (198 .. e e, 800

Au dernier moment, ajouter :
T I 500 pl
PIMS (190) ... cee it et et e e e e e e e 100 pl

Incuber a I'obscurité jusqu’a I'apparition de tasheues.



e Malic Enzyme (ME) EC1.1.1.40

D’aprés Pasteur

0, 2MTHSHCIPH 8. e, 10 mi
MACly (0,5 M) . eniie e 1,5ml
ac. Malique (2M) PH 7., 1ml

NADP (190) ... e e oo e 100 pl

Au dernier moment ;

PMS (196) e, 0,1 ml
NBT (L26).. v eeeeeee oottt 0,2 ml
MTT (L98)- ettt 0,2 ml

Incuber & 37°C et a I'obscurité jusqu’a I'apparitide bandes bleues.

e Malate déshydrogénase (MLD) EC1.1.1.37

D’apres Pasteur

0, 2MTrHSHCIPH 8. e, 10 mi
ac. Malique (2M) PH 7. 1,5ml
MACly (0,5 M) oniiie e 0,1 mi
NAD (190) ..ot e, 0,6 ml

Au dernier moment :

NBT (L26).. v eeeeeee oottt 0,3 ml
PMS (196) et e, 0,15 ml
MTT (L98)- ettt 0,3 ml

Incuber & 37°C et a I'obscurité jusqu’a I'apparitide bandes bleues.

e 6-Phosphogluconate déshydrogénase (6-PGD) EC.1.43

D’aprés Pasteur



0, 2MTrHSHCIPH 8. e e e, 10 mi

MACly (0,5 M) eneiiie e 1,5ml
ac 6-phosphogluconique, Na...........cooviiii i 20 mg
NADP (L190) .. ettt et et et e e e e e e 0,1 ml

Au dernier moment ;

PMS (126) . e+ ettt 0,1 ml
NBT (100). . e eeeeeeee e et e, 0,2 ml
MTT (226) . ettt et 0,2 ml

Incuber & 37°C et a I'obscurité jusqu’a I'apparitide bandes bleues.



ANNEXE 7 : Composition des solutions stocks utilisées en RD

e Protéinase K (10 mg/ml)

La protéinase K est reconstituée avec de l'eadulléeststérile (BIOSEDRA) et ajustée a la
concentration de 10 mg/ml.

Conservation & —20°C en aliquots de 20 pl.

e PCR Buffer (10X) ( fourni avec la Taqg DNA Polymérase)
100 mM Tris HCI pH=9 & 25°C
500 mM KCI
15 mM MgCh

Conservation a —20°C.

e dNTP (1mM)

AATP (L00MM)... e 10 pl
dCTP (100 MM) ... e, 10 pl
dGTP (100 MM)...uiviiiii i 10 pl
ATTP (100 MM)... e, 10 pl
0 L T 960 pl

Conservation & —20°C en aliquots de 150 pl.

e Amorce (10 pmol/ul)

Les amorces sont sous forme lyophilisée. Elles smunstituées avec du tampon Tris EDTA
(TE) pH 8 et ajustées a la concentration de 10 furhol

Conservation a —20°C en aliquots de 120 pl.



e Solution de charge (10X)
30% (w/v) Ficoll
200 mM EDTA, pH 8
0,5% (w/v) Bleu de Bromophénol
Eau distillee

Conservation a +4°C.

e Solution de charge (6X) (Sigma G-7654)
0,25% (w/v) Bleu de Bromophénol
0,25% (w/v) Xyléne Cyanole FF
40% (w/v) sucrose
Eau distillée

Conservation a +4°C.

e Tampon TBE (1X) :
89 mM Tris
89 mM acide borique
2mM EDTA
pH 8,3

La solution TBE (1X) est obtenue par dilution duti™ dans de I'eau distillée de la
solution TBE (10X) (Bio Rad).

Conservation a +4°C.



ANNEXE 8 : Migration

e Préparation du geld’agarose
AQArOSE. ... 0,33g
Tampon TBE (1X) ... 33 mi

Chauffer pour faire fondre I'agarose. Laisser riglirca 65°C, puis ajouter 1,65 pl de bromure
d’éthidium a 10 mg/ml.

Bien mélanger, puis couler dans le cuve d’électoogde MINICELL® avec 12 ou 13 puits.

Laisser le gel se solidifier a température ambigetedant 45 min.

eConditions de migration
Pour la quantification de ADN extrait :
U =75 Volts
Dépobt : ADN : 10 pl + 1 pl solution de chargeX}0
Solutions standards : 6 pl

Durée :1 heure

Pour les produits d’amplification :
U = 50 Volts
Dépbt : ADN : 15 pl
Témoin de PM : 2 ul + 13 pl tampon TBE
Solution de charge (6X) : 3 ul

Durée : 2 h 45 min.



ANNEXE 9 : Préparation du MIX

- Pour N tubes, multiplier la quantité par tube (ér1). Mettre les différents solutions dans
un tube stérile.

- Bien mélanger ; puis centrifuger rapidement.
- Aliquoter en 49 pl.

Remarque : Les tubes contenant le MIX sont gar@és dle la glace pilée pendant toute
I'opération.

AMPLIFICATION

e Appareil: Thermal cycler 480 (Applied Biosystems)

Programmation de I'amplificateur :

94°C pendant 5 min,

45 cycle de 94°C pendant 1 min, 36°C pendant 1 #afC pendant 2 min,
72°C pendant 10 min.

Maintenir a 4°C jusqu’a I'arrét de I'appareil

e Appareil: GeneAmp® PCR System 2700 (Perkin Elmer)
Programmation de I'amplificateur :

94°C pendant 5 min,

45 cycle de 94°C pendant 30 sec, 36°C pendanti302&C pendant 1 min,
72°C pendant 7 min.

Maintenir a 4°C jusqu’a l'arrét de I'appareil.

Les produits d’amplification peuvent étre conseraé®’C si la migration se fait dans les 24
heures suivant I'amplification. Sinon, ils serontservés a —20°C.



ANNEXE 10 : Réactifs et matériels utilisés en IEF
Acide ortho-phosphoriquesRCO, (Prolabo P.R Normapur, 20 624.295)

Acide sulfurique HSO,

Acrylamide (Sigma, A-8887)

Agarose pour IEF (Amersham Biosciences, 17-0468-01)

Bind-Silane (Amersham Biosciences, 17-1330-01)

N,N’-Methylene bisacrylamide (Sigma, M-7256)

Broad pl calibration kit 3-10 (Amersham BiosciencEs0471-01)

Filtre de nitrate de cellulose & 0,45 um (Sarteritls306-25-N)

GelBond Film for agarose 124 x 258 mm (Amersham Bioscieng8-1129-32)
GelBond® PAG film for polyacrylamide gel 124 x 258 mm (Arakam Biosciences, 80-1129-36)
Glycérol (Prolabo Rectapur, 24 387.292)

Hydroxyde de sodium NaOH

IEF electrode strips (Amersham Biosciences, 18-410)4

Persulfate d’ammonium (Serva, 13 375)

Pharmalyte 3-10 (Amersham Biosciences, 17-0456-01)

Pharmalyte 4-6,5 (Amersham Biosciences, 17-0452-01)

ReadySol IEF 40% (Amersham Biosciences, 17-1310-01)

Repel-Silane ES (Amersham Biosciences, 17-1332-01)

D-Sortbitol (Sigma, S-1876)

TEMED = N,N,N’,N’-Tetraméthyléthylénediamine (Sign&9281)
Générateur : LKB 2197 (BROMMA)

Circuit de réfrigération : LKB 2219 Multitemp 1l Enmostatic circulator (BROMMA)
Cuve de migration : LKB 2117 Multiphor (BROMMA)

Plaque de verre 124 x 258 mm

Plaque de verre 124 x 238 mm



ANNEXE 11 : Réactifs et matériels utilisés en RAPD
Agarose standard (Eurobio, 18052)

Bleu de bromophénol (Sigma, B-5525)

Bromure d’éthidium a 10 mg/ml (Sigma, E-1510)

dATP (100 mM) (Quantum appligene, DATPO1)

dCTP (100 mM) (Quantum appligene, DCTPO01)

dGTP (100 mM) (Quantum appligene, DGTPO01)

dTTP (100 mM) (Quantum appligene, DTTPO01)

Ficoll (Sigma, F-2637)

Solution de charge (6X) (Sigma, G-7654)

Genomic PrepCells and Tissue DNA isolation kit (Amersham Bioscien@&5237-01)
MgCl; (1M) (Sigma, M-1028)

Tube Eppendorf 1,5 ml (Polylabo)

Piston Pellet autoclavable (Polylabo)

Microtubes 0,25 ml PCR stériles (Applied Biosystejns

Primer (kit A et kit B) (Quantum appligene, RAF020)

Protéinase K (Sigma, P-2308)

Tampon TBE (10X) (Bio-Rad, 161 0733)

Taq DNA polymérase (5000 U/ml) (Amersham Bioscien@y-0799-02)
Témoin de poids moléculaires — 100 bp ladder (Ralidgnostics, 1 721 933)
Témoin de poids moléculaires — 250 bp ladder (Ralthgnostics, 1 855 638)
Solutions standards pour la quantification d’ADNféLtechnologies, 14420-012)
Thermal cycler 480 (Perkin Elmer)

GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems)

Centrifugeuse réfrigérée

Cuve d’électrophorése MINICELLEC 370 M

Générateur : LKB 2197 (BROMMA)



ANNEXE 12 : Liste de publications et communications

Publication 1 : Druet-Cabanac M., Ramanankandrasana B., Bisser SDongmo L.,
Avodé G., Nzisabira L., Dumas M., Preux P.-M— Taenia soliuncysticercosis in Africa.
In: Singh G. and Prabhakar S. Edsenia soliumcysticercosis : from basic to clinical
science. — New York : CAB International Publishi@@02, p. 129-137.

Publication 2 :Houinato D., Ramanankandrasana B., Adjidé C., Melak Z., Josse R.,
Avodé G., Dumas M., Bouteille B — Seroprevalence of cysticercosis in Bénin. —
Transactions of the Royal Society of Tropical Megiand Hygiengl998, 92, p.621-624.

Publication 3 :Houinato D., Ramanankandrasana B., Preux P.-M., Awté G., Bouteille
B. — Identification of high prevalence areas fortmggcosis in Northern Benin using LQAS

method. — en soumission.

Publication 4. Nsengiyumva G., Druet-Cabanac M., Ramanankandrasan8., Bouteille
B, Nsizabira L., Preux P.-M — Cysticercosis as a major risk factor for eglem Burundi,
East africa. Epilepsig 2003, 44, 7, p. 950-955.

Publication 5 :Waruingi M., Ramanankandrasana B., Druet-Cabanac M, Nsengiyumva
G., Boutellle B., Preux P.-M — Kenya : a new human cysticercosis focusfrican Journal
of Neurological Science2002, 21, p. 46.

Publication 6: Ramanankandrasana B., Tehindrazanavelo A., Andriargimahavandy A.,
Preux P.-M, Dumas M., Bouteille B — Diagnosis of neurocysticercosis in Madagascar.

Comparative study of six immunological methodsn-seumission.

Publication 7: Vega R., Pinero D., Ramanankandrasana B., Dumas MBouteille B.,

Fleury A., Sciutto E., Larralde C., Fragoso G — Population genetic structure ®&enia
solium from Madagascar and Mexico : implications for iat profile diversity and
immunological technology. katernational Journal for Parasitology2003, 33, p. 1479-1485.



Communication 1 Ramanankandrasana B., Tehindrazanavelo A., Preux P.M.,
Andriantsimahavandy A., rasamindrakotroka A., Chabrier J., Randriamahary -
Ramialiharisoa A., Dumas M., Bouteille B — Valeur de la sérologie dans le diagnostic de la
neurocysticercose. A propos d’'une étude cas-ténwiNkdagascar. Société Médicale du

Limousin Limoges, 19 décembre 1997. (communication orale).

Communication 2 Ramanankandrasana B., Tehindrazanavelo A., Rasamimdkotroka
A., Preux P. M., Andriantsimahavandy A., Chabrier J, Randriamahary -
Ramialiharisoa A., Dumas M., Bouteille B — Valeur de la sérologie de la
neurocysticercose. A propos d'une étude cas-ténmiMadagascar. Froisieme Congres de
Neurologie Tropicale Fort-de-France (Martiniqgue), 30 novembre-2 déaemii998,

(communication orale).

Communication 3 Druet-Cabanac M., Nsengiyumva G., RamanankandrasanaB.,
Nsizabira L., Bouteille B, Dumas M., Preux P.-M — Impact de la cysticercose dans la
survenue de I'épilepsie a Kiremba, Burundilournées de Neurologie de Langue Frangaise

Tours (France), 2-6 avril 2002, (communicationcifée).

Communication 4 Vega R., Ramanankandrasana B., Bouteille B., Dumad\.,
Dominguez J. L., Sciutto E.,Fleury A., Fragoso G- Variabilidad genética de cisticercos de
Teenia soliunde México y Madagascar por medio de random aredlifiolymorphic DNA. —
XV Congreso Nacional de Inmunologia, Ixtapa Zihnafja (México), 28 avril-1 mai 2002,

(communication orale).



